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RESUMO

No cenério atual, o diagnostico das doencas do espectro da neuromielite éptica
baseia-se principalmente na detec¢do de um biomarcador especifico, o autoanticorpo
AQP4-IgG, que atinge a proteina Aquaporina-4 (AQP4) nos astrécitos do Sistema
Nervoso Central. No entanto, cerca 10 a 27% dos pacientes com evidéncias clinicas
da patologia séo classificados como soronegativos para a presencga do autoanticorpo
em questdo, de acordo com o teste recomendado pelo Painel Internacional para o
Diagnéstico de Neuromielite Optica, o que dificulta o diagndstico e retarda o
tratamento. Diante desse desafio, o presente trabalho concentrou-se no
desenvolvimento de um nanobiossensor utilizando nanoparticulas de prata
funcionalizadas com o epitopo AQP4e1-70 afim de aprimorar o indice de deteccdo do
AQP4-IgG, como resultado do nanobiossensor desenvolvido foi obtido uma
sensibilidade de 84,62%, superando a abordagem convencional, porém com indice
de especificidade de 66,67% indicando a necessidade de futuras pesquisas para o

aprimoramento desse aspecto do diagnostico.

Palavras-chave: Neuromielite Optica; nanobiossensor e nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

In the current scenario, the diagnosis of neuromyelitis optica spectrum disorders is
mainly based on the detection of a specific biomarker, the AQP4-1gG autoantibody,
which targets the Aquaporin-4 (AQP4) protein in astrocytes of the Central Nervous
System. However, approximately 10 to 27% of patients with clinical evidence of the
pathology are classified as seronegative for the presence of the autoantibody in
question, according to the test recommended by the International Panel for the
Diagnosis of Neuromyelitis Optica, which makes it difficult to diagnose diagnosis and
delays treatment. Faced with this challenge, the present work focused on the
development of a nanobiosensor using silver nanoparticles functionalized with the
AQP4e1-70 epitope in order to improve the detection rate of AQP4-IgG. As a result of
the developed nanobiosensor, a sensitivity of 84,62%, surpassing the conventional
approach, but with a specificity rate of 66,67%, indicating the need for future research

to improve this aspect of the diagnosis.

Keywords: Neuromyelitis optica; nanobiosensor and silver nanopatrticles.
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1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da ciéncia atrelada a medicina, muito se tem avancado
no que diz respeito a compreensao das doencas inflamatorias que atingem o sistema
nervoso central (SNC), principalmente na diferenciacdo daquelas que possuem
caracteristicas semelhantes em suas fases iniciais, tais como a encefalomielite
disseminada aguda (ADEM, do inglés Acute Disseminated Encephalomyelitis); a
esclerose multipla (EM) e a neuromielite éptica (NMO), sendo essa Ultima a principal
patologia discutida no presente trabalho (Cobo-calvo; Vukusic; Marignier, 2019).

A NMO é uma doenca inflamatéria, crénica e autoimune que acomete o SNC,
causando perda dos movimentos, fadiga, distarbios visuais, sensoriais e motores,
porém quando levamos em consideracdo apenas os sintomas apresentados pelo
paciente, muitas das vezes pode ocorrer a sobreposicdo entre diversas outras
patologias, o que dificulta um diagndstico preciso da doenca e, consequentemente, 0
seu tratamento (Cobo-calvo; Vukusic; Marignier, 2019; Dendrou; Fugger; Friese,
2015).

Este cenario foi modificado em 2004, quando Lennon e colaboradores
descobriram um autoanticorpo presente exclusivamente nos pacientes com NMO, o
NMO-IgG (Lennon et al., 2004). No ano seguinte 0 mesmo grupo de pesquisadores
identificou o antigeno-alvo deste autoanticorpo, a aquaporina-4 (AQP4), uma proteina
presente nos pododcitos dos astrocitos que formam a barreira hematoencefalica (BHE)
e que desempenha uma importante funcao na regulacdo do transporte de agua entre
0S vasos sanguineos e as células cerebrais (Lennon et al., 2005).

Sendo assim, fez-se necessario que o critério de diagndstico para o paciente
enfermo sofresse diversas alteracfes, de maneira que ndo sO 0s sintomas fossem
levados em consideracdo, o que poderia induzi-los ao erro, mas também esse
biomarcador soroldgico especifico da doenga (Cobo-calvo; Vukusic; Marignier, 2019).

Desta forma, a fim de se evitar equivocos no tratamento, foi instaurado, em
julho de 2015, o Painel Internacional para o Diagnéstico da NMO (IPND, do inglés
International Panel for NMO Diagnosis), o qual definiu um novo termo para designar a
sindrome: doencas do espectro da neuromielite 6ptica (ENMO ou NMOSD, do inglés
Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders) determinando assim 0s novos parametros

para o diagnostico, que incluem as manifestacdes clinicas, o status soroldgico para o
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anti-AQP4 e a exclusédo de outras patologias similares (Frota; Mendes; Vaconcelos,
2016).

Atualmente a ferramenta mais indicada para identificar este biomarcador
sorolégico é o ensaio com base em células (CBA, do inglés Cell-Based Assay), o qual
apesar de especifico, apresenta um valor de sensibilidade em torno de 76%, ou seja,
demonstra um limite de deteccdo o qual classifica 10 a 27% dos casos de pacientes
com evidéncias clinicas da patologia como “soronegativos” ou como “ndo
identificados”, resultando em um atraso no tratamento, que muitas vezes ocasiona em
danos irreparaveis ao SNC (Bennett et al., 2015; Higa, 2022; Prasad; Chen, 2019).

Dada esta problemética, que interfere diretamente na vida de milhares de
pessoas pelo mundo, diversas pesquisas comecaram a ser desenvolvidas com o
objetivo de integrar os estudos da nanotecnologia no campo de pesquisa das doengas
desmielinizantes e este tem sido um campo promissor, principalmente quando
relacionamos as nanoparticulas utilizadas no sensoriamento de doencas, ja que estas
podem ser sintetizadas de acordo com as caracteristicas desejadas e, através das
suas propriedades Opticas sinalizarem interagcdes moleculares especificas (Higa,
2022; Ponnuchamy; Ramkumar; Pugazhendhi, 2019).

Essa capacidade de converter a interacdo entre uma biomolécula e seu alvo
especifico em um sinal que pode ser detectado e medido é uma caracteristica atrelada
ao desenvolvimento de nanobiossensores, os quais podem ser definidos como
estruturas que combinam elementos bioldgicos, tais como enzimas, proteinas ou DNA
e sdo sintetizadas para que ocorra uma interacéo especifica; um subconjunto desses
nenobiossensores S80 0S hanoimunossensores 0S quais sao projetados para
deteccdo de eventos relacionados ao sistema imunoldgico, através da interacdo entre
antigenos e anticorpos (Higa et al., 2019; Higa, 2017).

Considerando a necessidade eminente de aprimoramento da deteccao da anti-
AQP4 em pacientes com ENMO, o presente trabalho buscou fazer um estudo do
status soroldgico de pacientes com ENMO por meio do desenvolvimento de um
nanoimunossensor de nanoparticulas de prata (AgNPs) devido a sua alta
sensibilidade e propriedades Opticas, dessa forma quando um determinado peptideo
€ conjugado as AgNPs ocorre a ligacdo ao anticorpo especifico daquela sequéncia e

assim, as AgNPs aproximam-se num processo denominado agregacéo, promovendo
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alteracOes visiveis e mensuraveis na sua coloracao (Higa et al., 2019; Hill; Li, 2017;
Yeo et al., 2015).

Os desdobramentos deste trabalho sugerem caminhos promissores para futuras
investigacoes e posterior adeséo desse diagndstico na pratica clinica para a detecgéo
da doenca e ainda pode gerar um diagnéstico completo com analises quantitativas e

qualitativas in situ, com alta acuracia, associada ao baixo custo e rapidez na anélise.
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2 SINTESE DA BIBLIOGRAFIA FUNDAMENTAL

2.1 CONFIGURACAO E FUNCIONAMENTO DOS NEURONIOS DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

O sistema nervoso pode ser dividido em duas partes: sistema nervoso periférico
(SNP) e sistema nervoso central (SNC); este ultimo corresponde ao ambiente de
estudo do presente trabalho o qual € composto pelo encéfalo e pela medula espinhal
sendo o responsavel por regular as nossas fungdes vitais e processos cognitivos; essa
rede € composta por bilhdes de células nervosas, as quais sdo chamadas de
neurénios (Silverthorn, 2017).

Conforme visto de maneira generalizada na Figura 1, os neurdnios possuem
uma estrutura celular que pode se apresentar de diversas formas devido as suas
ramificacdes, que possibilitam a comunicacéo intra e extracelular, da esquerda para a
direita podemos visualizar que os dendritos recebem os sinais advindos das células
vizinhas e séo responsaveis por transferi-los para uma regido de integracdo dentro do
neurdnio, o corpo celular opera de forma analoga a uma célula comum, direcionando
a atividade celular e armazenando o material genético, a regido prolongada que se
estende para fora do corpo celular é denominada axdnio e é responsavel por transmitir
sinais quimicos e elétricos de saida para as células-alvo, as sinapses (Silverthorn,
2017).

Figura 1 — Configuracdo de um neurénio

\
\
- =/ _
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- > a inal i
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Fonte: Silverthorn (2017)
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Ao redor do axonio € possivel observar a bainha de mielina, uma camada
isolante com a importante funcao de acelerar a conduc&o dos impulsos nervosos entre
0S neurdnios, visto que impede o contato com o liquido extracelular, o qual apresenta
em sua composicéo ions de sédio (Na*), potassio (K*), calcio (Ca?*) entre outros. Essa
bainha é formada pelos oligodendrdcitos que sédo um dos tipos de células da glia, as
quais também sdo conhecidas como células de suporte que desempenham diversas
funcdes fisicas e bioquimicas para que haja o processamento rapido das informacdes
no SNC (Dendrou; Fugger; Friese, 2015; Liders et al., 2019; Russi; Brown, 2015).

Além dos oligodendrdcitos, ha também outros trés tipos de células da glia
presentes no SNC: a microglia, que esta associada as respostas imunoldgicas; as
células ependimarias, que atuam na regulacdo da homeostase no SNC através da
criacdo de uma camada com permeabilidade seletiva e os astrocitos, que
correspondem a cerca da metade das células do encéfalo e possuem multiplas
funcdes de suporte, como liberacdo de substancias quimicas, abastecimento dos
neurénios para producdo e armazenamento de energia (ATP), regulacdo do transporte
de materiais na Barreira Hematoencefalica (BHE), que é a camada protetora do SNC,
e auxilio para manter a homeostasia do liquido extracelular do SNC captando ions k*
e agua (Rojas; Ritter, 2011; Silverthorn, 2017).

O citoesqueleto dos astrécitos é formado por uma rede complexa de filamentos
de proteina, as quais determinam a forma e funcao que sera desempenhada por ele,
no presente trabalho nos debrucaremos no estudo sobre aqueles formados pela
aquaporina-4 (AQP4), que forma os canais de agua do SNC e desempenha uma
importante fungéo na regulacdo da homeostase da BHE (Gomes; Tortelli; Diniz, 2013;
Gondim; Thomas; Graga, 2016).

2.1.1 Aquaporina-4

A descoberta da primeira aquaporina ocorreu em 1992, através dos trabalhos
conduzidos pelo bioquimico e médico norte-americano Peter Agre e colaboradores,
ao desenvolver um trabalho com a proteina CHIP 28 (do inglés Channel Integral
Protein) onde foi constatado que as células que tinham essa proteina quando
inseridas em um meio aquoso adquiriam uma alta permeabilidade a agua, ao contrario

das que ndo a possuiam. Posteriormente essa proteina passou a ser denominada
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aquaporina-1 (AQP1), devido as palavras em latim aqua que significa agua e porus
que significa poro (Ferreira, 2014; Romeiro et al., 2006).

Com o passar do tempo mais de duzentas aquaporinas foram identificadas em
centenas de espécies de seres vivos, incluindo bactérias, fungos, plantas,
invertebrados e mamiferos; sendo 13 delas encontradas nos seres humanos (AQPO-
12) desenvolvendo um papel fundamental na regulacéo do transporte de agua atraves
das membranas celulares, em resposta ao gradiente osmaético, possibilitando também
que as células, que necessitam da passagem rapida das moléculas de &gua,
desempenhem suas respectivas func¢des (Higa, 2022; Romeiro et al., 2006).

As aquaporinas dos tipos 1, 3, 4, 5 8, 9 e 11 foram identificadas
especificamente no tecido cerebral em diferentes células e localizacdes, entretanto a
Aquaporina-4 (AQP4) apresenta maior distribuicdo no SNC, principalmente na medula
espinhal e nos nervos Opticos, que pode ser visualizada na representacao
esquematica da figura 2. Sua estrutura possui seis segmentos helicoidais de
membrana (1-6) e dois segmentos helicoidais menores, que formam um poro de agua.
Na estrutura, também ha trés alcas extracelulares que compdem os loops A, Ce E, e
duas intracelulares, que correspondem aos loops B e D (Higa, 2022; Romeiro et al.,
2006).

Figura 2 — Representacdo esquemética da topologia da proteina AQP4

Fonte: Adaptado de Nesverova e Térnroth-Horsefield (2019)
Além de servir como via de transporte de agua através dos compartimentos do

encéfalo, do sistema circulatério e do liquido cefalorraquidiano a AQP4 também € a

responsavel pela migracédo dos astrocitos, formacao de cicatriz pelas células da glia,
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transducédo de sinal neuronal e de neuroinflamacdes que possam vir a ocorrer (Higa,
2022).

Essa estrutura da AQP4 é formada por uma sequéncia de 301 a 323
aminoacidos, que se ligam entre si por meio de ligacdes peptidicas, conforme
representado na figura 3, formando cadeias que, por sua vez, se dobram e se
organizam em estruturas complexas para formar a proteina em si. Essa organizacao
ndo apenas confere a AQP4 suas propriedades funcionais, mas também define os
locais especificos onde deverao ocorrer ligagdes com um anticorpo ou outra molécula
de reconhecimento, essas “porgdes” da proteina sdo denominadas epitopos (Nelson;
Cox, 2014; Romeiro et al., 2006).

Figura 3 — Diagrama esquematico dos aminoacidos que formam a proteina AQP4

com o epitopo utilizado no presente trabalho marcado em amarelo
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Fonte: Modificado de Papadopoulos e Verkman (2013)
Essas interacdes entre os epitopos da proteina e os anticorpos, em condi¢cdes
plenas de saude, sdo fundamentais para o reconhecimento de substancias estranhas,
impulsionando uma resposta do sistema imunolégico. Entretanto, quando o individuo

€ acometido de doencas neuroldgicas autoimunes especificas, que serdo tratadas
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posteriormente, essa interacdo passa a ser extremamente danosa (Higa, 2022;
Nelson; Cox, 2014; Romeiro et al., 2006).

No que diz respeito a identificacdo dessas porcdes da proteina, precisamos
levar em conta que o0s epitopos correspondem a uma sequéncia especifica de
aminoacidos; sendo assim, podemos numera-los de acordo com a posicdo que
aparecem. No caso do presente trabalho, nos concentraremos no estudo sobre o

epitopo AQP4s1-70, indicado em amarelo na figura anterior.

2.2 DOENCAS NEUROLOGICAS AUTOIMUNES

Uma das principais propriedades do nosso sistema imunolégico, em condicdes
normais, é a sua capacidade de reagir e desencadear uma resposta de defesa a uma
enorme variedade de substancias consideradas estranhas, denominadas antigenos,
além disso, em um individuo saudavel existe também uma série de mecanismos que
diferenciam antigenos proprios e 0s ndo proprios, impedindo que o corpo ataque as
células do proprio sujeito. Se esses mecanismos falham e passam a atacar as células
funcionais do corpo, desencadeiam as doencas chamadas autoimunes (Abbas;
Lichtnan; Pillai, 2014).

No caso das doencas neuroldgicas autoimunes, o0 SNC muitas vezes é afetado
de maneira irreversivel, visto que nos pacientes acometidos por essas enfermidades
ocorre uma falha nos mecanismos de reconhecimento da BHE, permitindo a entrada
das células T, de defesa, que se tornam auto-reativas e atacam as células neuronais,
as quais devido sua capacidade muito limitada de regeneragao sofrem danos, muitas
vezes irreparaveis (Riedhammer; Weissert, 2015; Russi; Brown, 2015; Zhang; Tian;
Li, 2019).

A Esclerose multipla (EM) € um exemplo de uma doenca neuroldgica autoimune
gue compromete o SNC e acomete cerca de 2,5 milhdes de pessoas pelo mundo, a
qual devido ao ataque e comprometimento da bainha de mielina, formada pelos
oligodendrdcitos, os impulsos elétricos do cérebro acabam passando de uma forma
mais vagarosa pelos axonios. Causando a perda do controle do individuo o que
repercute em diversos sintomas, tais como: perda dos movimentos, fadiga, distlrbios
visuais, sensoriais e motores, dores nas pernas e maos o que acarreta muitas vezes

em dificuldades ou perdas totais da capacidade locomotora (Dendrou; Fugger; Friese,
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2015). Inicialmente essa desmielinizacdo € acompanhada da remielinizacéo, porém,
como se trata de uma doenca autoimune em pouco tempo a mielina é atacada
novamente, resultando em perdas irreversiveis ao axénio (Atkins et al., 2012).

Outro exemplo de uma doenca neurolégica autoimune é a Neuromielite Optica
(NMO), principal patologia discutida neste trabalho, a qual apesar de apresentar
danificacdes nos oligodendrocitos, diferentemente da EM, possui como fator principal
para a agravacado dos sintomas, o comprometimento dos astrocitos, 0s quais como
citado anteriormente sdo responséaveis pela nutricdo e sustentacdo dos neurdnios,
devido ao ataque dos autoanticorpos a proteina AQP4, induzindo a toxidade das
células astrociticas, causando inflamacbes e posteriormente a perda neuronal
(Takeshita et al., 2016).

Devido a similaridade dos sintomas apresentados na fase inicial, durante muito
tempo pacientes com NMO eram diagnosticados com EM e consequentemente
recebiam um tratamento inadequado. Entretanto, através da técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFl) e do ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA,
do inglés enzyme-linked immunosorbent assay), Lennon e colaboradores detectaram
e descreveram um autoanticorpo especifico para NMO que nao era encontrado em
pacientes com EM, o anti-AQP4, o qual foi acrescentado aos critérios preexistentes
para diagnéstico da NMO possibilitando que tanto a deteccdo quanto o tratamento
fossem realizados de maneira mais especifica para cada patologia (Bennett et al.,
2015; Lennon et al., 2004).

2.2.1 Neuromielite 6ptica

O termo “Neuromielite 6ptica”, foi citado pela primeira vez em 1894 por Eugéne
Devic e seu aluno Fernand Gault em um estudo publicado de pacientes numa fase
inicial de mielite transversa (MT) e neurite 6ptica (NO) bilateral, tornando-a conhecida
também como Doencga de Devic (Zarei et al., 2018).

A NMO ¢é caracterizada como uma doenca inflamatéria, desmielinizante e
autoimune do SNC, com taxa de mortalidade anual variando de 9% a 15% e que
provoca diversos sintomas devido ao comprometimento dos nervos o6pticos e da
medula espinhal podendo envolver também o encéfalo, tronco encefalico e a area

postrema; entre as manifestacdes clinicas da doenca estdo: neurite Optica que
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corresponde a perda da visao funcional; mielite aguda que devido a inflamacéo na
medula espinhal pode provocar diversos sintomas como fraqueza muscular, disfungéo
urinaria, dorméncia e problemas na coordenacao e equilibrio do corpo; sindrome da
area postrema que provoca episodios de nauseas e vomitos sem explicacdo aparente;
sindrome aguda de tronco encefalico a qual pode se manifestar através de
dificuldades respiratérias e/ou perda da consciéncia; narcolepsia sintomatica que
corresponde ao distirbio do sono e sindrome cerebral sintomatica que pode se
manifestar através de dores de cabec¢a, mudancas cognitivas, perda da sensibilidade
etc. (Frota; Mendes; Vaconcelos, 2016; Higa, 2022; Shahmohammadi; Doosti;
Shahmohammadi, 2019; Zarei et al., 2018).

Dentre os fendtipos clinicos citados, 0 mais comum € a NO que acomete cerca
de 70 a 88% dos pacientes e se apresenta de maneira mais aguda nos casos de NMO
(em comparagdo com a EM); o segundo caso mais comum, 30% dos adultos
diagnosticados, € a mielite aguda (Cobo-calvo; Vukusic; Marignier, 2019).

Conforme descrito anteriormente, durante muito tempo a NMO foi considerada
como uma variacdo da EM, ja que até entdo ndo haviam caracteristicas que as
distinguiam, senéo o fenadtipo clinico o qual apresenta algumas caracteristicas comuns
as duas patologias. Com isso diversos pacientes portadores da NMO eram tratados
com farmacos especificos para o controle da EM o que além de ineficaz podem
inclusive acentuar os sintomas (Higa, 2022; Zarei et al., 2018).

Essa realidade mudou quando foi encontrado um autoanticorpo, da classe das
imunoglobulinas G (IgG), especifico para a NMO, o NMO-IgG. O autoanticorpo em
guestao é o anti-AQP4 o qual tem como alvo a proteina AQP4 que esté localizada no
encéfalo, cuja expressao € alta nos processos podais dos astrécitos que compdem a
BHE, funcionando como um canal de agua para a irrigacao e distribuicdo de solutos
no SNC, como se trata de uma doenca autoimune o autoanticorpo anti-AQP4 atinge
a propria proteina causando comprometimento dos astrécitos e lesfes neuronais
irreversiveis (Seay; Rucker, 2019).

Atualmente, o teste mais indicado para a deteccao deste marcador biolégico no
paciente com indicios do NMO é o ensaio com base em células (CBA, do inglés Cell-
Based Assay), o qual apresenta 76,7% de sensibilidade e 99,8% de especificidade
(Bennett et al., 2015). Apesar de especifico, sua taxa de sensibilidade ainda € baixa e

esta atribuida a pacientes que apresentam as caracteristicas clinicas do transtorno,
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mas nao é identificado o biomarcador anti-AQP4 (Bennett et al., 2015; Seay; Rucker,
2019).

A fim de incluir os diferentes status sorologico para o biomarcador anti-AQP4,
o termo NMO foi adaptado para doencas do “espectro da neuromielite 6ptica” (ENMO
ou NMOSD - do inglés Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders), no qual estado
inclusos pacientes com ou sem a presenca do autoanticorpo, ou com esse status
soroldgico indefinido. Dessa forma, conforme visualizado na Tabela 1, o diagndstico
de ENMO pode ser determinado de duas formas, a primeira quando é identificada a
presenca do autoanticorpo anti-AQP4 juntamente com a manifestacdo de um dos
fendtipos clinicos, o que ocorre em aproximadamente 73% dos casos e a segunda
guando o paciente apresenta status sorolégico negativo ou indefinido para o anti-
AQP4 no qual sdo exigidos outros critérios de diagnostico (Higa, 2022; Sato et al.,
2014; Seay; Rucker, 2019; Zarei et al., 2018).

Tabela 1 — Diagnostico ENMO

AQP4-l1gG positivo AQP4-IgG negativo ou desconhecido
e Ao menos uma das manifestacdes » Ao menos duas manifestagfes clinicas
clinicas principais; principais, sendo pelo menos uma:
e Resultado positivo para o teste v" Neurite optica aguda;
AQP4-IgG utilizando CBA; v' Mielite aguda com lesao medular
e Exclusdo de diagndsticos em pelo menos trés corpos
alternativos. vertebrais consecutivos da

medula espinhal;
v' Sindrome de area postrema.
* Resultado negativo para AQP4-1gG
(CBA)
* Exclusao de diagndsticos alternativos
Fonte: modificado de Frota (2016)

Sendo assim, quando um individuo apresenta as manifestacfes clinicas da

ENMO porém néo é identificada a presenca do anti-AQP4 faz-se necesséario uma
analise cautelosa da ressonéncia magnética, visto que algumas lesbes cerebrais
podem auxiliar na diferenciacdo entre outras patologias e assim, contribuir para a

exclusdo de diagnodsticos alternativos (Sato et al., 2014).
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Contudo, devido a baixa sensibilidade do teste CBA muitos pacientes que
apresentam status sorologico negativo para o anti-AQP4 posteriormente sdo
identificados como soropositivos e isso representa uma grande problematica, visto
que a presenca do autoanticorpo em questdo pode possibilitar o diagndstico precoce
da doenca e consequentemente prevenir novos surtos (Bennett et al., 2015; Sato et
al., 2014; Seay; Rucker, 2019).

Logo, é eminente a importancia do desenvolvimento de testes com uma
sensibilidade maior, de maneira tal que a preciséo e a exatidao dos diagndsticos sejam
aperfeicoadas, possibilitando que o tratamento seja coerente com a necessidade do
paciente (Higa et al., 2019; Zarei et al., 2018).

No caso da ENMO, como nédo existe uma cura, o tratamento é feito a base de
corticoides, com 0 objetivo de minimizar as sequelas, prevenir surtos repentinos e
reduzir a mortalidade (Frota; Mendes; Vaconcelos, 2016; Zarei et al., 2018).

As causas da ENMO, ainda s&o desconhecidas no meio cientifico, mas como
se trata de uma enfermidade onde o proprio sistema imunologico ataca o
prolongamento dos astrocitos, sdo amplamente mencionados os fatores de risco, que
podem interferir na manifestacao da doenca, tais como: a presenca de bactérias ativas
do tipo Clostridium perfringens, que comprometem a BHE; estresse, desregulacdo dos
niveis de Vitamina D e predisposi¢do genética; além dessas caracteristicas também
sabe-se que a ENMO tem se apresentado de maneira mais ativa em mulheres, com
idade média entre 32,6 e 45,7 anos (Seay; Rucker, 2018; Zarei et al., 2018).

2.3 NANOTECNOLOGIA

Idealizada pelo fisico Richard Feynman, em sua palestra na American Physical
Society (1959), a nanotecnologia surge a partir da ideia de que os atomos e moléculas
podem ser organizados de acordo com as necessidades existentes, de maneira tal
que as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas daquele determinado material
possam ser remanejadas de acordo com aspectos controlados, como tamanho,
condutividade, reatividade, entre outros (A. Mazzeo; Santos, 2018).

Todavia, o termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez pelo professor
Norio Taniguchi da Tokyo Science University, em 1974, a fim de explicar sobre a
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elaboracdo e processamento de materiais precisos em escala nanométrica, ou seja,
agueles entre 1 e 100 nanémetros (Abdussalam-mohammed, 2019).

Sabendo que um nandémetro (nm) € um metro dividido um bilh&do de vezes, ou
seja, é equivalente a 10 m (0,000.000.001 metro) a partir dessa década iniciou-se o
processo de ascensdo das pesquisas direcionadas aos materiais nanoestruturados,
bem como o desenvolvimento desses dispositivos, e suas inimeras aplicacbes em
diversas areas do conhecimento (A. Mazzeo; Santos, 2018; Abdussalam-mohammed,
2019).

Com seu potencial eminente de satisfazer a demanda industrial em diversos
aspectos, a nanotecnologia tem sido amplamente utilizada na engenharia, ciéncias
dos materiais, inddstrias quimicas, espaciais, cosméticas, entre outras (Syafiuddin et
al., 2020). Nesse contexto, a nanotecnologia também tem se apresentado como um
novo campo de estudo no que diz respeito a area médica, denominada nanomedicina
ou nanobiotecnologia (A. Mazzeo; Santos, 2018).

Com relacdo a area médica, a nanotecnologia tem possibilitado inGmeros
avancgos tais como a liberacdo de farmacos de maneira controlada no organismo do
paciente, o tratamento de doencas atraveés da medicina regenerativa que consiste no
estimulo ao desenvolvimento do potencial terapéutico advindo do préprio organismo
da pessoa, a realizacdo de cirurgias as quais seriam extremamente dificeis em
escalas macroscépicas, diagndsticos mais precisos do que os atuais, entre outros (A.
Mazzeo; Santos, 2018; Azzawi; Ahmed, 2016).

Assim sendo, a nanomedicina tem se apresentado como uma area de inUmeras
aplicacbes, subdividindo-se nos seguintes grupos: diagnosticos, nanoimagens,
quimioterapia, nanodispositivos e também na administracdo controlada de

medicamentos (Abdussalam-mohammed, 2019).

2.3.1 Nanoparticulas

Dentre os materiais desenvolvidos nos estudos da nanotecnologia, destacam-se
as nanoparticulas (NPs), definidas como materiais que apresentam tamanho na
ordem de 1 a 100 nm, sintetizadas a partir da interacdo entre &tomos e moléculas,
remanejadas de acordo com as necessidades pré-estabelecidas (Syafiuddin et al.,
2020).
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Apesar de muito pequenas, quando comparadas a coisas macroscopicas como
um fio de cabelo por exemplo, as NPs possuem uma area de interacdo relativamente
grande em nivel molecular, conforme visto na figura 4 onde visualizamos a
comparacao da escala de tamanho, e devido a essa grande superficie de interacao,
quando um solido é reduzido a escala hanométrica, e ocorrem modificagdes tanto no
seu formato quanto no tamanho de suas nanoestruturas, iSso repercute em alteracdes
drasticas em suas propriedades fisicas, tais como condutividade térmica e elétrica,
resisténcia a oxidacdo e propriedades Opticas, que sdo controladas e ajustadas
durante o processo sintético de acordo com a aplicacao pretendida (Hill; Li, 2017;
Khan; Saeed; Khan, 2017; Sharma; Kanchi; Bisetty, 2015).

Figura 4 — Escala de tamanho

Glicose Proteina DNA Virus Célula Grao de sal Bola de ténis
“® R Q'

10° 104 10° 10¢ 107 108

Micela Lipossoma Dendrimero Nanocapsula Nanoparticula Polimeros

Fonte: Traduzido de Wichlab.
As NPs, existentes ou em desenvolvimento, sdo classificadas de acordo com a

matéria-prima utilizada no seu desenvolvimento, esses conjuntos sdo: materiais ndo
metalicos e inorganicos, metais e ligas metéalicas, nanomateriais a base de carbono,
dendrimeros, nanopolimeros e QDs (do inglés quantum dots) que basicamente sdo
particulas semicondutoras, tais como o telureto de cadmio (Ponnuchamy; Ramkumar;
Pugazhendhi, 2019).

2.3.1.1 Sintese, funcionalizacdo e caracterizacado de NPs

Para a obtencao (sintese) das NPs podem ser aplicados dois métodos: top-down
e bottom-up; o primeiro advém de um processo fisico, que consiste na divisdo do

reagente sélido (em macroescala) até a escala nanométrica. O segundo diz respeito
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a construcado dessas NPs a partir do remanejamento de atomos ou moléculas, por
meio de rotas de sintese quimica (Hill; Li, 2017; Iravani et al., 2014).

No método fisico, € mais comum que seja utilizada a evaporag¢do-condensacao
ou a ablacdo a laser, que é um método eficiente para a sintese de NPs, porém
demanda alta concentracdo de reagente, maior tempo de preparo e um alto consumo
de energia elétrica. Para a sintese de NPs, o método de reducéo quimica é o mais
utilizado, para o qual é necessario o uso de agentes redutores, tais como o citrato de
sédio, borohidreto de sodio, acido ascorbico, polietilenoglicol (PEG), entre outros
(Beyene et al., 2017).

Para promover a estabilizacdo das NPs em suspenséo, ha dois métodos mais
convencionais: estabilizacao eletrostatica e estérica. O primeiro é obtido através da
utilizacdo de reagentes anibnicos que interagem com a superficie das NPs
promovendo a formacdo de uma camada elétrica a qual resulta em uma forca de
repulséo entre elas, ja o segundo é feito por meio da adsorcao de moléculas organicas
ou com hidréxido de amdnio, as quais por apresentarem um volume maior impedem
a aglomeracao entre as nanoparticulas em suspensdo (Abou EI-Nour et al., 2010).

Para a caracterizacdo de NPs, podem ser aplicadas diversas técnicas, entre
elas: a microscopia de forca atdmica (AFM, do inglés atomic force microscopy),
microscopia eletrénica de transmissao e varredura (MET e MEV, respectivamente) e
a espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel do espectro eletromagnético (UV-
Vis), utilizada no presente trabalho. Cada uma dessas técnicas tem a sua
funcionalidade especifica, por exemplo, a AFM faz medi¢des tridimensionais, que
permitem medir a altura e possibilita calculos de volume e area das particulas, ja a
espectrofotometria UV-Vis é usada para confirmar a formacdo das NPs, por meio dos
valores de comprimento de onda e absorbancia caracteristicos de cada composicéo
(ABOU EL-NOUR et al., 2010).

2.3.1.2 Nanoparticulas de prata
Historicamente as NPs metalicas, especialmente de ouro e prata, contribuiram

em diversas aplicagdes, um exemplo disso € o famoso “Lycurgus cup” produzido por
volta de 400 d.C. no Império Romano, a partir do vidro dicroico o qual possui NPs de
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ouro e prata, garantindo assim variagdes na sua coloracdo conforme a incidéncia de
luz (lan et al., 2007).

As NPs metalicas, de maneira geral, sdo amplamente estudadas hoje no que
se refere a area médica e possuem como diferencial suas propriedades Opticas que
podem ser alteradas conforme o aspecto morfolégico, formato, tamanho e
eletronegatividade, resultando na diversidade de coloragdes, que estdo associadas a
interacdo dos elétrons livres com a luz, portanto, analisadas a partir das técnicas de
espectrofotometria UV-Vis. Os valores encontrados para o comprimento de onda
estdo intrinsicamente ligados ao formato, tamanho, composi¢cdo e distribuicdo das
NPs (Khan; Saeed; Khan, 2017; Lee; Jun, 2019).

As nanoparticulas de prata (AgNPs), por sua vez apresentam diversas
aplicacbes seja na industria automobilistica, quimica, cosmética, entre outras, mas
nas ultimas duas décadas tem se destacado na area médica, principalmente pelo seu
potencial antibacteriano, antifingico, anti-inflamatério, antiviral e antiplaquetéario
(Beyene et al., 2017; Ponnuchamy; Ramkumar; Pugazhendhi, 2019).

Esse diferencial das AgNPs esta associado com diversas caracteristicas, entre
elas o tamanho dessas nanoestruturas que podem variar de 1-10 nm, quanto menor
o tamanho maior a area superficial, portanto, se trata de uma caracteristica essencial
para obtencdo de melhores efeitos cataliticos (Ramesh et al., 2016).

Para aplicacdes de sensoriamento, as AQNPs com tamanho entre ~50-80 nm
apresentam maior eficiéncia de transducdo de sinal, visto que a eficacia no
espalhamento de luz na regido visivel do espectro eletromagnético aumenta nesse
intervalo de tamanho, tornando os sinais de deslocamento de bandas mais evidentes
(lvanova et al., 2019).

Dessa forma, com os avancos cientificos na compreenséo da luz como onda
eletromagnética, atrelado aos trabalhos dos fisicos James Maxwell e Michael Faraday,
percebeu-se empiricamente a dependéncia de caracteristicas como tamanho e
concentracdo de particulas com os resultados das coloracfes apresentadas em uma
solucéo coloidal (Ferreira et al., 2016).

A origem das caracteristicas Opticas AgNPs esta associada a movimentacao
coletiva dos elétrons livres, pois quando h& a incidéncia de radiacdo esses elétrons
sao acelerados e entram em movimento. Essa oscilacdo promove uma polarizagao de

cargas na superficie da particula e como resultado disso surge no polo oposto aos
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elétrons, uma forca restauradora, que busca o retorno ao equilibrio (Ammari; Deng;
Millien, 2016; Lee; Jun, 2019).

Essas oscilacbes de cargas nas nanoparticulas em uma frequéncia bem
definida, sdo denominadas plasmons e sdo descritas pelo modelo matematico de
Drude-Lorentz, o qual determina as respostas elétricas do material analisado
considerando o movimento dos elétrons livres na sua superficie (Ammari; Deng;
Millien, 2016).

Dessa forma, os elétrons ficam em movimento oscilatorio, que acontece em
uma frequéncia especifica, chamada ressonancia plasménica de superficie localizada
(LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon Resonance) e fornece uma explicacéao
sobre as propriedades 6pticas da nanoparticula bem como sua interacdo com outros
materiais (Amendola; Pilot; Frasconi, 2017).

Um resultado dessa SPR nas AgNPs, por exemplo, é a coloracdo amarelo
metalico da suspensao, que possui comprimento de onda dentro do intervalo de 421
a 425 nm, assim sendo, as variagdes nas tonalidades indicam diferentes estados de

agregacéo (Ramesh et al., 2016).

2.3.1.2.1 Sintese e funcionalizacdo das AgNPS

A sintese quimica das AgNPs pode ser realizada por diversos métodos, entre
eles esta o “Método do Citrato”, utilizado no presente trabalho, o qual foi proposto
inicialmente por Turkevich, a fim de se obter AgNPs esféricas e estaveis, com uma
geracdo minima de residuos, de acordo com Gorup e colaboradores a sintese
consiste em uma reacao de 6xido-reducéo, na qual o citrato de sodio, ao entrar em
contato com os ions de prata em solugéo, cede elétrons para a transformacédo dos
fons Ag* em nlcleos de prata Ag® entdo a partir da nucleacdo desses ions ha a
formacao das nanoparticulas, que quando monitoradas a partir da SPR com a técnica
de espectrofotometria UV-Vis possuem uma banda plasmonica caracteristica em
torno de 425 nm (Alves et al., 2019; Gorup et al., 2011).

Para promover a biocompatibilidade das AgNPs, é necesséria a conjugacao
dessas nanoestruturas com biomoléculas, por exemplo as proteinas, o que
corresponde a etapa de funcionalizacdo (Nghiem et al., 2010). Essa etapa divide-se

em trés tipos principais: quimica, covalente e de adsorcéo. A funcionalizacéo quimica,
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estd diretamente relacionada com a formacdo dos grupos funcionais; a
funcionalizacdo covalente (crosslinking) € a alternativa para nanoparticulas com
revestimento polimérico e/ou caracteristicas anfifilicas, nas quais sao aplicados
agentes reticulantes com grupos funcionais especificos que promovem a ligacao
cruzada entre a nanoparticula e a biomolécula; jA a de adsorcdo € aplicada para
biomoléculas carregadas positiva ou negativamente e essas adsorvem as particulas
por atracao eletrostéatica, forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacbes
hidrofébicas, entre outros (Sperling; Parak, 2010).

Em suma, as modificacGes e funcionalizacdo nas AgNPs tém o propésito de
adequar suas propriedades fisico-quimicas, tornando-as funcionais para
sensoriamento de interacfes especificas envolvendo complexos bioldgicos, como a
interacdo antigeno-anticorpo no caso dos nanoimunossensores, relevante no estudo
das imunopatologias ja discorridas no presente trabalho (Higa et al., 2019; Nghiem et
al., 2010; Sperling; Parak, 2010).

2.3.1.2.2 Nanoimunossensor de AgNPS

Sendo assim, atrelado a todos esses avancos cientificos que permitem o
controle das propriedades das NPs, e consequentemente da sua interagdo com outros
materiais, tem ocorrido também a ascensdo da pesquisa na area de
nanobiossensores para diagnoésticos de doencas, que sédo dispositivos, em escala
nanomeétrica, capazes de converter um evento biolégico em um sinal mensuravel, e
este pode ser avaliado posteriormente, melhorando significativamente a preciséo do
diagnéstico. Um subconjunto desses nenobiossensores, sintetizados de maneira mais
especifica para doencas ligadas ao sistema imunolégico, sao 0s
nanoimunossensores, que visam detectar interagdes especificas entre antigenos e
anticorpos (Chamorro-garcia; Merkoc, 2016; Higa, 2022).

Nesses sistemas ha um biorreceptor especifico conjugado a um nanossensor,
conforme visualizado na representacdo da figura 5, o qual possui a finalidade de
reconhecer determinadas interagdes entre o biorreceptor e as biomoléculas-alvo e,
quando tal interacdo intermolecular é detectada, ocorre uma perturbacdo no sistema
coloidal que é convertida em algum sinal mensuravel e/ou observavel (Dahman,
2017).
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Figura 5 — Representacéo do funcionamento de um nanobiossensor
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No caso dos nanobiossensores oOpticos, como as AgNPs desenvolvidas no
presente trabalho, ocorrem mudancas nas propriedades épticas (absorcéo, reflexdo e
espalhamento da luz), que podem culminar na alteracéo da coloragédo da suspensao
coloidal, alteracéo essa que podera ser visivel a olho nu e quantificada através dos
deslocamentos no SPR em direcdo a regidao do ultravioleta ou infravermelho do
espectro eletromagnético, em razdo da dispersdo ou aglomerag¢do causadas pelas

interacdes intermoleculares (Chouhan, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Aplicar um nanoimunossensor, feito com nanoparticulas de prata, para um

estudo soroldgico dos pacientes diagnosticados com ENMO.

3.2 ESPECIFICOS

i. Sintetizar AQNPs monodispersas e estaveis;

ii. Aplicar métodos de funcionalizac&o covalente das nanoparticulas de prata com
um dos epitopos da proteina AQP4, visando o sensoriamento de interacdes
antigeno-anticorpo;

iii. Promover e otimizar condicbes de incubacdo do conjugado nanoparticula-
peptideo com os anticorpos-alvo, o anti-AQP4;

iv. Caracterizar e descrever as etapas de desenvolvimento do nanoimunossensor
(sintese e funcionalizacao);

v. Interpretar os dados obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A fim de viabilizar este trabalho foram realizadas previamente no projeto
FAPESP 2015/05283-6, apds aprovacao pelo comité de ética das instituicdes
relacionadas (via Plataforma Brasil, CAAE: 51297215.3.3001.0065), as seguintes
etapas:

e Obtencdo dos soros de pacientes com doencas do ENMO (8 anti-AQP4
positivos e 8 anti-AQP4 negativos);

e Obtencéo dos soros de pacientes com EM e saudaveis (4 EM e 5 saudaveis);

e Purificacdo das IgGs totais dos soros;

e Sintese de peptideos relativos a AQP4.

Esses processos foram coordenados pela professora Dra. Doralina G. Brum
Souza como parte integrante do projeto desenvolvido na tese de doutorado da sua
orientanda Dr. Akemi Martins Higa, participante do grupo GNN que inicialmente co-
orientou este trabalho, no qual foram recrutados pacientes no ambulatério de
Neuroimunologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
classificados conforme os critérios diagnosticos propostos pelo IPND para as doencas
do ENMO.

A partir disso, em parceria com o Dr. Luis A. Peroni, especialista na area de
imunologia com énfase em anticorpos monoclonais e sdcio-diretor da Rheabiotech
Desenvolvimento, Producdo e Comercializacdo de Produtos de Biotecnologia Ltda;
foram aplicados diversos métodos para a identificacdo dos peptideos e purificacédo
das amostras de soro; as quais foram enviadas ao GNN, na UFSCar Sorocaba e
conservadas sob refrigeracdo para que este e outros trabalhos de pesquisa fossem

desenvolvidos.

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese das nanoparticulas de prata
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Para a sintese das AgNPs, uma solucdo de 100 mL com concentracéo de 1,0
mmol/L de nitrato de prata (AgNOs, 99%, Labsynth, Diadema, S&o Paulo) é preparada
e aquecida até 90°C. Atingida essa temperatura, uma solucdo de 1 mL de citrato de
sédio (CeHsO7Nas, 99%, Labsynth, Diadema, S&o Paulo) com concentracao de 0,3
mol/L é adicionada a solucao de nitrato de prata, iniciando a reacao de 6xido-reducao.
Decorrido aproximadamente 12 min, sob agitacdo constante a 90°C, a solucéo
apresenta uma coloragdo amarelo metdlico, devido a formacéao de ntcleos Ag° que se
aglomeram formando as nanoparticulas. Observada a mudanca de cor, que atesta a
formacao das AgNPs, é adicionado 1 mL de hidréxido de aménio (28%) a suspenséo,
como agente moderador e estabilizante da reacao. Finalizada a reacdo, a suspensao
entdo é resfriada a temperatura ambiente e armazenada ao abrigo da luz a 4°C (Gorup
et al., 2011).

4.2.2 Funcionalizacao e incubacao com anticorpos

O processo de funcionalizagdo das AgNPs foi realizado com base em um
protocolo desenvolvido por Tang e colaboradores (Tang; Dong; Ren, 2010).
Basicamente, a primeira etapa da funcionalizacéo consiste na modificacdo quimica da
superficie das AgNPs com a adi¢cao de 350 uL de acido 11-mercaptoundecandico com
concentracdo de 0,025 mmol/L (11-MUA, 95% Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
USA), o qual por conter um grupo tiol interage fortemente com a superficie metalica
da nanoparticula. A mistura € mantida em reacao, sob agitacdo constante durante 2h.

Apds essa etapa, é adicionado a suspensdo uma solugdo composta de dois
agentes reticulantes, 325 pL de 0,04 mmol/L de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC = 97% Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA) e 325 uL de 0,3
mmol/L de N-hidroxisuccinimida (NHS 98% Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA),
numa reacdo de 40 min, também sob agitacdo constante.

Finalizadas as etapas de modificacdo quimica da superficie das AgNPs, uma
solucdo do peptideo sintético da proteina AQP4, cuja concentracdo foi variada ao
longo do desenvolvimento do trabalho, é adicionada a suspensdo numa reacao de 2h
em temperatura ambiente, seguido da incubacdo a 4°C por 12h. Decorrido este
periodo, a suspensdo podera ser aplicada em analises de interacdo com anticorpos,
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que sdo promovidas por meio da incubacdo dessas biomoléculas com as AgNPs

funcionalizadas com o peptideo a 37°C durante 1h.

4.2.3 Caracterizacdo dos processos de sintese e funcionalizagdo das

nanoparticulas

4.2.3.1 Imageamento por AFM

A caracterizacao das AgNPs sera realizada por meio da aquisicdo de imagens
de AFM em alta resolucdo, com o intuito de obter dados relacionados ao tamanho
(diametro) e morfologia das nanoparticulas (Heera; Shanmugam, 2015). A AFM é uma
das técnicas mais utilizadas para esse proposito, pois fornece essas imagens em trés
dimensdes (Klapetek et al., 2011; Rao et al., 2007). Para isso, sera utilizado o modo
contato intermitente, "tapping mode", para o imageamento da amostra com pontas de
AFM compostas de nitreto de silicio (constante de mola 1,7 N/m, raio ~10 nm,
frequéncia de ressonancia 90kHz e superficie reflexiva de ouro, modelo AN-NSGO03,
NT-MDT). Para esta analise, 50 yL de AgNPs, diluidas em agua Milli-Q, serao
depositadas sobre uma superficie de mica com dimenséo 15x15 mm? (Ted Pella Inc,
Redding, California, USA), previamente clivada e esterilizada por 20 min em
equipamento de emissdo de luz ultravioleta e o0zo6nio, ProCleaner™ modelo
UV.PC.220 Plus (BIOFORCE Nanosciences, Ames, lowa, USA). Para o calculo da
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, sera utilizado o software ImageJ, um
programa de dominio publico destinado ao processamento de imagens, no qual é

possivel analisar o didametro de nanoparticulas esféricas.

4.2.3.2 Andlise das propriedades opticas das nanoparticulas

Com a técnica de espectrofotometria UV-Vis foram analisados o tamanho,
formato e a distribuicdo de tamanho (dispersédo) das nanoparticulas sintetizadas e,
também, acompanhadas as etapas da funcionalizacdo com o peptideo e interacéo
deste conjugado com o0s anticorpos a serem investigados. Dessa forma, as
suspensodes de AgNPs foram analisadas em um espectrofotdbmetro Shimadzu UV-Vis-
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NIR 3600, para analise na regido UV-Vis do espectro eletromagnético (300 - 800 nm),

com intervalo de leitura de 1 nm.

4.2.4 Obtencéo de dados e analise das medidas

Os dados obtidos foram analisados e tratados com o software Origin8, que
permite a geracao de gréficos, ajuste de linhas de base, gaussianas, dos quais podem
ser extraidas informacdes correspondentes a distribuicdo de tamanho das AgNPs,
deslocamento de bandas no espectro eletromagnético, largura a meia altura de
bandas e picos gerados com as técnicas de espectroscopia, que possibilitam o
acompanhamento do processo de funcionalizacdo, bem como da andlise de

ocorréncia de interacdes entre o conjugado e 0s anticorpos a serem investigados.
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5 RESULTADOS E DISUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Inicialmente a formacao de AgNPS foi indicada pela alteracéo visivel de cor da
suspensdo, com estabilizacdo em aproximadamente 12 minutos, de incolor para
levemente amarela, conforme visto no frasco na figura 6 (a) e comprovado através da
andlise do espectro UV-Vis em 6 (b) que em um primeiro momento (linha preta) estava
com um pico caracteristico em torno de 300nm e apds a sintese estava com Amax €m
torno de 417 nm, indicando que os ions de prata foram convertidos em AgNPs.

Figura 6 — Sintese das AgNPs
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Posteriormente, a fim de visualizarmos a estrutura das AgNPs formadas,
através dos métodos descritos na metodologia, bem como confirmar a eficiéncia da
aplicacdo do método de funcionalizacdo com a proteina AQP4, foram analisadas
amostras dessas duas etapas (sintese e funcionalizacao, respectivamente) no AFM.

Sendo assim, conforme visualizado na figura 7, a sintese (a) resultou em
AgNPs com diametro médio de 25+6 nm e apos a etapa de funcionalizacao 7(b) é
possivel observar que, conforme previsto na literatura, houve a aglomeragdo das
AgNPs com a formacdo de complexos com didmetro médio de 35+15 nm,

caracterizando uma suspensao polidispersa.
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Figura 7 — AgNPs ap0s sintese e funcionalizacao
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Fonte: Autoria propria
Com a etapa de sintese e funcionalizacdo ja bem definidas e apresentando
resultados consistentes com a literatura, temos que os dois primeiros objetivos
especificos do trabalho foram alcancados. Dessa forma, iniciaram-se 0s passos
seguintes para promover e otimizar as técnicas de incubacédo das AgNPs com um dos

epitopos da proteina anti-AQP4 e sua posterior interagdo com AQP4-1gG.

5.2 INTERACAO COM ANTICORPO

Conforme descrito na se¢éo 2.1.1, no presente trabalho a técnica de incubacéo
das AgNPs, se concentrou em uma unica por¢ao da proteina AQP4, o epitopo AQP4e1-
70, a escolha deste epitopo em especifico para o desenvolvimento do
nanoimunossensor se deve a um estudo anterior, realizado pelo nosso grupo de
pesquisa em nanoneurobiofisica (GNN) do qual por intermédio das técnicas de
imobilizacdo com sondas nanométricas e analises no AFM os autores identificaram
gue este é 0 epitopo mais reativo aos anticorpos AQP4-1gG em amostras de pacientes
ENMO soropositivos (Higa et al., 2019; Moraes et al., 2019).

5.2.1 Pacientes soropositivos pelo CBA

Com o nanoimunossensor construido, o primeiro passo foi testar sua reacéo ao

interagir com o0 soro de oito pacientes, enumerados de 1 a 8, identificados como
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soropositivos pelo teste CBA, ou seja, aqueles que ja tinhamos a certeza que
possuiam o AQP4-1gG em sua composicao e todos eles, com a concentracdo padrao
de 56 pg/mL, tiveram seus resultados reafirmados pelo nanoimunossensor
desenvolvido, com uma alteracdo evidente na coloracdo de todas as suspensoes,
quando comparadas ao primeiro frasco de referéncia com as AgNPs dispersas,

conforme visualizado na figura 8.

Figura 8 — Pacientes soropositivos para o autoanticorpo AQP4-IgG

Fonte: Adaptado de Higa (2022)
Na figura 9 é possivel observar os espectros de absor¢éo no espectrofotbmetro

UV-Vis dessas amostras, e confirmar a sua agregacdo com o aparecimento de uma
nova banda na regido de maior comprimento de onda e deslocamento do pico
principal, quando comparado ao frasco de referéncia em primeiro plano, com as
AgNPs monodispersas, conforme previsto pela literatura.

Figura 9 — Espectros de absorcdo dos pacientes classificados como soropositivos

para o autoanticorpo AQP4-IgG pelo CBA
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Analisando os dados obtidos, dos pacientes 1 a 8, foi possivel constatar que
apos a interacdo com as solucdes de IgGs das amostras de soro, incubadas por 60
min, houve o deslocamento médio (AA) de 37,7 nm e comprimento de onda maximo
(Amax) de 424 nm. Além da formacdo de uma nova banda e deslocamento do pico
principal foi observado também uma banda mais larga entre 500 e 600 nm no espectro

eletromagnético, e a formacdo de um novo pico em ~360 nm.

5.2.2 Pacientes com ENMO soronegativos pelo CBA

Com os resultados promissores obtidos até entdo, um segundo grupo de
pacientes foi analisado, os quais foram enumerados de 9 a 16, essas pessoas foram
diagnosticadas com ENMO a partir de suas manifestacdes clinicas, entretanto com o
teste CBA néo foi constatado a presenca do autoanticorpo caracteristico da doenca.

O grande diferencial alcancado pelo presente trabalho, conforme resumido na
tabela 2, € que utilizando o nanoimunossensor de AgNPs conjugado ao epitopo
AQP4e1-70 foi possivel obtermos um resultado melhor que o ensaio convencional
utilizado no mundo todo e identificar a presenca do anti-AQP4 no paciente 14 com
concentracdo padrdo de 56 pg/mL e, além disso, quando essa concentracdo da
solucao de IgGs totais foi aumentada para 100ug/mL foi possivel também comprovar
a presenca do AQP4-IgG em outros trés pacientes (9,10 e 11), o que indica que pode
existir uma relagdo com a concentracgao.

Tabela 2 - Resposta do Nanobiossensor com epitopo AQP461-70 a0 soro dos

pacientes classificados como soronegativos pelo teste CBA

. Nanobiossensores AgNPs-AQP4s1-70
Pacientes o 56 g/mL C= 100 gg/ml_
9 -

10 -
11 -
12 - -
13 - -
14 + +
15 - -
16 - -
Fonte: Autoria prépria

+ + +

Na figura 10 é possivel observarmos os resultados desses 4 pacientes, que

tiveram o status sorolégico positivado pelo nanoimunossensor, com a alteracdo da cor
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da suspensao indicando maior agregacdo das AgNPs, bem como a formacao do

segundo pico, que no caso do paciente 14 (d) foi possivel observar em ambas as

concentracoes.

Figura 10 — Pacientes soronegativos pelo CBA-AQP4, positivos com as AgNPs

0,06-

0,05-

0,04-

0,03-

Absorbancia (U.A.)

0,03-

0,02-

0,01-

0,00-
300

0,02-

0,01-

0,00-
0,06-

0,05-

0,04-

500

600 700

0,06-
A — 56pg/mL

—— 100pg/mL oS-

g -

Pacieﬁteg 0,03-

0,02-

0,01-

=(0,00-
0,06-
C — 56ug/mL
—//1 a%lg/mL [ 0,05-
: 1 0,04-

0,03-

0,02-

0,01-

,00-
800 300

B — 56pg/mL
—— 100pg/mL

Paciente 10

D —— 56ug/mL

—f 1\qopg/mL
A

Paciente 14

400
Comprimento de onda (nm)

500 600

Fonte: Autoria prépria

O fato de o anticorpo ter sido detectado na concentracdo padrdo de 56 pg/mL

em apenas um dos pacientes, mas ter sido identificado na concentragao de 100 pg/mL

em outros trés, sugere que a falha na deteccéo do anticorpo, do teste CBA, pode estar

associada ao limite de deteccdo do método ou a reatividade dos anticorpos presentes

nas amostras desses pacientes.

Porém, é importante salientar que apesar de ser um critério que possibilitou a

deteccdo nesses pacientes a concentracdo nao € o unico deles, visto que no estudo

realizado e publicado pelo grupo de pesquisa foi perceptivel também uma

dependéncia do epitopo da proteina que foi utilizada (Moraes et al., 2019).

5.2.3 Pacientes saudaveis ou com EM
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A fim de também averiguar se o nanobiossensor desenvolvido ndo estava
gerando falsos-positivos, foram feitos testes a partir de amostras de soro de individuos
com EM (enumerados de 17 a 20), os quais como ja sabemos ndo possuem o
biomarcador da ENMO e saudaveis (enumerados de 21 a 25), conforme visualizado
na figura 11.

Figura 11 — Pacientes com EM (17-20) e saudaveis (21-25)

Fonte: Adaptado de Higa (2022).

Visualmente é possivel detectar uma leve diferenca na coloracdo da suspenséao
dos pacientes 23 e 24 (saudaveis) porém, além da variagdo ser muito pequena quando
comparada aquelas obtidas em pacientes soropositivos; conforme vemos na figura 12
0s espectros de absorcdo no espectrofotometro UV-Vis dessas amostras também
apresentaram uma Unica banda, ndo indicando a forma¢éo de um novo pico como no

caso dos pacientes em que foi constatada a presencga do anticorpo.
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Figura 12 — Espectros de absorcéo dos pacientes com EM e saudaveis
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Dessa forma, conclui-se que o nanobiossensor desenvolvido com o epitopo o
AQP4s1-70, produziu dois resultados que visualmente poderiam ser considerados como
falsos-positivos, mas que através da analise no UV-Vis ndo indicaram aglomeracgéo
das AgNPs; visto que a auséncia do anticorpo que interage com a AQP4 faz com que
elas permanecam dispersas, resultando apenas no aumento do indice de refracao
sem alteracdes significativas no espectro UV-Vis. De acordo com Higa (2022) ja que
0 padrédo do espectro de absorgédo apresentou somente uma banda, eles ndo

comprometeram a concluséo final.
5.3 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados mostraram que 0 nanobiossensor desenvolvido a partir de
AgNPs conjugadas ao epitopo AQP4e1-70, detectou o biomarcador caracteristico nas
amostras dos pacientes ENMO soropositivos, com a apresentacao dos resultados
clara a olho nu e confirmacao através da analise do espectro de absor¢cdo e ainda
identificou a presenca do AQP4-IgG em outros 4 pacientes identificados pelo CBA

como soronegativos.
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No que diz respeito aos pacientes sem o biomarcador da doenca, saudaveis e
EM, dois resultados apresentaram uma variacdo leve da coloracdo (inexpressivas
guando comparadas aos soropositivos, que apresentaram uma mudancga intensa)
mas, conforme o esperado, ndo indicaram a agregacdo das AgNPs na analise do
espectro UV-Vis.

Visto que, conforme discutido nos tépicos de revisdo da literatura, a deteccéo
da interacdo entre o conjugado AgNP-AQP4e1-70 € 0 autoanticorpo é realizada através
da observagcdo das bandas presentes no espectro UV-Vis. Essas transformacdes
espectrais, associadas as mudancas de cor na suspenséo, resultam do aumento do
espalhamento de luz e do acoplamento dos plasmons de superficie entre as
nanoparticulas agregadas, conforme visualizado na figura 13, onde em preto esta
representado o espectro de absor¢cdo no UV-Vis de nanoparticulas dispersas, ja visto
na figura 7(a), apresentando um unico pico de absor¢do. Em vermelho tracejado, o
espectro UV-Vis resultante da agregacdo de nanoparticulas, visto na figura 7(b),
refletida pelo aumento do espalhamento de luz em regido de maior comprimento de
onda (Evanoff, Chumanov, 2005).

Figura 13 — Espectro de absorcao no UV-Vis da agregacao das AgNPs
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Fonte: Higa (2022).
Dessa forma, a fim de averiguar avaliar qual especificidade e sensibilidade do
nanobiossensor desenvolvido foi aplicado a curva ROC (do inglés Receiver Operating
CHaracteristic) sobre os resultados dos 16 paciente com ENMO analisados, que

basicamente € uma representacao grafica para avaliar o desempenho de um sistema.

42



O foco do presente trabalho foi direcionado para 0 aumento da sensibilidade de
deteccao ja que o ensaio convencional apresenta uma boa especificidade de 99,8%,
mas com indice de sensibilidade em 76,5%. Sendo assim, de acordo com a curva
ROC apresentada na figura 14 o nanobiossensor desenvolvido neste estudo
apresentou nivel de especificidade de 66,67% e de sensibilidade em 84,2%.

Figura 14 - Curva ROC mostrando o ponto de corte (ponto vermelho) para a qual os

valores de sensibilidade e especificidade sé&o 84,62% e 66,67%, respectivamente
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Fonte: Higa, Moraes, Shimizu et al. (2022)
Indicando um resultado promissor, o qual se for mais desenvolvido em estudos
futuros pode resultar na simplificacéo e antecipacéo do diagnostico de pacientes com
ENMO no mundo, o que consequentemente pode prevenir surtos, antecipar o

tratamento e prolongar a vida de diversas pessoas.
5.4 PUBLICACAO

Os resultados do trabalho desenvolvido foram publicados na Revista
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine da Science Direct: Higa AM,
Moraes AS, Shimizu FM, Bueno RG, Peroni LA, Strixino FT, Sousa NAC, Deffune E,
Bovolato ALC, Oliveira ON Jr, Brum DG, Leite FL. Anti-aquaporin-4 immunoglobulin G
colorimetric detection by silver nanoparticles. Nanomedicine. 2022 Apr;41:102531.

doi: 10.1016/j.nan0.2022.102531. Epub 2022 Jan 31. PMID: 35114406.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o objetivo geral do presente trabalho foi alcancado através da
aplicacdo de um nanoimunossensor, feito com nanoparticulas de prata, para um
estudo sorolégico dos pacientes diagnosticados com ENMO. Através da aplicacdo dos
métodos descritos na literatura também foi possivel alcancar com éxito os objetivos
especificos de sintetizar AgNPs monodispersas e estaveis, aplicar métodos de
funcionalizac&o e ainda promover e otimizar condi¢bes de incubac¢ao do conjugado
nanoparticula-peptideo com o0s anticorpos-alvo e com isso desenvolver um
nanoimunossensor com indice de sensibilidade de 84,2%, ou seja, maior do que o
utilizado até o momento no teste convencional (CBA).

Em conjunto com os trabalhos desenvolvidos e publicados pelo grupo de
pesquisa em nanoneurobiofisica (GNN) é possivel constatar que ha muitos desafios
remanescentes que estimulam a necessidade de futuros projetos para que esse
método seja aperfeicoado, otimizando seu indice de especificidade, bem como outros
fatores que ainda carecem de informagdes no que diz respeito ao estudo do ENMO.
Todavia através da publicagdo em uma revista internacional com bom fator de
impacto, estdo mais proximos da comunidade cientifica mundial, indicando que em

um futuro préximo poderdo ser aderidos na pratica clinica para a detecgéo da doenca.
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