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RESUMO

A criptococose € uma doenga causada por leveduras do género Cryptococcus, principalmenwe
pelas espécies neoformans e gattii. No Brasil, essa doenga apresenta o maior nimero de casos
de toda América Latina, sendo a infeccdo fingica que mais acomete o sistema nervoso
central. Em relacdo ao diagndstico, os métodos imunoldgicos como por exemplo, o método
ELISA, € bastante laborioso, exige fino treinamento de pessoal e disponibilidade de
equipamentos onerosos para a obtencdo de resultados. O teste imunocromatografico possui
execu¢do mais rapida e simples, porém pode gerar resultados falso-positivos devido a
ocorréncia de reacdo cruzada com outros microrganismos. Considerando as lacunas
importantes no diagndstico da criptococose causadas pelas falhas inerentes a cada método, é
de grande importancia o desenvolvimento e aplicacdo de testes rapidos, sensiveis, especificos,
de ficil manuseio e acessiveis em ambientes distantes de grandes centros. Assim, esse
trabalho visa a combinacao de fotonica e nanotecnologia para um novo método de diagndstico
através da geracdo de nanosensores (NSs) capazes de se ligar a antigenos criptocécicos e de
medidas Oticas que possibilitem a deteccdo e caracterizagdo dessas ligacdes. Para tal
finalidade, nanobastdes de ouro (NBs) foram sintetizados e funcionalizados com o anticorpo
monoclonal 18B7, uma molécula capaz de reconhecer fragmentos da cdpsula polissacaridea
criptocécica, especificamente fragmentos de glucoroxilomanana (GXM). Os nanobastdes
funcionalizados (nanosensores) foram testados utilizando soros de camundongos infectados e
de camundongos sadios através de medidas realizadas por um espectrometro portatil de
espalhamento de luz (EPEL). O instrumento 6tico utiliza medidas de espalhamento dinAmico
de luz (Dynamic Light Scattering) e é capaz de detectar, em minutos, a presenca de
fragmentos da cdpsula criptocdcica, além de estimar a massa molecular dos mesmos e medir a
constante de afinidade quimica com os anticorpos. Sendo assim, nesse trabalho demonstra-se
a prova de conceito de uma tecnologia do tipo point of care de alta acurdcia para o

diagnostico de criptococose.

Palavras - chave: Cryptococcus. Diagnéstico de criptococose. Nanotecnologia. Fotonica.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a disease caused by yeasts of the Crypfococcus genus, mainly by
neoformans and gattii species. In Brazil, this disease has the largest number of cases in all of
Latin America, being the fungal infection that most affects the central nervous system. In
relation to diagnosis, immunological methods have low sensitivity, for example, the ELISA
detection method is quite laborious, requires fine training of personnel and availability of
expensive equipment to obtain results. The immunochromatographic test is faster and simpler
to perform, but fails to generate false-positive results due to the occurrence of cross-reaction
with other microorganisms. Considering the important gaps in the diagnosis of cryptococcosis
caused by the flaws inherent to each method, it is of great importance to develop and apply
rapid, sensitive, specific tests, which are easy to handle and accessible in environments far
from large centers. Thus, this work aims to use photonics and nanotechnology for a new
diagnostic method through generation of nanosensor capable of binding to criptococcal
antigens and photonics measures that enable the detection and characterization of these
bindings. For this purpose, gold nanorods (GNRs) have been synthesized and functionalized
with monoclonal antibody 18B7, capable of recognizing fragments of the cryptococcal
polysaccharide capsule, specifically fragments of glucoroxylomannan (GXM). The nanorods
functionalized (nanosensors) were tested using serum from infected mice and healthy mice by
a portable light- scattering spectrometer (EPEL). The optical instrument uses measurements
of dynamic light scattering and is able to detect, in a few minutes, presence of fragments
cryptococcal polysaccharide capsule. Thus, in this work proof of concept is demonstrated of a

point of care technology for diagnostics of criptococcosis.

Keywords: Cryptococcus. Cryptococcosis diagnosis. Nanotechnology. Photonics.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leveduras criptococicas — primeiros relatos e taxonomia

O primeiro relato de criptococose data o ano de 1894, por Otto Busse e Abraham Buschke.
Esses pesquisadores observaram corpusculos ovais a partir de uma lesdo decorrente de
sarcoma da tibia de uma paciente de 31 anos. Busse confirmou a patogenicidade desse
microrganismo a partir da reinoculacdo na pele de outro paciente. Em seguida, Buschke
cultivou o patégeno presente na erup¢do cutinea e concluiu que se tratava de um coccideo
(Heitman et al., 2011). Praticamente no mesmo periodo, na Itdlia, o pesquisador San Felice,
isolou a partir de um suco de péssego, o fungo causador de uma infec¢do, sendo inicialmente

denominada como Saccharomyces neoformans (Lacaz, 2002).

Alguns anos mais tarde, em 1901, Vuilleman, reclassificou esses isolados apds determinar
que ndo eram capazes de fermentar carboidratos e nido produziam artrésporos, que sao
caracteristicas tipicas de leveduras do género Saccharomyces, assim o transferiu para o género

Cryptococcus (Heitman et al., 2011).

A partir dos estudos de Evans (1950) foram comprovados a existéncia da heterogeneidade
antigénica criptocdcica, onde se identificou trés sorotipos diferentes: A, B e C, e em 1968 foi

descoberto o sorotipo D por Wilson et al. (1968).

Ap6s os estudos de Kwon-Chung er al. (1978), concluiu-se que os isolados C. neoformans
var. neoformans e C. neoformans var. gattii se diferenciavam em relacdo as suas
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e soroldgicas. Portanto, foi observado que a
variedade gattii constitui um grupo monofilético distinto da variedade neorformans,
justificando o reconhecimento da variedade gattii como uma espécie. Assim, C. neoformans

var. gattii foi renomado para C. gattii.

Conforme Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), o complexo Cryptococcus neoformans e

Cryptococcus gattii, no estado teleomorfico, € classificado em:

e Reino Fungi;
o Filo Basideomycota;

e Ordem Tremellales;
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e Familia Tremellaceae;
e Geénero Filobasidiella.
Espécie:
e Filobasidiella neoformans variedade neoformans (sorotipos A e D);

e Filobasidiella neoformans variedade bacillispora (sorotipos B e C);
No estado anamorfo as espécies sdo:

e Cryptococcus neoformans (sorotipos A e D);

e Cryptococcus gattii (sorotipos B e C).

Através de informacdes moleculares e estudos evolutivos foi possivel distinguir essas duas
espécies anamorficas em quatro tipos moleculares, onde a espécie C. neoformans compreende
os tipos VNI a VNIV e, a espécie C. gattii, VGI a VGIV, como demonstrado na tabela 1
(Severo et al., 2009; Hagen et al., 2015).

Tabela 1. Taxonomia cldssica para espécies patogénicas do género Cryptococcus

Sorotipo Espécies e variedade Tipo molecular
A C. neoformans var. grubii VNI, VNI
B C. gattii VGI, VGII, VG Ille VG IV
C C. gattii VGI, VGI, VGIlle VG IV
D C. neoformans var. VNIV
neoformans
AD C. neoformans VN I

Fonte: Adaptado de Severo et al., 2009; Hagen et al, 2015.

De acordo com Hull e Heitman (2002), o sorotipo A é predominantemente isolado de
pacientes infectados por Cryptococcus, sendo responsdvel por aproximadamente 95% das

infec¢Oes causadas por Cryptococcus neoformans (Bovers et al., 2006).

O sorotipo D estd relacionado com 30% das infec¢des relatadas na Europa por Cryptococcus,
sendo encontrado preferencialmente em dreas de clima temperado (Dromer et al., 1996).
Conforme os estudos de Martinez e colaboradores (2001), as linhagens pertencentes ao
sorotipo D sdo mais susceptiveis ao calor quando comparadas as linhagens do sorotipo A,

devido a sua distribui¢do restrita.
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Em relacdo ao C. gattii, o tipo molecular VGI é encontrado mundialmente; VGII encontrado
principalmente na Austrdlia e na América; VGIII predominantemente em paises Ibero —
americanos; enquanto o tipo VGIV estd associado a infec¢des em pacientes HIV positivos,

sendo encontrado em paises como o Sul da Africa e na América Central (Ma e May, 2009).

1.2 Caracteristicas das espécies de Cryptococcus

Atualmente, existem aproximadamente 68 outras espécies de Cryptococcus e sao encontradas
em uma ampla variedade de ambientes (Heitman et al., 2011). Contudo, a maioria dessas
espécies ndo consegue sobreviver em tecidos de animais de sangue quente, devido a elevadas
temperaturas € um sistema imunoldgico presente nesses animais. C. neoformans e C. gattii
sd0 as unicas espécies capazes de causar patogenia em humanos (Anaissie; McGinnis e

Pfaller, 2009).

As espécies de Cryptococcus sao leveduras encapsuladas com o didmetro em torno de 2 a 20
micrometros, dependendo da espessura da cdpsula polissacaridica; possuem formato oval a
esférico (Murray et al., 2006), sdo saprofitos ubiquitdrios (Murray, 2006) e as espécies
neoformans e gattii se diferem em relacdo a suas propriedades bioquimicas, ecoldgicas e

epidemioldgicas, conforme a tabela 2.

Tabela 2. Comparacgdo C. neoformans e C. gattii.

Caracteristicas C. neoformans C. gattii
Ecologia Solos e fezes de aves Arvores de eucalipto

Distribuicdo Geogréfica Mundial Tropical (Califérnia, Australia, Asia e Africa)
Cépsula Sim Sim
Produgdo de Fenoloxidase Sim Sim
Suscetibilidade a cavananina Sim Nao
Assimilagdo de malato Nio Sim
Assimilagdo de glicina (% de cepas) 10a20 100
Sorotipos A,De AD BeC

Fonte: Adaptado de Mitchell e Perfect, 1995.
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Essas leveduras podem se multiplicar sexuada ou assexuadamente (Figura 1). A forma
sexuada, que ocorre em variedade teleomorficas, mating type (MAT) ocorre através da fusao
de células haploides diferentes, A e a, que resulta na formacao de corpos de frutificacdo, essas
estruturas se diferenciam formando os basidios, nos quais ocorre fusdo nuclear e meiose

originando os basididsporos, que serdo dispersos no meio ambiente (Lin e Heitman, 2006).

Essa forma de reproducdo garante a variabilidade genética da levedura, levando ao
surgimento de novas linhagens (Lin e Heitman, 2006). Além disso, esse processo em C.
neoformans é controlado pela presenca de feromonios e seus receptores; proteina G e via

MAP quinase (Lin, Hull e Heitman, 2005).

A reproducdo assexuada € um processo de frutificacdo monocaridtica (brotamento), onde
ocorre um prolongamento da célula mae e a divisdo do nucleo para a formagdo de células
filhas geneticamente idéntica a célula mae. Os basidiosporos formados medem cerda de 1 a 2
micrometros de didmetro, facilitando a deposicdo do microrganismo nos alvéolos pulmonares

(Lin e Heitman, 2006; Kronstand et al., 2011).
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Figura 1. Representagdo esquemdtica do ciclo de vida de Cryptococcus. (1) Mating type: quando hd limitagdes
nutricionais, as células a e o secretam feromonios, ocorrendo fusdo celular. Dependendo das condigdes
ambientais que em o microrganismo estd presente, pode ser induzido a formar clamidésporo ou basidio, onde
ocorre a fusdo nucelar e susceptiveis divisdes meidticas para a formacdo de esporos, na qual constituem os
basidiésporos. (2) Frutificagcdo monocaridtica: esse processo ocorre a partir de células do mesmo tipo, por
exemplo, entre duas células do tipo A ou duas do tipo a, verificando-se a diploidizagcdo dessas células através de
fusdo nuclear. Forma-se um septo rudimentar, ndo totalmente fechado. Esse processo gera basidiésporos. (3) os
esporos formados tanto na reprodugdo por mating type como por frutificacdo sdo liberados no meio onde sdo
germinados e induzidos a iniciar um novo ciclo celular. Fonte: Adaptado de Lin e Heitman, 2006.
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1.3 Fatores relacionados a viruléncia

Essas leveduras possuem diversos fatores de viruléncia que facilitam sua sobrevivéncia e
multiplicacdo no organismo hospedeiro. Estudos recentes revelam que espécies de
Cryptococcus podem passar por uma série de adaptacdes morfoldgicas, que levam a formagao
de células gigantes e alteracdes gendmicas, que potencializam seus fatores de viruléncia e a

resisténcia a drogas antifingicas (Li e Mody, 2010; Chen et al., 2014).

1.3.1 Cdpsula polissacaridica

A cépsula polissacaridica é altamente hidrofilica (Fernandes et al., 2016) e esta associada a
parede celular flingica garantido ao microrganismo flexibilidade nos organismos hospedeiros
(Deoring, 2009), caracteriza-se como um importante fator de viruléncia para Cryptococcus,
sendo responsavel pela inibi¢do da fagocitose mediada por macréfagos (Chow e Casadevall,
2011); reducdo da resposta imune mediada por citocinas inflamatérias e pela inibicdo da
capacidade de apresentacdo de antigenos mediada por mondcitos (O Meara, Alspaugh, 2012);
além de proteger a célula de mecanismos de estresse, como a geragdo de espécies reativas de
oxigénio (SOD) por macréfagos (Esher et al., 2018); e de predadores naturais como
nematoides e amebas (O"Meara e Alspaugh; 2012). A cdpsula é capaz de fornecer uma
protecdo contra a acao efetiva de anticorpos, resultando na ativagdo da via classica do sistema

de complemento (Olszewski et al., 2010).

A espessura da capsula pode variar tanto no momento da infec¢do como através do estresse
sofrido pela levedura no organismo hospedeiro. Capsulas com didmetro maior podem impedir
a fagocitose dessas células. Por outro lado, as células com o didmetro menor podem se
disseminar com maior facilidade para os pulmdes e atravessar a barreira hematoencefélica
(Fernandes et al., 2016). De acordo com os estudos in vitro de Olszewski et al. (2010), sob
condi¢des experimentais que mimetizavam as condi¢des teciduais de hospedeiros mamiferos,
as linhagens de Cryptococcus que ndo eram capazes de aumentar a espessura da cdpsula se

tornavam menos patogénicas quando comparadas com as cepas que eram capazes.
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Estruturalmente é composta por polissacarideos sintetizados na propria célula fingica, como
glicoronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana (GalXM) e manoproteinas (MPs) (O Meara
e Alspaugh; 2012). A glicoronoxilomanana (GXM) compde cerca de 90% da massa capsular
com peso molecular entre 1700 a 7000 KDa (O"Meara e Alspaugh; 2012). De acordo com
Tissi et al (2004), a GXM ¢ capaz de afetar as fungdes de mondcitos e macréfagos através da
inibicao de citocinas pré-inflamatérias, interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral (TNF-
a), inibe a migracdo de neutrdfilos e atrasa a translocacdo de leucdcitos para a barreira

hematoencefalica (BHE), impedindo a a¢do tanto da resposta imune humoral quanto celular.

7z

O composto uridina difosfato de 4cido glicurdnico € essencial para a sintese da cdpsula
polissacaridica, juntamente com composto GDP-manose sendo precursor para a sintese de
GXM e GalXM, cujas delecdes nesse composto pode causar cepas menos virulentas de
Cryptococcus e anormalidade do formato da célula. E por fim, o composto UDP-

galactofuranose é requerido para a sintese de GalXM (Doering, 2009).

1.3.2 Termotolerdncia

A capacidade de C. neoformans e C. gattii em se multiplicar a temperaturas entre 35 a 37 °C
permite que esses microrganismos sejam patogénicos para hospedeiros mamiferos (Kronstand
et al., 2011), por outro lado, outras espécies como C. aldidus, C. laurentii e C. curvatus nao

sdo capazes de crescer as temperaturas fisiologicas de mamiferos, tornando — se menos

virulentas (Ma e May, 2009).

A termotolerancia envolve a expressdo de diferentes genes, dentre os quais a proteina
calcineurina fosfatase dependente de cdlcio e proteinas Rasl, estando envolvida na resposta
ao estresse do fungo (Chen et al., 2013). Conforme os estudos de Fernandes e colaboradores
(2016), a espécie de C. gattii (VG II) é capaz se desenvolver melhor na temperatura de 37 °C,
quando comparada com os tipos moleculares VG IIl e VG IV. E de acordo Oldom et al.

(1997), esses tipos moleculares apresentam mutacdes nesses genes que os torna incapazes de

crescer a 37 °C.
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1.3.3 Melanizagdo

Melanina é uma macromolécula de alto peso molecular, caracterizada como um pigmento
marrom ou preto, hidrofébico e negativamente carregada (Nosanchuk et al., 1999). Producao
de melanina por Cryptococcus foi descrita pela primeira vez em 1960 por F. Staib, onde ele
observou o crescimento de colonias desse fungo que apresentavam coloracdo marrom, em

agar contendo extrato de semente de Guizotia abyssinica (Casadevall, 2000).

Em Cryptococcus spp, a melanizacdo ocorre pelo processo de polimerizacdo oxidativa de
composto fendlicos, mediada pela enzima lacase, através da conversdo de catecolaminas, que
sd0 neurotransmissores, em melanina. Como os ganglios basais, situados no cérebro, possuem
altas concentracoes desses neurotransmissores, o Sistema Nervoso Central estd mais sujeito a
infeccdo por Cryptococcus spp (Nosanchuk et al., 1999). Linhagens ndo melanizadas de

Cryptococcus sdao menos virulentas (Kwon- Chung et al., 1982).

Duin et al. (2002), verificaram que a melanina é capaz de afetar a suscetibilidade do
Cryptococcus a certos antifingicos. Esse pigmento age neutralizando a acdo de neutréfilos
defensivos e limitando a atividade da anfotericina B e caspofungina, que sdo as drogas
antifungicas mais utilizadas para o tratamento de infec¢do por Cryptococcus (Mednick et al.,
2005). Jacobson e Tinnell (1993) sugerem que a melanina possui efeitos antioxidantes devido
a presenca de residuos semelhantes a quinona e a hidroquinona, que sdo capazes de consumir

superdxidos e outros oxidantes.

A melanina estando localizada na parede celular fiingica confere protecao contra a¢do de raios
ultravioletas e, consequentemente, contra possiveis danos celulares (Nosanchuk et al., 1999).
Pereira et al. (2009), demonstraram que apds o crescimento de Cryptococcus neoformans na
presenca de L- dopa, os efeitos da luz ultravioleta foram reduzidos, ocasionando menos danos

a célula fungica.

A produgdo de melanina garante ao microrganismo maior patogenicidade, sendo capaz de
tornd-lo menos susceptivel a acdo do mecanismo de defesa do hospedeiro e, portanto,

interrompendo respostas imunes normais (Salas et al., 1996).
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1.3.4 Producdo de enzimas

O género Cryptococcus € capaz de produzir vdrias fosfolipases, como fosfolipases B, C,
lisofosfolipases e aciltransferase, estando localizadas na parede celular da levedura sendo
responsdvel pela degradacio dos componentes da membrana celular, contribuindo para a
ligacdo flingica a célula hospedeira através da destruicdo de substancias surfactantes (Campos
e Baroni, 2010). J4 as proteinases sdo responsdveis por degradar tecidos hospedeiros e
proteinas imunologicamente importantes (Campo e Baroni, 2010), auxiliando no processo de

invasdo tecidual durante a infec¢do (Almeida; Wolf e Casadevall, 2015, Pinti et al., 2009).

A superéxido dismutase (SOD) € uma enzima responsdvel por facilitar a sobrevivéncia e o
crescimento da levedura no interior dos macrofagos (Hamilton € Holdom, 1996), uma vez que
a producdo dessa enzima € regulada pela temperatura, sendo mais prevalente a 37 °C
(Jacobson et al., 1994). O processo de sintese de SOD ocorre através da neutralizacdo dos
niveis toxicos de oxigénio que sdo gerados pelo hospedeiro durante o processo apoptético das
células de defesa, através da conversdo do superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio

molecular (Cox et al., 2002; Chen et al., 2013).

De acordo com Sanchez e Colom (2010), a enzima DNAse tem um importante papel na
patogenia do C. neoformans e o C. gattii podendo ser produzida tanto por isolados clinicos
como por ambientais, sendo responsavel pela degradacdo do DNA do hospedeiro, além de
melhorar a evasdo de sistema imunoldgico inato através do bloqueio da morte de

Cryptococccus causada por neutrofilos.

Além disso, a producdo de enzima urease € um importante fator de patogenicidade em
Cryptococcus, devido a capacidade de invasdo do Sistema Nervoso Central (Sdnchez e

Colom, 2010), através da catalisacdo da ureia em amodnia e carbonato (Ma e May, 2009).

1.3.5 Alteragoes fenotipicas

Como um mecanismo de evasao do sistema imunoldgico do hospedeiro, leveduras do género
Cryptococcus podem sofrer alteracdes em seu fen6tipo habitual. Dentre essas altera¢des pode-
se observar a formacdo de pseudohifas e o aumento ou diminui¢do do tamanho das células

leveduriformes (Oliveira e Melhem, 2014).
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As células ands ou microformas medem cerca de um pm de didmetro e geralmente sdo
encontradas no interior de macréfagos (Oliveira e Melhem, 2014). Sdo importantes para a
patogenicidade de Cryptococcus, uma vez que auxiliam para transpor as barreiras do trato
respiratorio e depositar — se nos alvéolos pulmonares, medindo cerca de quatro pm (Reolon;

Perez; Mezzari, 2004).

Por outro lado, as células gigantes ou titas (Figura 2), produzidas por C. neoformans, possuem
um didmetro entre 10 e 100 pum, sdo poliploides, contendo até 64 cdpias de seu genoma.
Apresentam algumas alteracdes em suas organelas, onde a cédpsula polissacaridica é mais
densa e reticulada, o que aumenta a resisténcia dessas células a radiac@o; solventes organicos
e a dimetilsulféxido (DMSO). A parede celular é mais espessa, medindo em torno de 2 a 3
micrometros. A formagdo dessas células gigantes garante ao microrganismo uma melhor
sobrevivéncia, dissemina¢cdo e patogenicidade no organismo hospedeiro, uma vez que as

células do sistema imunoldgico ndo conseguem fagocitar essas células gigantes (Zaragoza e

Nielsen, 2013).

Figura 2. Lavado broncoalveolar de camundongos infectados com Cryptococcus neoformans. Em azul,
representa o tamanho tipico dessas células leveduriformes, rapidamente fagocitadas pelas células mononucleares
do hospedeiro. Em vermelho, estd representada a formagdo de células titds, que ndo sdo capazes de serem
fagocitadas pelas células de defesa do hospedeiro. Escala = 5 um. Fonte: Adaptado de Zaragoza; Nielsen; 2013.

De acordo com os estudos de Van Gelderen e Kelsteman (2012), formas atipicas de C.

neoformans foram encontradas no figado, baco, rim e tecido cerebral de um paciente do sexo
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masculino, observando-se a presenca de células leveduriformes com diametro em torno de 40

a 50 pum.

1.4 Criptococose

1.4.1 Patogénese

A criptococose, conhecida também por blastomicose europeia ou torulose, € caracterizada
como uma micose oportunista causada por leveduras do género Cryptococcus, sendo uma das
principais doengas invasivas em humanos e animais domésticos, como caes e gatos (Queiroz
et al., 2008). Apresenta-se na forma de infeccao pulmonar, sendo essa a mais frequente e, na
forma de meningoencefalite criptocdcica, correspondendo a forma mais letal da doenca

(Oliveira e Malhem, 2014).

Ha trés fatores cruciais para determinar a patogenia da criptococose: a carga inalada de
esporos; a patogenicidade da linhagem de Crypfococcus inalada e o sistema imunoldégico do
hospedeiro. Devido a isso, alguns individuos podem ser potencialmente resistentes a infec¢ao

enquanto outros podem ser susceptiveis (Mitchell e Perfect, 1995).

A contaminagdo ocorre através da inalacdo de células fungicas, conhecida como
basididsporos (Figura 3). Essas células medem cerca de 4 a 10 um (Kronstand et al., 2011) e a
espécie C. neoformans e encontrada em excrementos de pombos, principalmente pertencentes
a espécie Columba livia domestica, ou em solos contaminados. Por outro lado, a espécie C.
gattii pode ser encontrada em associagdo com ocos de drvores ou em madeiras em

decomposicdo (Esher et al., 2018).

Devido a presenca de compostos nitrogenados nas fezes desses animais, os esporos de
Cryptococcus podem permanecer vidveis por mais de dois anos (Baltazar e Ribeiro, 2008),
além disso, como essas aves possuem alta temperatura corporal, em torno de 41,5 — 43,3°C,
ndo sdo capazes de desenvolver a doenca, comportando-se apenas como um reservatorio para
a dispersdo e disseminac¢do da criptococose (Esher et al., 2018). A transmissdo entre humanos

e animais ainda nao foi comprovada (Queiroz et al., 2008).
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Como as células leveduriformes sdo pequenas, os macrdéfagos alveolares rapidamente as
reconhecem, ocorrendo o recrutamento de outras células imunes e citocinas € quimiocinas pro

inflamatdrias e granulomatosa (Kwon- Chung et al, 2014).

INALAGAO

ESPOROS OU
EVEDURAS
LEVERURAS ALOJAMENTO
EM ALVEOLOS

DISSEMINAGAO NO
SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

ARVORE DE EXCRETA
EUCALIPTO DE POMBOS

Figura 3. Ciclo de infec¢do de Cryptococcus, estando presente em diversos ambientes, como arvores e solo
contaminado com excretas de pombos. A contaminacdo humana ocorre pela inalacdo dos esporos causando
desde uma infec¢do assintomatica até uma forma mais grave como a meningoencefalite criptocdcica, através da
disseminag¢do para o sistema nervoso central. Fonte: Adaptado de Ministério da Saide, 2018.

Os inumeros fatores de patogenicidade que Cryptococcus apresentam o protegem da
fagocitose e proporciona sua sobrevivéncia no interior de macrofagos, através da
neutralizacdo do pH e de espécies reativas de oxigénio (Coelho; Bocca; Casadevall, 2014).
Conforme os estudos de Nicola et al (2011), essas leveduras podem apresentar outro
mecanismo de resisténcia a fagocitose, denominado de vomocitose ou extrusdo. Esse processo
consiste na inducdo da fusdo do fagossoma com a membrana citoplasmaética, resultando na

expulsdo dos fungos do interior dos macréfagos.

1.4.2 Criptococose pulmonar

Ao ser inalado, os esporos de Cryptococcus neoformans ou C. gattii penetram nos pulmoes
chegando até os alvéolos pulmonares, causando uma infec¢c@o priméria nesse sitio (Kronstand

etal.,2011).

Em individuos imunocompetentes, na maioria dos casos, ndo ocorre o desenvolvimento de

sintomas ou apresenta sintomas gripais, como tosse e febre, podendo evoluir para sintomas
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mais sérios como pneumonia ou sindrome aguda do estresse respiratério (Ma e May, 2009),
uma vez que o microrganismo pode ser eliminado pela acdo do sistema imunolégico
hospedeiro ou podendo entrar em estado de dorméncia. No entanto, o estado de dorméncia em
pacientes imunocomprometidos pode ser reativado e ocasionar patologia em diversos 6rgaos
como a pele, ossos, olhos, articulacdes, ou trato urindrio e, principalmente, o SNC (Lin e

Heitman, 2006).

1.4.3 Meningoencefalite criptococica

Na auséncia de um sistema imunoldgico eficaz, essas leveduras podem se disseminar para o
sistema nervoso central, via hematogénica e atravessando a barreira hematoencefilica,
causando uma patologia mais grave, conhecida como meningoencefalite criptocdcica
(Kronstand et al., 2011). O tropismo do fungo pelo SNC estd relacionado ao fato de que o
cérebro apresenta altos niveis de cetecolaminas, um precursor para a sintese de melanina em

Cryptococcus (Lin e Heitman, 2006).

Em contrapartida, os estudos de Casadevall (2010) sugerem que para conseguir se disseminar
para o SNC, Cryptococcus neoformans utiliza uma estratégia especifica, denominada como
“Cavalo de Troia” (Figura 4). Nesse processo, as leveduras utilizam como agente
transportador as préprias células do organismo hospedeiro, como os macrofagos, que
fagocitam as células criptocdcicas e as liberam apds atravessar a barreira hematoencefalica,
chegando até o cérebro. Por outro lado, conforme Kronstand e colaboradores (2011) as
células criptocécicas podem atravessar a BHE por meio de um processo de transcitose através

das células epiteliais, atingindo o SNC.

Ao atingir o SNC, os principais sintomas relatados sdo fortes dores de cabeca; febre;
desorientacdo; vertigem; ambliopia; rigidez na nuca; tonteiras; hiporreflexia; sonoléncia;
vOmitos; afasia e paralisia dos nervos cranianos. Essa doenc¢a pode acarretar em 6bito devido
ao aumento da pressdo intracraniana com reducdo da circulacdo sanguinea nessa local

(Molloy et al., 2017).

Em pacientes imunocomprometidos, principalmente HIV positivos, e infectados com

Cryptococcus, as manifestagdes clinicas do SNC sdo mais frequentes que nos pulmdes, uma

30



vez que cerca de 90% dos pacientes que apresentavam criptococose pulmonar ja apresentam

sinas de comprometimento do SNC em decorréncia dessa infecc¢io (Severo et al., 2009).
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Figura 4. Mecanismos de invasdo do SNC utilizados por Cryptococcus neoformans. Em (1) observa-se o
mecanismo conhecido como “Cavalo de Tréia” e em (2) o processo de transcitose. Fonte: Casadevall (2010).

1.4.4 Epidemiologia

Leveduras da espécie C. neoformans possui duas variagdes, C. neoformans var. grubii
(sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D), apresentando os genétipos
moleculares VNI e VNII, respectivamente (Hagen ef al., 2015), possui distribui¢io mundial, e
sdo encontradas principalmente, em excrementos secos de pombos e em solos contaminados
com as fezes dessas aves (Baltazar e Ribeiro, 2008). Enquanto C. gattii é encontrado em
regides de clima tropical e subtropical (Li e Mody, 2010). Em conformidade com os estudos
de Baltazar e Ribeiro (2008), no Brasil, C. gattii pode ser encontrado nas regides Sul, Sudeste
e, principalmente, Norte onde pode estar presente em vdrias arvores caracteristicas da Floresta
Amazonica estando presente em diversas espécies de arvores, como Marlierea tomentosa €

Guettarda acreana (Lin e Heitman, 2006).

A criptococose causada por C. neoformans (80 %) é mais prevalente quando comparada com
C. gattii (20%) (Kwon-Chung et al., 2014). Como essa doenca ndo € considerada de
notificagdo compulsoéria pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO), o nimero de casos

diagnosticados anualmente pode ser ainda maior (Soares et al., 2019).
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Em meados dos anos 80, a criptococose era considerada uma doencga rara e de ocorréncia
esporddica. Com o surgimento da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS) e em paralelo
com outros fatores que modificam a imunocompeténcia do individuo, essa doenca passou a
ser considerada epidémica em algumas regides (Contin ef al., 2011). Anualmente sdo
relatados em torno de 215 mil novos casos de infec¢do causada por Cryptococcus spp.,
gerando aproximadamente 180 mil mortes, caracterizando-se como a quinta doenga infecciosa

mais letal (Esher, 2018).

No ano de 2008, aproximadamente um milhdo de novos casos de meningite criptocdcica
foram diagnosticados em todo o mundo, em pacientes HIV/AIDS, dos quais 625 mil

evoluiram para 6bito (Soares et al., 2019).

No Brasil, de acordo com os dados do SUS, a criptococose € a micose sistémica com a maior
taxa de internacdo entre os anos de 2000 a 2007 (Ministério da Sadde, 2012). Segundo os
estudos de Lin e Heitman (2006), a meningite criptocdcica € a infecgdo fingica que mais
acomete o sistema nervoso central e a terceira complica¢do neuroldgica mais frequente em
pacientes HIV positivos. Essa doencga possui alta taxa de mortalidade, onde aproximadamente
60% dos casos que recebem tratamento evoluem para 6bito e, os casos sem tratamento, a

mortalidade chega a 100% (Molloy et al., 2017).

Do ponto de vista social, € de extrema relevincia mencionar que as micoses sist€émicas
acometem, em sua grande proporcao, individuos em situacdo de maior vulnerabilidade social.
Considerando que o Brasil € marcado por discrepancias em termos de distribuicdo de renda, o
diagndstico e tratamento dessas doencas nao sao de facil acesso a todos, pois equipamentos de
média e grande complexidade estdo concentrados nos grandes centros, regides metropolitanas
e alguns polos regionais, 0 que resulta em grande variacdo de fluxo de pacientes para ter
acesso aos servicos. Por isso € facil afirmar que os dados epidemioldgicos atuais nao refletem

a realidade das micoses sist€émicas no Brasil (Costa et al., 2019).

Conforme os estudos de Soares er al. (2019), a criptococose, principalmente na forma de
acometimento do sistema nervoso central (SNC), pode ser considerada como o maior
problema de sadde publica do Brasil, uma vez que os nimeros de casos reportados e de 6bitos
sdo desconhecidos, j4 que ndo é uma doenca de notificacio compulséria. A taxa de
mortalidade devido a criptococose € substancial, chegando a 45 a 65% dos casos

diagnosticados associados aos pacientes HIV positivos.
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Conforme a Secretaria Estadual do Rio Grande do Sul, entre o periodo de 1999 a 2004, 430
novos casos de criptococose foram notificados, sendo que esse nimero pode ser maior devido

ao fato dessa doenga nao ser de notificagdo compulséria (Contin et al., 2011).

A meningite criptocécica é a meningite fungica mais letal, onde ocasionou 892 6bitos no
periodo de 2000 a 2012, no Brasil (tabela 3) e em comparacdo a outras meningites, estd em
segundo lugar com a maior taxa de mortalidade. Em relacdo as regides brasileiras mais
pobres, como o norte e nordeste, observa-se uma taxa maior de mortalidade,

aproximadamente 13% e 5 %, respectivamente (Soares et al., 2019).

Nos Estados Unidos, um quarto dos casos de internacdo e um ter¢o dos casos de morte sdao
devido a meningite criptocdcica em ndo soropositivos. Por outro lado, em relagdo a pacientes
HIV - positivos, o nimero de novos casos relacionados a essa doenga diminuiu drasticamente

apos a introducdo efetiva da terapia antirretroviral (Williamson et al., 2016).

Na Africa Subsaariana, conforme o Centro de Controle e Prevencio de Doencas (CDC), em
2009, o ndmero de novos casos de meningite criptocdcica alcangcou um milhdo de pacientes
acometidos, dos quais 500 mil casos evoluiram para 6bito. Devido ao fato de que a terapia
antirretroviral ndo foi extremamente efetiva nesse continente, uma vez que o numero de
pacientes que abandonam o tratamento € alto, resultando na continua imunossupressao desses
pacientes, estando mais vulnerdveis a contaminacdo e desenvolvimento de meningite

criptocdcica nesses pacientes (Williamson et al., 2016).

Tabela 3. Obitos e taxa de mortalidade de meningite criptocicicas e de outras meningites, no Brasil, entre o ano

de 2000 a 2012.

Meningites Obitos %

Meningite meningocdcica 1830 8,6

Meningite tuberculosa 624 2,9
Outras meningites bacterianas 10813 50,7
Subtotal de meningites bacterianas 13267 62,2

Meningite criptocdcica 895 4,2
Meningite causada por Candida 10 0,05
Meningite coccidioidomicose 1 0,005

Subtotal de meningites fiingicas 906 4,2

Meningite causada por Herpes virus 51 0,2
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Meningite causada por Varicella virus 9 0,04
Meningite causada por Mumps virus 2 0,009
Outras meningites virais 691 3,2
Subtotal de meningites virais 753 3,5
Infec¢@o de SNC por Toxoplasma 806 3,8
Outras meningites 5601 26,2
Subtotal de outras meningites 6407 30
Total 21333 100

Fonte: Adaptado de Soares et al., 2019.

1.5 Diagnéstico de Cryptococcus spp

O diagnoéstico de criptococose pode ser realizado laboratorialmente através de achados
fingicos, a partir da anélise de fluidos bioldgicos como liquor; sangue; urina; fragmentos de
tecidos, dentre outros (Williamson et al., 2016). O processo baseia-se em trés fundamentos:
demonstracdo da presenca da levedura em materiais clinicos; isolamento em cultura; provas

bioquimicas e pesquisa de antigenos circulantes (Contin et al., 2011).

A identificagdo fungica é considerada extremamente complexa, exigindo dos profissionais de
saude um grande conhecimento micoldgico que inclui a biologia, morfologia e
ecoepidemiologia dos fungos patogénicos e sintomatologia dos processos micéticos, além de
um amplo dominio das técnicas utilizadas para o diagnéstico laboratorial. Assim, o
laboratdrio clinico faz parte da assisténcia a saude, fornecendo informagdes importantes para
a tomada de decisoes clinicas. Este deve assegurar que os resultados produzidos reflitam, de
forma precisa e consistente a situacdo clinica apresentada pelos pacientes, garantindo que nao
representem o resultado de alguma interferéncia no processo. A informagdo produzida deve

possibilitar o correto tratamento e prognoéstico das doengas (Chaves, 2010).

Os principais testes de triagem realizados sdo o teste rapido, teste sorolégico, exame direto e
diagnostico radioldgico. J4 os testes confirmatdrios realizados sdo a cultura da amostra, ensaio

imunoenzimatico (ELISA), histopatologia e diagndstico molecular (Nesser et al., 2011).

O diagnéstico micoldgico cldssico das micoses baseia-se na identificagdo dos fungos por meio

da observacdo de suas caracteristicas morfoldgicas. As leveduras t€ém como estrutura
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priméria, visivel ao microscopio Optico a partir de material clinico ou coldnias em cultura,
células que se reproduzem por brotamento, Unico ou multiplo, em geral de forma
arredondada. Os fungos filamentosos possuem como elemento constituinte basico a hifa, que
pode ser septada ou ndo septada (cenocitica), hialina (hifomicetos) ou demécea (feo-
hifomicetos). A classificacdo de fungos filamentosos é feita, em geral, pela associacdo de
caracteristicas morfologicas macroscépicas, microscopicas e de velocidade de crescimento

(ANVISA, 2013).

1.5.1 Diagnostico laboratorial
1.5.1.1 Teste rdapido— CrAg LFA (Ensaio de Fluxo Lateral para detecg¢do do Antigeno

Criptococico)

O teste rapido para a deteccdao de Cryptococcus se baseia na imunocromatografia onde sao
detectados os antigenos capsulares criptocécicos (CrAg) de forma qualitativa ou semi-
quantitativa, utilizando amostras de soro ou liquido cefalorraquidiano. Esse teste é de rdpida
execucdo, alta sensibilidade para todos os sorotipos de Cryptococcus, possul baixo custo e
nao requerer pré—tratamento da amostra. Sao utilizadas fitas testes, semelhantes as utilizadas
em testes rapidos de gravidez, que s@o sensibilizadas com uma combinag¢do de dois anticorpos
monoclonais juntamente com nanoconjugados de ouro que apresentam superficies com alta
afinidade para proteinas e biomoléculas, consequentemente aumenta o sinal de imunoensaio e
permite um fluxo regular através da tira teste. Caso o antigeno criptocdcico estiver presente
havera a formacdo de uma linha vermelha na banda teste, como demonstrado na figura 5

(Vidal e Boulware, 2015).

Control — ~ — Control
Test—

Figura 5. Leitura e interpretacdo do teste rdpido para detec¢do do antigeno CrAg LFA. (1) Adiciona-se o diluente
no tubo (2) Adiciona- se 40 [l da amostra do paciente no tubo (3) Inserir a tira Teste (4) Aguardar 10 minutos
(5) A amostra é considerada positiva para Cryptococcus quando a tira teste apresenta duas faixas (faixa teste e
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controle), independente da intensidade da cor. A amostra considerada negativa apresenta apenas a faixa controle
na tira teste, e o resultado invdlido apresenta apenas a faixa da tira teste. Fonte: Adaptado de Vidal e Boulware,
2015; IMMY, 2018. Disponivel em: <http://www.immy.com/products/lateral-flow-assays/crag-1fa/>.

Conforme Backes e colaboradores (2016), este € um teste muito sensivel e especifico, porém
pode gerar resultados falso-positivos devido a ocorréncia de reagdo cruzada, comum em
pacientes imunocomprometidos, entre Cryptococcus e Trichosporon spp. e Stomacoccus
mucilaginosus, em caso de infec¢do disseminada por esses microrganismos, sendo indicado
apenas quando ha evidéncia clinica de criptococose. Além disso, a presenca de cepas de
Cryptococcus nao capsuladas é um agravante para a geracdo de resultados falso-positivos,

podendo gerar uma concentracao de antigenos abaixo do nivel detectdvel pelo kit.

1.5.1.2 Teste sorologico — Aglutinagdo em ldtex

O teste de aglutinacdo em latex (LAT) é método qualitativo e semi- quantitativo, onde é
detectada a presenga do antigeno capsular de Cryptococcus neoformans em amostras de LCR
ou soro. Esse teste se baseia em particulas de latex sensibilizadas com anticorpos monoclonais
do tipo IgM provenientes de camundongos que sofrem aglutinacdo visivel ao entrar em
contato com os antigenos capsulares polissacarideos (CrAg) de Cryptococcus neoformans
(Figura 6). Altos titulos de antigenos, observado pela presenca de aglutinacdo, estd

relacionada com a gravidade da doenga (Pedroso e Candido, 2007).

QO W@

Negative 1+ 2+ 3+ A

Figura 6. Interpretacdo do teste de aglutinacdo em latex. Resultado negativo: auséncia de agregagdo ou
aglutinacdo das particulas. Resultado positivo: (14) Fina granulacdo contra um fundo leitoso. (2+) Presenga de
suspensdo com pequenos grumos contra um fundo levemente turvo. (3+) Presenca de suspensdo com grandes e
pequenos grumos contra um fundo claro. (4+) Suspensdo com grandes grumos contra um fundo muito claro.
Fonte: Adaptado de UK NEQAS for Microbiology, 2018.

36


http://www.immy.com/products/lateral-flow-assays/crag-lfa/

Esse teste apresenta algumas limitacdes como resultados falso-positivos em caso de amostras
de pacientes que possuem alguma alteracdo imunoldgica ou em caso de infec¢des nao
criptocdcicas, ou resultados falso-negativos devido a presenca do fator reumatoide ou dos
complexos imunes (Gray; Roberts, 1988). De acordo com Williamson et al. (2016), em casos

onde h4 alta carga flingica, esse método pode apresentar sensibilidade reduzida.

Devido a isso, antes de realizar o teste, as amostras clinicas necessitam de tratamento prévio
com pronase, uma protease nao especifica derivada de Streptomyces griseus, com o objetivo
de reduzir os fatores de interferéncia e aumentar a sensibilidade para detec¢ao do antigeno

capsular criptocécico (Gray; Roberts, 1988).

De maneira geral, os kits comercias para deteccdo de CrAg detectam a partir de 10 ng de
antigeno por mL de fluido biolégico, assim caso haja infec¢cdes por linhagem deficientes de
capsula polissacaridica, haverd uma producdo deficiente do antigeno capsular, sendo
indetectavel pelos kits. Além disso, pacientes com infeccdo pulmonar primdria sem
disseminagdo também podem apresentar resultados falso — negativos, uma vez que a infeccao

estd limitada a unico 6rgdo (Gazzoni et al., 2009).

1.5.1.3 Coloragdo por Tinta Nanquim e cultivo de amostra

De acordo com Kon ez al. (2008), o exame direto consiste na visualizacdo ao microscopio, a
partir da coloracdo por tinta Nanquim ou tinta da China, do microrganismo proveniente tanto
de material biol6ogico, como pus de abscesso; escarro; lavado bronquico; liquido
cefalorraquidiano (LCR); aspirados de medula éssea e fragmentos de tecido. As amostras
provenientes de escarro e/ou amostras purulentas sdo pré- tratadas com uma solucdo de KOH
10% para eliminar a maioria das células do hospedeiro e artefatos que possivelmente podem
ser confundidos com leveduras de Cryptococcus, e para as amostras de LCR analisa-se o
sedimento obtido apds a centrifugacdo (Pedroso e Candido, 2006). Esse método apresenta
sensibilidade de 70 a 90% e para resultados negativos € necessdria realizagdo de teste de

detecgdo do antigeno criptocdcico e cultivo (Williamson et al., 2016).

Como resultado observa-se a presenga de células leveduriformes com diametro entre 5 a 20
pm com ou sem a presenca de brotamento, envolvidas pela capsula polissacaridica (Nesser et

al., 2011) (Figura 7). Alguns estudos t€ém demonstrado que Cryptococcus spp. pode sofrer
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algumas alteracdes fenotipicas ou polimorfismo, o que dificulta o correto diagndstico (Murray

et al., 2006; Oliveira e Malhem, 2014; Pedroso e Candido, 2006).

Figura 7. Coloracdo Tinta Nanquim. Observa- se em evidéncia a presencga de leveduras criptocicicas capsuladas
contrastadas sob um fundo preto, corado pela tinta Nanquim. Fonte: Adaptado de Nesser et al., 2011.

Para confirmar o diagndstico de criptococose € realizada a cultura desse microrganismo em
Agar Sabouraud Dextrose, com adi¢io de antibidticos para inibir o crescimento de bactérias, e
incubacao entre 25 e 37 °C, em condicdes aerdbias (Levitz, 1991), durante 48 a 72 horas,
onde serd observada a presenca de col6nias mucodides e arredondadas. A prova da urease
positiva auxilia no diagndstico de criptococose, mas ndo € capaz de identificar a levedura em

nivel de espécie (Pedroso e Candido, 2006).

A principal limitag¢do do cultivo microbioldgico é o tempo necessario para o desenvolvimento
das colonias, que pode tardar a instalacdo da terapia antifingica. No contexto da
meningoencefalite criptocdcica, o rdpido inicio do tratamento € crucial para salvar a vida do

paciente (Costa et al., 2019).

Para a identificacdo em nivel de espécie, € realizado o cultivo da amostra em Agar Niger ou
pela atividade de fenoloxidade, onde o C. neoformans apresenta coloracio marrom a preto e
possui atividade positiva, respectivamente (Murray et al., 2006). O cultivo em meio de
cavananina — glicina — azul de bromotimol (CGB) também € utilizado para diferenciar
espécies de C. neoformans e C. gattii, onde C. gattii utiliza a glicina como unica fonte de
carbono e é resistente a cavananina, assim essa espécie € capaz de crescer no meio CGB,

modificando a coloragcdo do meio para azul cobalto (Kwon-Chung, Polacheck, Bennett, 1982).
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1.5.1.4 Ensaio Imunoenzimdtico- ELISA

O Ensaio Imunoenzimadtico, conhecido como ELISA, € responsével pela detec¢do do antigeno
polissacarideo presente na cédpsula de Crypfococcus em amostra de soro e liquido
cefalorraquidiano, através de uma reacdo colorimétrica (Illnait et al., 2001). Esse método ¢é
bastante sensivel e ndo exige pré-tratamento da amostra, o resultado é obtido entre 30 a 45
minutos e apresenta em valor bem distinguivel entre amostras positivas e negativas. Por outro
lado, possui sensibilidade reduzida para os sorotipos C e D de Cryptococcus neoformans,
além de essa técnica necessitar de treinamento técnico avangado e possuir alto custo (Backes

etal., 2016).

1.5.1.5 Histopatologia

Para Gazzoni et al. (2009), a histopatologia consiste na observacdo microscopica de
fragmentos de tecido onde se podem analisar morfologicamente as estruturas caracteristicas
de Cryptococcus spp. A coloracdo por Hematoxilina - Eosina (HE) visa contrastar as
estruturas teciduais, ou seja, é responsdvel por proporcionar o rastreamento de reacdes
teciduais. Essa técnica ndo evidencia claramente as estruturas caracteristicas de Cryptococcus,

assim o padrdo histolégico para identificd-lo serd a presenca de resposta tecidual provocada

por esse fungo.

A técnica Grocott prata (GMS), muito utilizada para visualizacdo fungica de tecidos fixados
em formol, onde se observa a parede celular dos fungos a partir de uma coloracdo que varia
de amarelo ao negro (Lacaz et al, 2002). A coloracio de Mucicarmim de Mayer (MM) ¢é
utilizada para confirmar o diagnéstico de criptococose, sendo responsiavel pelo
reconhecimento da capsula polissacaridica (Lazcano et al., 1993). Esse método é muito
utilizado para distinguir as leveduras criptocdcicas de outros fungos como Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Candida spp,

Coccidioides immitis (Kwon-Chung et al., 1981).
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A técnica de Fontana Masson (FM) é capaz de detectar a melanina presente na cédpsula
polissacaridica dessa levedura, sendo visualizado pela presenca de uma coloragdo marrom-

avermelhada, caracterizando-se como diagnéstico diferencial (Gazzoni et al., 2009).

Contudo, a histopatologia pode apresentar alguns problemas no momento da interpretacdo de
resultados como, por exemplo, a impregnag@o excessiva pode corar outras estruturas celulares
além das flingicas, o que dificulta a visualizagdo do patdgeno, e as técnicas que utilizam prata
requerem uma maior qualificacdo dos profissionais visto que uma coloracdo inespecifica é
capaz de gerar laminas impossiveis de serem interpretadas (Murray et al., 2006), além de
possiveis resultados falso-negativo quando a linhagem de Crypfococcus € deficiente de
capsula polissacaridica (Kwon-Chung et al., 1981). A tabela 4 faz uma comparagdo entre os
métodos de coloracdo histoldgica, evidenciando as principais finalidades e limita¢des de cada.

Tabela 4. Comparag@o entre os principais métodos de coloracio histopatoldgica e suas limitagcdes para
identificagcdo de Cryptococcus spp.

Técnicas de Coloragdo Finalidade Limitagbes
. . - " . . . Nédo é capaz de evidenciar as estruturas
Hematoxilina- eosina (HE) Avaliagdo de padrGes de reagdes teciduais P L,
fungicas
Grocott- methenamine silver (GMS) Coloragdo da parede celular fungica Técnica com alta complexidade e alto custo

Insuficiente no diagndstico de Cryptococcus

Mucicarmim de Mayer (MM) Coloragdo da cdpsula polissacaridica deficiente de capsula polissacaridica

Coloragdo da melanina presente na parede

. Técnica com alta complexidade e alto custo
celular fungica

Fontana- Masson (FM)

Fonte: Adaptado de Gazzoni et al., 2008.

1.5.2 Diagnostico radiologico: comprometimento pulmonar

O diagnostico radioldgico dos pulmoes (Figura 8), para o diagnéstico de criptococose,
consiste em observar a presenca de nddulos ou massas unilaterais ou bilaterais bem definidos
e nao calcificados, tipicamente localizados subpleural variando de 0,5 a 4,0 cm de didmetro,
acometendo principalmente pacientes imunocompetentes. Em pacientes
imunocomprometidos, observa-se a presenca de infiltrados intersticiais, sendo necessario o

diagnostico diferencial com pneumocistose (Severo et al.; 2009).
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Figura 8. Radiografia de térax de paciente com suspeita de criptococose, evidenciando a presenca de uma massa
esférica de 5 cm de didmetro. (A) Incidéncia frontal (B) incidéncia lateral. Fonte Adaptado de Severo et al.,
20009.

O acometimento pulmonar associado a criptococose pode estar presente concomitante a outras
patologias como candidiase oroesofageana, micobacteriose disseminada, toxoplasmose,
pneumocistose, histoplasmose e citomegalovirose, fazendo necessdria realizacdo de exames

diferenciais para diagnosticé-las (Severo et al.; 2009).

1.5.3 Diagnostico molecular

As técnicas de biologia molecular sdo ferramentas muito promissoras para obten¢do de um
diagndstico confidvel, com alta sensibilidade e especificidade. Contribuem para a
caracterizacdo e distincdo de linhagens; para estudos de epidemiologia molecular e sio

essenciais para o estudo da patogénese e viruléncia do fungo (Pasa, 2011).

O método diagndstico mais utilizado € o PCR ou reacdo em cadeia da polimerase, uma vez
que possui alta sensibilidade e especificidade (Tello et al., 2013). O teste é responsavel por
detectar acidos nucleicos necessdrios para diferenciacdo do complexo C. neoformans | C.
gattii a partir de amostras biologicas como liquor; sangue; secre¢des; aspirado broncoalveolar
e urina. Contudo, essa técnica apresenta grande desvantagem devido ao alto custo de

equipamentos e reagentes, necessidade de instalagdes apropriadas e padronizacdo dos
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procedimentos, além de profissionais altamente qualificados para realizacdo da técnica

(Backes et al., 2016).

1.6 Nanotecnologia - conceito

Conforme os estudos de Staggers et al. (2008), a nanotecnologia € definida como a
manipulacdo de materiais em escala atdbmica e/ou molecular para a constru¢do de novos
produtos e dispositivos. Um nandmetro (nm) corresponde a um metro dividido em um bilhao

de partes, ou seja, um nm é o equivalente a 10 metros (Figura 9).

100 nm

Nanoescala

lohm Nano Abaco -

Figura 9. Escala nanométrica. Representacdo de uma escala nanométrica com exemplos comparativos de
tamanho. Fonte: Adaptado de CERN. Disponivel em: <http:/ /microcosm.web.cern.ch/microcosm>.

Conforme Cai ef al (2008), a nanotecnologia corresponde a um campo interdisciplinar que
abrange dreas da fisica, biologia e quimica. O campo possui grande aplicagdo no diagndstico

clinico, na detec¢do e tratamento de doencgas, além de uma infinidade de aplica¢des no meio

industrial (Toma, 2016).

1.6.1 Historico
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A primeira utilizac@o de ouro na forma coloidal datado ano de 1400 — 1300 a. C. no Egito e na
Mesopotamia, onde se utilizava nanoparticulas de ouro e de prata para conferir diferentes
cores aos vidros de acordo com a incidéncia da luz, como motivacdes decorativas ou
medicinais. O cdlice de Licurgo, datado do periodo romano no século IV, d. C., (Figura 10) é
um exemplo da aplicacdo de ouro nanocristalino. Esse célice foi fabricado a partir de uma
matriz vitrea, onde a cor depende do angulo que a luz visivel incide sobre a superficie do

objeto (Louis e Pluchery, 2017).

Figura 10. Cdlice de Licurgo. Em verde, observa-se a reflexdo da luz pela superficie do cdlice. Em vermelho,
observa-se a alteracao de cor apds a luz ser transmitida através do vidro. Fonte: Louis e Pluchery, 2017.

De acordo com Kreuter (2007), o “ouro soltivel” era utilizado com fins curativos e estéticos
durante os séculos V e VI a.C. no Egito e na China. Até a idade Média, o “ouro soluvel” ainda
era utilizado para tratar e diagnosticar diversas doengas como a sifilis, problemas venéreos e

do coracdo, entre outros.

Mesmo com diversos conhecimentos historicos, os cientistas comecaram a compreender as
propriedades das nanoparticulas apds muitos anos. Em 1959, durante um encontro anual da
Sociedade Norte-Americana de Fisica, o pesquisador Richard Feynman ficou conhecido pela
frase “H4 muito mais espacgo 14 embaixo”, uma vez que sup0s que seria possivel a escrita de
toda a enciclopédia britanica na cabeca de um alfinete. Feynman é considerado o primeiro
pesquisador a observar o grande potencial de se trabalhar em escala nanométrica, entretanto,

ndo possuia as ferramentas necessdrias para tal finalidade (Maynard, 2006).
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Alguns anos mais tarde, em 1981, a partir da inven¢do do microscépio eletronico de
tunelamento (STM — sigla em inglés) pelos pesquisadores Gerd Binnig e Heinrich Rohrer nos
laboratdrios de pesquisa da International Business Machines (IBM), foi possivel observar e
manipular superficies em escala atdmica, e desse modo criou-se a primeira imagem a partir da
manipulacdo de dtomo por dtomo, através da disposicdo de 35 dtomos de xendnio em uma
superficie de niquel formando a sigla IBM (International Business Machines) (Eigler e
Schweizer, 1990). A partir de entdo, diversas pesquisas se desenvolveram nessa drea,

principalmente utilizando nanoparticulas metalicas.

1.7 Nanoparticulas metalicas

Conforme os estudos de Huang et al (2009), as nanoparticulas metdlicas apresentam
propriedades fisico-quimicas que sdo determinadas pelo tipo de movimento que os elétrons
podem apresentar no material. As nanoparticulas (NPs) tdo tipicamente sintetizadas em
tamanhos na faixa de 1 a 100 nm, o que favorece sua interacdo com moléculas bioldgicas,

uma vez que sdo cerca de 100 a 1000 vezes menores que as células humanas.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tem sido extensamente utilizadas em pesquisas devido as
suas propriedades unicas, como uma boa quimica de superficie, o que facilita a ligacdo de
biomoléculas a sua superficie; o fato de poderem ser sintetizadas em diferentes formatos e
tamanhos (Figura 11), além de possuirem alguns formatos que podem absorver luz na regidao
infravermelha, sendo importante para fins biolégicos; e por apresentarem testes negativos

para toxicidade, e portanto, serem biocompativies (Pissuwan et al., 2008).

Nanoesferas Nanobastdo Nanoconcha Nanogaiola
(1-100 nm) (50 nm) (140 nm) (50 nm)

Figura 11. Diferentes formatos de nanoparticulas metélicas. Fonte: Adaptado de Ajnai et al., 2014.
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1.7.1 Nanoparticulas de ouro

As NPs de ouro sdo as nanoparticulas metélicas mais estdveis, resultado da distribui¢do
espacial dos elétrons presentes nos dtomos de ouro (Wang et al., 2016; Ferreira et al., 2017).
Podem apresentar-se de diversos formatos, tais como nanobastdes, nanoesferas, nanoestrelas,
nanoconchas, nanogaiolas, dentre outras. Dentre elas, os nanobastdes (NBs) sdo os mais
estudados em razdo de possuir maior aplicabilidade bioldgica e crescimento altamente

controlado (Xu et al., 2013; Wang et al., 2016; Zijlstra et al., 2006).

Os NBs de ouro sdo particulas anisotrépicas, de forma que a oscilagdo dos elétrons no
material pode ocorrer em dois sentidos principais: ao longo do eixo curto, referido como eixo
transversal, e ao longo do eixo longo, referido como eixo longitudinal (Wang et al., 2016;

Chen et al., 2013; Stone et al, 2011).

Devido a alta razdo entre a drea de superficie e volume que os NBs de ouro apresentam,
observa-se uma alta sensibilidade dos mesmos a natureza dielétrica do ambiente circundante.
Ou seja, caso ocorra alguma alteracdo nesse ambiente, como alteracdes na superficie dos
bastdes, a adicdo de solventes ou agregacdo de particulas, isso acarretard modificacOes das
propriedades eletronicas dos mesmos e, consequentemente, em alteragdes colorimétricas e

mudancas nos espectros dde absor¢ao e emissao (Stone et al, 2011).

1.7.2 Ressondncia Plasmonica de Superficie Localizada (LSPR) e outras propriedades

opticas

Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (sigla em inglés LSPR) € um fendmeno
eletromagnético que ocorre em nanoparticulas metélicas. Esse processo consiste na oscilagdao
coletiva dos elétrons livres presentes nas superficies das NPs quando essas sdo submetidas a
radiacdo com frequéncias especificas, e estd relacionado com as propriedades Opticas que

essas apresentam, demonstradas na figura 12 (Versiani et al., 2016).

Conforme os estudos de Cao e colaboradores (2014), como as nanoparticulas metalicas
possuem diversos formatos e tamanhos, consequentemente apresentam diferentes
propriedades de absorcao e espalhamento da luz, o que pode resultar em multiplas coloracdes.
Os NBs apresentam dois picos nos espectros de extin¢do, sendo eles devido ao efeito de

ressonancia plasmonica ao longo dos eixos longitudinal e transversal dos NBs. Por outro lado,
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as nanoesferas apresentam apenas um pico nos espectros de extingdo, j4 que possuem

geometria isotrépica.
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Figura 12. Esquematizac@o dos tipos de LSPR em nanobastdes e nanoesferas metalicas. Os nanobastdes de ouro,
por serem anisotrépicos, apresentam dois picos, o transversal em torno de 500 nm e o longitudinal, em 750 nm.
E as nanoesferas apresentam apenas um pico em torno de 500 nm, uma vez que sio nanoparticulas isotrépicas.
Fonte: Adaptado de Cao et al., 2014.

1.8 Aplicacoes em nanobiotecnologia

Conforme os estudos de Lio et al. (2018), NBs de ouro podem auxiliar no monitoramento, em

tempo real, na expressdo do biomarcador para angiogénese (Lgrl). Além disso, de acordo
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com Rouxinol (2009), as nanoparticulas de PLA — poli (4cido- latico) contribuem para a

liberacdo controlada de substancias utilizadas para o tratamento de doencgas oftalmoldgicas.

De acordo com os estudos de Ghosh e colaboradores (2008), os nanobastdes de ouro podem
auxiliar no processo de terapia fototermal e terapia génica para destruicdo de tumores e no
processo de terapia fotodindmica como € demonstrado no estudo de Idris e colaboradores
(2012). Segundo Allaker e Ren (2008), as nanoparticulas de cédlcio podem ser utilizadas
como um adjuvante para a fabricacdo de vacinas contra esquistossomose, além da utilizacao
de nanoemulsdes contendo particulas ou proteinas virais como potenciais vacinas contra

doencgas infecciosas.

1.8.1 Biosensoriamento

O desenvolvimento de biosensores a partir de nanoparticulas se baseia em principios de
transdugdo Otica, especialmente em técnicas de fluorescéncia, ressonincia plasmonica de
superficie localizada (LSPR) e quimiluminescéncia. Os nanosensores sdo amplamente
utilizados em diversos setores cientificos incluindo diagndstico clinico; desenvolvimento de
medicamentos; deteccdo de drogas ilicitas; qualidade e seguranca alimenticia e

monitoramento ambiental (Cao et al, 2014).

Nesse trabalho utilizamos nanosensores e a técnica de espalhamento dindmico de luz para
propor um novo método de diagndstico para Cryptococcus, por uma Plataforma Portatil de
Biodiagndstico. Nessa metodologia os nanobastdes sdo funcionalizados com anticorpo
monoclonal 18B7 e o diagndstico ocorre pela alteragdo de tamanho dos nanosensores quando
estes se ligam a moléculas especificas. As medidas oticas sdo realizadas por um equipamento
portétil, que utiliza o fendmeno de ressondncia plasmonica para amplificar o espalhamento de
luz pelos nanosensores em solu¢do. A metodologia utilizada indica se houve ligacdo aos
nanosensores e fornece informacao sobre a massa molecular do ligante e da afinidade quimica
entre os ligantes, em poucos minutos. Sendo assim, o diagndstico € do tipo point of care de

alta acuracia.
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1. JUSTIFICATIVA

As micoses sistémicas podem ser consideradas como doencas negligenciadas devido as altas
taxas de morbidade e mortalidade no Brasil. Em relag@o a criptococose, o Brasil apresenta o
maior nimero de casos por ano em comparagdo com outros paises da América Latina,
gerando alto nimero de atendimentos hospitalares. Infelizmente, ha que se considerar que,
quando populacdes negligenciadas sdo acometidas por doencas infecciosas, hd pouco ou
nenhum interesse da industria farmacéutica para o desenvolvimento de medidas diagnodsticas
e/ou terapéuticas, pois a margem de lucro seria irriséria. Somam-se a isso os baixos indices de
financiamento de pesquisas em criptococose (Rodrigues, 2016) e também o fato de a doenca
ndo ser reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saide como uma doenca tropical
negligenciada (Molloy et al., 2017). Esta situagdo aumenta a responsabilidade de
Organizagdes Nao Governamentais (ONGs) e sistemas publicos de saude (como o SUS) para
que sejam instaladas medidas de diagndstico, controle e tratamento da doenca. H4, portanto, a
necessidade de aumento da eficiéncia do SUS para a disponibilizacio de métodos

diagndsticos acurados, rapidos e de baixo custo.

O uso da plataforma portétil de biodiagndstico para o diagndstico de Cryptococcus possui
grandes vantagens: utiliza pequeno volume de amostra clinica (uma gota de sangue ou liquor
€ suficiente para o diagndstico); a leitura dos resultados € efetuada em um espectrofotometro
portétil, de baixo custo, que pode ser levado a dreas remotas para estudos clinicos e
epidemioldgicos; e por fim, a liberagdo do resultado em poucos minutos. Um método répido e
sensivel serd de enorme utilidade para o diagndstico rapido, instalacio da terapéutica

adequada e conhecimento da real epidemiologia da criptococose.
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2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver, validar e aplicar uma plataforma portatil para o diagndstico de doengas causadas

por Cryptococcus baseada em nanoparticulas de ouro e medidas fotdnicas.

3.2 Objetivos especificos

e Repicar linhagem H99 de C. neoformans para infec¢ao de camundongos BALB/c;

e Obter soros a partir de sangue de camundongos infectados com C. neoformans e de

camundongos sadios;
e Desenvolver nanosensores para a detec¢ao de Cryptococcus spp.:
- Sintese NBs;
- Bioconjugacdo dos NBs ao anticorpo monoclonal 18B7 (estudo de concentracgdes);

- Bloqueio de liga¢cdes inespecificas por BSA (estudo de concentracdes para bloqueio

nos soros €/ou nos Sensores).
e Testar com medidas de espalhamento 6tico os nanosensores desenvolvidos:

- Titulacdo de soros positivos e negativos para avaliar acurdcia e especificidade dos

nanosensores.

49



3. METODOLOGIA

4.1 Repique de linhagens de Cryptococcus

Para esse procedimento foram utilizadas culturas de leveduras fornecidas pelo Laboratério de
Micologia da UFMG. As linhagens escolhidas de C. neoformans H99. Essas leveduras foram
repicadas em Agar Sabouraud Dextrose — ASD, através do método de espalhamento por

estrias e incubadas a 37 °C por 48 horas.

4.2 Obtencao de amostras clinicas

4.2.1 Preparo do inoculo e infeccdo intratraqueal de C. neoformans

Os processos de infec¢do de camundongos C. neoformans e a obtencdo dos soros foram
fornecidos pelo Laboratério de Micologia — UFMG, onde se seguiu os procedimentos

descritos abaixo.

Para a execucdo dos experimentos in vivo, utilizou-se camundongos fémeas da linhagem
BALB/c, com seis a oito semanas de idade, adquiridos no biotério do Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Minas Gerais. Para C. neoformans utilizou-se o indculo e o modelo

de infecc¢do intratraqueal desenvolvido no Laboratério de Micologia — UFMG.

A concentragio do inéculo foi ajustada de modo que cada 30 uL continha 1x10* leveduras
vidveis. Apds anestesia via intraperitoneal com solucdo de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg) diluidas em PBS (137 mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM Na.HPO., 1,46mM KH.PO.),
realizou-se uma pequena incisdo medial longitudinal posterior ao mento do animal. Para a
exposi¢ao da traqueia. A inoculacdo foi feita usando micro seringa de 100 uL carregada com
30 uL da suspensdo fungica. Apds inoculacdo, a pele foi suturada e os animais foram

acompanhados até completa recuperagao.

Depois de realizados os procedimentos, todos os grupos experimentais (tabela 5) foram

mantidos em gaiolas separadas, onde se forneceu dgua e racdo ad libitum. Todos os
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procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdao

Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMG).

Tabela 5. Grupos experimentais. Os camundongos utilizados foram separados em 2 grupos, cada um infectado
com uma linhagem distinta, o grupo 2 foi denominado controle, uma vez que se utilizou camundongos sadios,
ndo infectados por linhagens de C. neoformans.

Grupo Linhagem Numero de camundongos
1 H99 5
Controle- nao
2 . 7
infectados

Fonte: Elaborada pelos autores.

4.2.2 Obtengdo de soros

Posteriormente aos 18 dias de infec¢do dos camundongos, iniciou-se o processo de obtencao
de soros. Primeiramente, os camundongos foram anestesiados com 50 pL. da solugdo de

ketamina e xilazina, administrados via intraperitoneal.

Em seguida, realizou- se um pequeno corte na veia porta — hepatica de cada camundongo.
Com a ajuda de uma pipeta de Pasteur coletou-se o sangue, deixando-o em repouso durante
30 min, em seguida colocados sob refrigeracio over — night, para evitar o processo de
hemolise. No dia seguinte, esse material foi centrifugado a 1200 rpm durante 15 min a 4 °C

para a obten¢do dos soros.

3.3 Nanobastoes de ouro

4.3.1 Sintese

As sinteses quimicas de nanobastdes sdo divididas em dois tipos: mediada por semente e sem
semente. O método mediado por sementes consiste na adicdo de particulas esféricas de
aproximadamente quatro nm (sementes), em uma solucdo de crescimento contendo sais de
ouro, nitrato de prata, dcido ascérbico e brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), um

surfactante que atua como um agente de crescimento, que se liga preferencialmente nas
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laterais dos NBs (Figura 13) (Ferreira et al., 2017; Rostro-Kohanloo et al., 2009; Stone et al,
2011). O CTAB forma uma bicamada na superficie das particulas e possui carga resultante

positiva em solu¢do, conferindo estabilidade coloidal ao NBs. (Stone et al, 2011) (Wang et

al., 2016).

4. CTAB

Figura 13. Sintese de nanobastio de ouro mediada por semente. A solucdo de crescimento é reduzida na presenca
das “sementes” nanométricas, assim o CTAB, agente direcionador de crescimento, facilita a formagido do
nanobastdo através de uma ligacdo preferencial nas laterais das nanoparticulas. Assim, o ouro disponivel para a
reacdo ¢ adicionado aos polos da nanoparticula proporcionando um crescimento longitudinal da mesma. Fonte:
Adaptado de Pearce er al., 2007.

O método denominado sem semente € uma modificacio do método mediado por sementes,
onde sdo incluidos alguns aditivos organicos para controlar a relacdo de tamanho das
nanoparticulas de ouro produzidas (Lohse e Murphy, 2013). Um exemplo do processo sem
semente ¢ uma sintese mediada por resveratrol, um antioxidante natural obtido a partir de
cascas de uva, utilizado como um agente redutor no processo de crescimento de NBs (Wang

etal.,2016).

Nesse trabalho os nanobastdes de ouro foram sintetizados através do método sem semente,
baseando-se no artigo “Seedless synthesis of GNR using resveratrol as a reductant” (Wang et
al., 2016). Nessa sintese, adiciona-se a uma solu¢do aquosa de CTAB (50 mM) juntamente
com dcido clorodurico (HAuCls 0,5 mM), uma solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs
0,05 mM) e uma solucdo de resveratrol (5 mM) contendo dlcool. Nesse processo ocorre a
reducdo de Au (IV) para Au (I), observado através da alteracdo de cor da solug¢do. Em
seguida, adiciona-se uma solucao aquosa de borohidreto de s6dio (NaBH4 0,015 mM), a 4 °C,

que dispara a formagao de sementes de ouro e o crescimento dos NBs. A solucdo € entdo
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gradualmente aquecida até os 70 °C e permanece nessa temperatura por varias horas. Para
essas concentragdes sdo produzidos NBs com dimensdes tipicas de 50 nm de comprimento
(L) e 25 nm de didmetro (d), e, portanto, razdo de aspecto (L/d) 2 (Figura 14). Variando as

concentracdes de nitrato de prata e resveratrol variam-se as dimensdes do NBs produzidos.

Figura 14. Microscopia eletronica dos nanobastdes de ouro produzidos pelo método sem semente, inspirado no
artigo de (Wang et al.,, 2016). Os nanobastdes possuem dimensdes tipicas de 50 nm de largura e 25 nm de
diametro. Medidas realizadas no Centro de Microscopia da UFMG, 2016.

4.3.2 Funcionalizacdo

O processo de funcionalizacdo permite a ligacdo quimica de moléculas bioldgicas aos
nanobastdes de ouro. Os nanobastdes produzidos possuem a lateral passivada por CTAB e as
extremidades livres de moléculas. Para possibilitar ligagdes as extremidades dos bastdes €
necessdario que se utilize um linker, ou seja, uma molécula que possua uma extremidade com
afinidade para ligacdo no ouro e outra para ligacdo de bioldgicos, como antigenos e
anticorpos. E possivel realizar uma troca de superficie dos nanobastdes, retirando o CTAB e
substituindo-o por um linker (Su et al., 2017), o que possibilita total cobertura dos Nbs por

moléculas bioldgicas. No entanto, o processo € muito trabalhoso e delicado, envolvendo

muitas etapas para evitar a perda de estabilidade coloidal dos NBs.

Como o método de detecgdo do espectrometro de luz utilizado privilegia o espalhamento
proveniente de particulas anisotrépicas, nesse trabalho efetuamos ligacdes somente nas
extremidades dos NBs, via um linker denominado MUA (4cido - 11- mercaptoundecanéico).

O MUA, representado estruturalmente pela figura 15, possui duas extremidades: uma
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possibilita a ligacdo com moléculas contendo grupos amina, via um grupamento carboxila (-

COOH); e outra que possibilita ligacdo ao nanobastdo de ouro, por um grupamento tiol (- SH)

(Bolat et al., 2013).

SH

CH

Figura 15. Representagdo esquematica da cadeia quimica do acido — 11 — mercaptoundecanéico (MUA). Fonte:
Adaptado de Bolat et al, 2013.

O procedimento para funcionalizacdo dos nanobastdes de ouro sintetizados nesse trabalho foi

inspirado no artigo “Multiplex Biosensor Using Gold Nanorods” (Yu et al., 2007) e segue as

seguintes etapas:

1-

Para a ligacdo do MUA aos nanobastdes utiliza-se uma solucdo de MUA a 20 mM,
preparada a partir da adi¢do de 4.4 mg de MUA (11- Mercaptoundecanoicacid 95%
Sigma- Aldrich 450561-5G) a 1 mL de dlcool etilico absoluto P.A. (Quimica Moderna
QMAO00001123401000). Para uma solucdo de 50 ml de Nbs a uma concentragdo de
200 pM utiliza-se 7,6 microlitros de MUA a 20 mM, deixando sob agitacdo lenta por
12 horas. Em seguida, centrifuga-se a solucdo a 10000 G por 10 minutos e resuspende-
se em uma solu¢dao de CTAB na concentracao de 10 mM.

Para comprovar se ocorreu a ligacio entre Nbs e as moléculas de MUA ¢€ realizado o
teste da lectina, que consiste na utilizacdo de concavalina A (Concavalin A from
Canavalia ensiformis — Jack Bean, Tipo IV lyophilized power — Sigma Aldrich
L7647), um tipo de lectina que possui afinidade de se ligar a carboidratos. A Con A
possui quatro sitios de ligagdes possiveis, que estdo disponiveis para a ligacdo as
moléculas de MUA quando s@o adicionados fons ativadores (cloreto de magnésio
anidro e cloreto de célcio). Para o teste adiciona-se 320 ul. de Nbs+ MUA e uma

quantidade em excesso de concavalina A juntamente com os fons ativadores. Para
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comprovar que hd moléculas de MUA ligadas aos Nbs deve-se observar um aumento
no tamanho dos NBs em solugdo.

3- Para a ativag@o do grupo carboxila do MUA e sua liga¢do a moléculas contendo anima
(antigenos e anticorpos) utiliza-se um processo de EDAC/NHS (Figura 16),
amplamente difundido na literatura.

Acido ' ;
carboxilico Amina prlmarla Conjugado estavel

: ®)‘\ /® (Ligagdo amina)
@)\014 /
H|drollse

/'1\ 0
Cl' I 0 NH OQSI'
+ 0 ~0-
_+NH Y o
\k’ o-Acylisourea O’N
Intermedidrio o ®/ NH;

®Ca (instavel) 0 ~0-
EDC "l‘\ Amina-reativa
Crosslinker Ho’N Sulfo— NHS éster Amina primdria
0 (estavel)
Sulfo-NHS

Figura 16. Esquema da modificacdo quimica mediada por EDAC/NHS que ocorre no grupo carboxila do MUA
para ligacdo de aminas. Fonte: Thermo Scientific, 2012.

1- Apds a ativag@o das carboxilas, ocorre a adi¢do do anticorpo monoclonal 18B7 e a
incubacdo durante 60 minutos a temperatura ambiente. O anticorpo € previamente
diluido em PBS e adicionado em diferentes concentracdes. O anticorpo monoclonal
18B7, também chamado de anticorpo anti — glicoronoxilomanana (GXM) € capaz de
reconhecer fragmentos da cdpsula polissacaridea de C. neoformans.

2- Apds o periodo de incubacdo, centrifuga-se a amostra a 5000 G por 5 minutos e
resuspende-se em uma solu¢do de PBS (pH 7,4) contendo CTAB a 10mM.

3- O ultimo passo do processo € ligacdo de moléculas de BSA (albumina bovina), via
interacdo eletrostatica, a superficie lateral dos nanosensores. Essa ligacdo funciona
como um bloqueio para evitar ligacdes ndo especificas ao CTAB presente nas laterais

dos NBs.

Ao longo do processo de funcionalizagdo € feita uma amostra controle que passa por todas as

etapas citadas acima, porém sem a adi¢do de anticorpo monoclonal 18B7. A amostra controle

¢ testada juntamente com 0S nanosensores.
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3.4 MEDIDAS OTICAS

4.4.1 Espalhamento Dindamico de Luz

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS), ou
Espectroscopia de Correlagio de Foténs (Photon Correlation Spectroscopy, PCS),
representada através da figura 17, ¢ uma metodologia muito utilizada para avaliar as
dimensdes de particulas em suspensdo. A técnica consiste na andlise das flutuacdes de luz
espalhada pelas particulas (Figura 18), a partir da qual se podem obter informagdes sobre o
movimento delas. Em solugdes monodispersas no qual as particulas executem movimento
Browniano pode-se utilizar DLS para extrair o coeficiente de difusdo das particulas, e entdo,

seu tamanho (Glidden e Muschol, 2016).

LASER Feixe
incidente

—
K-

L

Amostra

7
K,
Feixe

detector sinathads

Figura 17. Esquema do aparato experimental utilizado em medidas de espalhamento de luz. Fonte: Nomura,
2018.

Essa técnica utiliza luz visivel como fonte de energia e um detector para coletar a intensidade
de luz espalhada nos angulos 0, assim pode-se obter caracteristicas da radiagdo espalhada e
informacdes sobre os processos difusos (Figura 18). O aparelho possui um correlator, que é
responsdvel por medir o grau de semelhanga entre os sinais de intensidade em diferentes
tempos, obtendo o coeficiente de difusdo e o tamanho médio das particulas, através da fungdo

de autocorrelagdo (Nomura, 2018).
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Figura 18. Andlise de flutuacdes de intensidade de luz espalhada pelas nanoparticulas. Fonte: Glidden e
Muschol, 2016.

Para o caso de particulas cilindricas com tamanho L e didmetro d, obtém-se informacao sobre
os coeficientes translacional (Dt) e rotacional (Dr), os quais podem ser modelados pelas
equagoes (1) e (2):

kgT
(1) Dy = ——[Ino + 0.312 + 0.5650 — 0.10%]
3nnL
o p. 3Tl oo, 0917 005
p = ﬂrnL3 no . e 2

Sendo Kp a constante de Boltzmann, T a temperatura, 1 a viscosidade do solvente, ¢ a razdo

de aspecto do cilindro, dada por L/d (Glidden e Muschol, 2016).

4.4.2 Espectrometro Portdtil de Espalhamento de Luz

O dispositivo Espectrometro Portatil de Espalhamento de Luz (EPEL) (Figura 19), patente
nimero BR 10 2016 009765 7 foi desenvolvido no Laboratério de Fisica de Sistemas
Biolégicos da UFMG, pelos professores Oscar Mesquita, Livia Siman e Luiz Orlando
Ladeira. O instrumento se baseia na correlagdo de fotons para medir e caracterizar o

espalhamento dindmico de luz a partir de solugdes coloidais, e determinar o tamanho das

57



particulas em suspensdo. Uma das aplicacdes do EPEL é em biodiagndstico, através da

andlise do tamanho de nanosensores em solugdo.

Figura 19. Espectrometro Portitil de Espalhamento de Luz (EPEL).

O dispositivo EPEL possui as mesmas aplicacdes de um leitor de ELISA convencional, porém
¢ mais simples e prético, sendo mais rdpido (resultado em minutos), com menor custo,
podendo ser operado por ndo especialistas e transportado para os diferentes ambientes, tanto
para postos de saide; hospitais; clinicas e para dreas de dificil acesso. Esse dispositivo EPEL

juntamente com os nanosensores constitui a Plataforma Portatil de Biodiagndstico (PPB).

Quando os nanosensores estdo dispersos em solucdo e executando movimento Browniano,
apresentam uma dindmica caracteristica. Com a Plataforma Portétil de Biodiagndstico pode-se
medir os coeficientes de difusdo translacional e rotacional dos nanosensores em solucgdo, e a
partir destes, determinar o tamanho das particulas em suspensdo. Esses coeficientes sdao
alterados quando moléculas como antigenos e anticorpos se ligam aos nanosensores. Mais
especificamente, a ocorréncia de ligagdes promove uma diminui¢do nos coeficientes de
difusdo rotacional dos nanobastdes, devido ao aumento da massa total da particula e da forca
de atrito viscosa. Quantificando essa diminuicdo dos coeficientes de difusdo, define-se a
alteracdo de tamanho e massa no NB e pode-se determinar se houve ou ndo a ligagcdo

antigenos e anticorpos e ainda, estimar a massa molecular das moléculas ligadas. Além disso,
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realizando-se medidas sistemdticas em concentragdes controladas de antigenos e anticorpos, €

possivel quantificar as moléculas ligantes e definir a afinidade entre as mesmas.

A funcdo de autocorrelacdo temporal de intensidades (FACTI) de luz espalhada por
nanosensores em solucdo é dada pela equacdo 3 e possui decaimento exponencial (gréafico 1).
Na equagaio, I (7) é intensidade de luz espalhada em um instante t, / (¢t + A ¢) é a intensidade de
luz espalhada no instante t + A ¢ e tau (1) € o tempo caracteristico ou tempo de decaimento da
funcdo de autocorrelagdo temporal de intensidades. Para o caso de nanobastdes dispersos em
solucdo o tempo de decaimento é dado pela equagdo 4, onde Dr e Dr sdo dados pelas

equacgdes 1 e 2 e g é o vetor de onda do espalhamento.

FACTI

Grifico 1. Funcdo de autocorrelag@o temporal de intensidades ao longo do tempo.

IOIE+AD) o
3 FACTI @t == €
1
T =
4) 2q2Dy + 12Dy
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Manipulando-se as equacgdes (1), (2) e (4), obtém-se que o tamanho L dos bastdes em solugdo

¢ dado por:

P (T_TB)I/B

(5) C

Onde T. é o tempo da eletronica do detector da luz espalhada e C é uma constante. Pelas

equagoes (1), (2), (3) e (4) observa-se que as medidas de correlacdo temporal da luz espalhada
por nanobastdes sdo muito sensiveis a alteragdes do tamanho L dos bastdes, o que torna a

técnica de DLS interessante para aferir a ocorréncia de ligagdes aos nanosensores.

Para as medidas no EPEL utiliza-se 320 pl de solu¢do de nanobastdes a uma concentragao
tipica de 200 pM, que € adicionada a um pogo de acrilico com fundo chato de poliestireno
(Corning Life Sciences, USA). Com as medidas € possivel acompanhar todos os passos da
funcionalizacdo dos nanobastdes e caracterizar as ligagdes em cada etapa. A titulo de
exemplo, no grifico abaixo temos as funcdes correlacdes para nanobastdes livres (circulos),
nanobastdes + MUA+ ligante 1 (quadrados) e nanobastdes + MUA + ligantel + ligante 2
(triangulos). Comparando o tempo de decaimento de cada funcdo € possivel confirmar a
ocorréncia da ligagdo de moléculas aos NBs e utilizando a equagdo (5) € possivel calcular o
tamanho L dos bastdes em cada etapa. A relagdo (6) de Erickson (2009), nos permite
relacionar a massa molecular (MW em Daltons) de proteinas globulares com o seu tamanho

(Lp) em solugdo, tal que:

6) Lp=3/(3 x MW)

Utilizando as equacgdes (5) e (6) pode-se estimar o peso molecular das moléculas ligantes e o
tamanho, em nandmetros, da molécula que se ligou as extremidades do nanosensores €, assim

obter a alteracdo de tamanho dos mesmos.
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Grifico 2. Fungdes de autocorrelagdo temporal do nanobastdo (circulo), nanobastdo + ligante 1 (quadrado) e
nanobastio + ligante 1 + ligante 2 (tridngulo).

4.4.3 Espectroscopia UV-Visivel

Em decorréncia das propriedades opticas dos nanobastdes de ouro, a interagdo de moléculas
em sua superficie € refletida em alteragdes da ressonincia plasmoOnica, observada através de
deslocamentos do pico de ressonancia longitudinal. Os deslocamentos podem ser medidos por

meio de medidas de espectroscopia dptica UV-Visivel (UV- VIS).

A técnica UV - VIS (Figura 20) se baseia em medidas de absorcao e espalhamento (extin¢ao)
da radiacdo eletromagnética nas regides do espectro visivel e ultravioleta por particulas em
solugdo. O equipamento possui um monocromador, responsavel por separar a luz no
comprimento de onda desejado. Em seguida, essa luz passa pela amostra, onde € absorvida,
refletida e espalhada. O detector coleta a luz transmitida e a transforma em um sinal elétrico,
que gera o espectro de extingdo em relagdo ao comprimento de onda. O padrdo branco em
espectrofotometria € utilizado para eliminar interferéncias e deve conter todos os constituintes

do sistema, exceto a amostra a ser analisada (Rosa; Gauto e Gonlcaves, 2013).
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Figura 20. Esquema da técnica de UV- VIS. . (A) Fonte de luz. (B) Colimador (C) Prisma ou rede de difracdo
(D) Fenda seletora (E) Cubeta (F) Detector (G) Leitor. Fonte: Kasvi, 2018.

Para as medidas de UV-VIS, 200 pL de solu¢do contendo nanobastdes é colocada em uma

cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 mm e lida no aparelho Ray- Leigh VIS- 723G

(Termo Scientific). A faixa de radiacdo utilizada € de 400 a 900 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos nanobastoes de ouro

Ao longo do desenvolvimento do trabalho realizou-se cerca de vinte processos de sintese de
NBs baseados no artigo “Seedless synthesis of GNR using resveratrol as a reductant” (Wang

et al., 2016) e os principais resultados estdo apresentados a seguir.

5.1.1 Caracterizagdo dos nanobastoes de ouro

Os dados gerados a partir da andlise por UV — VIS das sinteses produzidas foram visualizados
pelo programa KaleidaGraph e um exemplo estd representado no gréfico 3. Observa-se um
pico na extincdo relativo a LSPR longitudinal em 619 nm e outro pico em 524 nm relativo a
LSPR transversal e uma eficiéncia de 1,4, dada pela equacdo 8 abaixo. Segundo Omi (2012),
NBs com LSPR em 619 nm possuem razao de aspecto 2,01, dada pela equacdo 7 abaixo. A
partir da leitura 6tica pelo dispositivo EPEL, obtém-se que o tau médio (t) = 11 us, o que
retorna um tamanho de L= 44 nm para os Nbs (equagdo 5) e, portanto, um didmetro d= 22
nm. Sabendo-se o valor da densidade 6tica em 400 nm define-se a massa total de ouro na
solucdo (Scarabelli et al., 2015) e, a partir do tamanho dos Nbs e da densidade do ouro (19,3
g/cm®), calcula-se a massa de cada bastdo. Dividindo-se a massa total de ouro na solugdo pela

massa de cada bastdo obtém-se a concentragdo de NBs em solugdo.

(% max1r2n(:;g467,31)+ 41,24 x 1

(7) AR. = 57585

0.D A Longitudinal

0.D. A Transversal

(8) Eficiéncia = ,sendo O. D. a densidade 6tica.

A partir de uma anédlise da amplitude das funcdes de autorrelacdo temporal de intensidades
para diferentes concentracdes das solucdes dos NBs, define-se a concentracdo Otima que

retorna o méaximo espalhamento de luz. Essa concentracdo foi definida para diferentes
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sinteses, sendo de aproximadamente 150 pM. Assim, essa concentracdo foi mantida para

todos os experimentos.

Uv - Vis Sintese NBs
Stock/5

2 1 T

Densidade dtica

0 | | l 1
400 500 600 700 800 900

A (nm)

Gréfico 3. Espectroscopia de UV - VIS dos nanobastdes de ouro sintetizados. O pico relativo a LSPR
transversal estd em 524 nm e o pico LSPR longitudinal em 619 nm.

As caracteristicas fisico — quimicas dos NBs do grafico 3 estdo representadas na tabela 6,
onde o volume (V) e a area total sdo obtidos considerando os nanobastdes como cilindros com
calotas semiesféricas nas extremidades. A tabela 6 fornece todos os pardmetros para a

funcionalizacao dos NBs.
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Tabela 6. Caracteristicas fisico - quimicas dos Nbs sintetizados.

Caracteristicas Fisico - Quimicas NBs

Concentragdao NBs 2,29 nM
Concentragao CTAB 25 mM
Razao de Aspecto 2,01
Largura 44 nm
Diametro 22 nm
Volume 14104 nm’
Area da Calota 1529 nm’
Area total 4598 nm’
Tau médio (7) 11 ps
Eficiéncia 1,4
N 619 nm

Fonte: Elaborado pelos autores.

5.1.2 Problemas com resveratrol

O resveratrol é um polifenol natural obtido a partir de sementes de uvas, caracterizado como
um importante antioxidante. No processo de sintese de nanobastdes de ouro, esse composto
age como um redutor fraco, que pode ter sua acdo alterada na presenca de impurezas, umidade

e exposicao a luz (Wang et al., 2016).

A sintese de NBs € um processo muito criterioso, onde qualquer alteracdo pode ocasionar
diversos problemas. E necessdrio um rigido controle de temperatura e de agitacio durante
todo o processo de sintese. Além disso, observa-se uma grande variacdo de resultados
dependendo do resveratrol utilizado no processo. Por exemplo, ao longo do desenvolvimento
do trabalho houve mudancas no fornecedor do resveratrol utilizado e isso acarretou em
sinteses de baixa eficiéncia com excessiva formacdo de nanoesferas, como observado no
grifico 4. Ap6s alguns ajustes finos na prata (AgNOs) e na temperatura da sintese, se obteve
uma melhor eficiéncia e a quantidade de esferas em relacdo aos Nbs foi menor, representado

pelo gréfico 5.
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Grifico 4. Sinteses de NBs com baixa eficiéncia. No grafico observa-se menor eficiéncia e maior quantidade de

nanoesferas em relacdo aos Nbs, resultando em uma eficiéncia de 0,91.
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Griéfico 5. Sinteses de NBs com baixa eficiéncia, apds alguns ajustes. Observa-se uma maior concentragdo de
NBs, resultando em uma eficiéncia de 1,2.

5.2 Conjugacio de Acido — 11 — mercaptoundecanéico

5.2.1 Caracterizagdo de Acido — 11 — mercaptoundecandico

A partir da andlise por UV — VIS dos NBs + MUA, obtém-se resultados como representado
no grafico 6. Nesse, observa — se um maximo em 617,5 nm, deslocado de - 1,5 nm em relacdo

ao méaximo de Nbs ndo conjugados, o sugere a ligacdo de MUA aos nanobastdes.
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Gréafico 6. Andlise por espectroscopia de UV- VIS comparando NBs antes (vermelho) e apds (preto) a
conjugacdo com MUA. Observa-se o deslocamento do espectro, sugestivo de ligacdo do MUA aos NBs.

Estudos anteriores relacionados ao diagnéstico de FiV (Virus da Imunodeficiéncia Felina)
indicaram que a variagdo minima em tamanho detectdvel pelo EPEL € de 3 nm. Como o
MUA possui peso molecular baixo (MW = 0,218 KDa), o que resulta no aumento de
aproximadamente 1 nm, realiza-se o teste da lectina, de modo que o aumento do tau possa ser
observado caso tenha ocorrido essa ligacdo. Apds a realizacdo desse teste, observou o

aumento do tau de 16,5 us para 240,6 us, confirmando a presenca das moléculas.

5.3 Funcionalizacio dos nanobastoes de ouro

Durante o desenvolvimento do trabalho, foram realizadas diversas funcionalizacdes na
tentativa de encontrar a concentracdo ideal para o funcionamento dos nanosensores. Os

resultados de maior relevancia estdo descritos abaixo. Para determinacdo da concentracao de
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anticorpo a ser utilizada na funcionalizacdo supde — se que toda a drea das extremidades dos
NBs (calotas semiesféricas) estd coberta por MUA. Além disso, considera - se a drea ocupada
pela ligacdo de um anticorpo. Dividindo - se a drea das duas calotas semiesféricas
(equivalente a uma esfera) de raio d/2 pela drea ocupada por um anticorpo, de raio de
aproximadamente 4 nm, obtém — se o nimero mdximo de anticorpos que podem se ligar por

nanobastdo. Essa concentragdo ¢ denominada 1:1.

5.3.1 Caracterizacdo nanobastoes de ouro funcionalizados na concentragdo 1:1

Os dados gerados a partir da andlise por UV — VIS dos nanosensores funcionalizados na
concentracdo 1:1 foram visualizados pelo programa KaleidaGraph e os resultados estdo
representados pelo grafico 7. Observa — se pico relativo a LSPR longitudinal em 619 nm. A
partir da leitura pelo dispositivo EPEL, obtém-se que o tau médio (t) dos NBs de 20,4 ps, o
que corresponde um aumento de aproximadamente 7 nm para cada lado do nanobastio. Esse
valor coincide com o tamanho de IgG completo. Pelo grafico, nota — se a densidade Otica
maxima de 0,06 para os nanosensores compara com 0,12 dos NBs + MUA. Essa diminuicao
ocorre por perda de material devida a agregacdo durante o processo de funcionalizacdo. Esse
efeito indica que a concentracdo 1:1 € muito alta, possibilitando ligagdes via interacao
eletrostitica de anticorpos as laterais dos NBs. Essas ligacdes ocasionam a perda de

estabilidade coloidal dos nanosensores em solugao.
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Grafico 7. Andlise por espectroscopia de UV- VIS dos NBs funcionalizados na concentragéo 1:1.

5.3.2 Caracterizacdo nanobastoes de ouro funcionalizados na concentracdo 0,2:1

Os dados gerados a partir da andlise por UV — VIS dos nanosensores funcionalizados na
concentracdo 0,2:1 foram visualizados pelo programa KaleidaGraph e os resultados estdao
representados pelo grafico 8. Observa — se pico relativo a LSPR longitudinal em 620,5 nm. A
partir da leitura pelo dispositivo EPEL, obtém-se que o tau médio (t) dos NBs de 20,0 us, o
que corresponde a um aumento de aproximadamente 7 nm para cada lado do nanobastio de

ouro, coincidindo com o tamanho de um IgG completo.
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Grifico 8. Analise por UV — VIS dos nanosensores na concentra¢io 0,2:1. Os nanosensores (preto) apresentam
um pico maximo de absorbancia em 620.5 nm com AA de -3nm e concentragdo aproximada de 848 pM.

5.4 Blocker (BSA)

A albumina sérica bovina (BSA) € utilizada para saturar o excesso de sitios de ligacdes na
superficie dos NBs de ouro, impedindo ligacdes do tipo ndo especificas. Em estudos
anteriores relacionados ao FeLV (Virus da Leucemia Felina) utilizando medidas no EPEL,
pesquisou — se a concentracdo mais eficaz de BSA para impedir liga¢gdes ndo especificas aos

Nbs. Os resultados estdo representados nos graficos 5.7 e 5.8.

Os testes foram realizados a partir de soros negativos e positivos para FeLLV, onde testou-se os
soros sem a adicao do blocker (circulos), nas concentragdes de 1000 BSA (quadrados), 2000

BSA (losangos) e 3000 BSA (triangulos) por nanobastao.
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Para a titulagdo dos soros negativos (grafico 9) observa — se que sem adi¢do do blocker o tau
inicial foi de aproximadamente 20 ps chegando até 160 pus com cerca de 15 pl. de soro
titulado, indicando agregacdo dos nanosensores. Para a concentracdo de 1000 BSA por
nanosensor, observa — se o tau inicial foi de aproximadamente 20 us e o tau final de
aproximadamente 130 ps com cerca de 20 pL de soro titulado, indicando também a ripida
agregacdo dos nanosensores. Na concentragdo de 2000 BSA por nanosensor, observa - se
menor crescimento do tau, quando comparado com as outras concentracdes, sendo o tau
inicial de aproximadamente 20 us e final proximo a 100 ps. Quando se observa a titulacao
com o blocker na concentracdo de 3000 BSA por nanobastdo, houve maior titulacdo do soro
chegando até aproximadamente 220 uL, com tau inicial de aproximadamente 20 ps e o tau
final de aproximadamente 130 us, o que indica maior estabilidade para os nanosensores.

Teste concentragiaoc de BSA
Soros FelLV Negativos

—4&—FelV SEM BSA

—— FelV + 1000 BSA
—4&#— FelV + 2000 BSA
—a&—FelV + 3000 BSA
250 T T T T T

200 -

150 =

(ns)

|

100

50

0 1 | 1 1 |
0 50 100 150 200 250 300
Volume soro S/1000 (uL)

Gréfico 9. Estudo de concentracdes de BSA para impedir ligagdes ndo especificas em soros negativos para
FeLV.
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Para a titulacdo dos soros positivos (grafico 10) observa — se que sem adi¢do do blocker o tau

inicial foi de aproximadamente 20 ps chegando até préximo de 240 ps com cerca de 15 uL

de soro titulado, indicando agregacdo dos nanosensores. Para a concentracdo de 1000 BSA

por nanosensor, observa — se o tau inicial de aproximadamente 20 us e o final de 130 ps com

cerca de 20 pL de soro titulado, indicando também a agregacdo dos nanosensores. Para a

concentracdo de 2000 BSA por nanosensor, observa — se tau inicial de aproximadamente 20

us e tau final de aproximadamente 100 pus com cerca de 120 pL de soro titulado, também

indicando ripida agregacdo. E para a concentracdo de 3000 BSA por nanosensor, nota— se tau

inicial de aproximadamente 20 ps e tau final préoximo a 100 ps, porém com 270 pL de soro

titulado, indicando maior estabilidade aos nanosensores.
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Gréfico 10. Estudo de concentragdes de BSA para impedir ligacdes ndo especificas em soros positivos para

FeLLV.
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No caso do diagnéstico para Cryptococcus testou-se também a eficicia de bloqueio dos soros
ao invés do bloqueio nos sensores. Assim, os soros H2 positivo e N1 negativo para
Cryptococcus foram titulados e analisados por EPEL, utilizando a concentragdo de 3000 BSA,
determinada pelo teste anterior. A concentragdo de proteinas presente nesses soros foi
determinada a partir de medidas em UV — VIS, sendo os resultados semelhantes. Os testes
foram realizados sem adi¢do do blocker aos nanosensores e aos soros (circulos), adicionado
BSA ao nanosensor no momento da titulacdo dos soros (tridngulos) e adicionado BSA quando
se diluiu os soros positivos e negativos (quadrados). Os resultados estdo representados

através do gréafico 11 e 12.

Para o soro NI negativo (grafico 11), medido no dia seguinte apds a realizagdo da
funcionalizacdo, observa — se que sem adicao de BSA, o tau inicial foi préximo a 10 us e tau
final de aproximadamente 30 ps, com 20 uL de soro titulado, indicando liga¢cdes inespecificas
(via interacdo eletrostatica) de proteinas do soro ao CTAB causando instabilidade e agregacao
dos nanosensores. Quando adiciona - se BSA ao soro, € possivel observar que o tau inicial foi
préximo a 10 ps e tau final de aproximadamente 100 ps, com cerca de 20 mL de soro titulado,
indicando também agregacdo dos nanosensores. E por fim, quando se analisa o BSA
adicionado ao nanosensor, € possivel observar que o tau inicial foi também de

aproximadamente 10 ps e o tau final de 150 ps, com cerca de 40 pL de soro titulado,

indicando maior estabilidade aos nanosensores.
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Avaliagao eficiencia 3000 BSA
Soro negativo
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Grifico 11. Avaliacdo eficiéncia 3000 BSA por nanosensor, titulado em soro negativo.

Para o soro H2 positivo (grafico 12) observa — se que sem adi¢do de BSA o tau inicial foi
proximo a 10 ps e o tau final foi de aproximadamente 450 ps, com cerca de 25 uL de soro
titulado, indicando liga¢gdes inespecificas (via interacao eletrostdtica) de proteinas do soro ao
CTAB causando instabilidade e agregacdo dos nanosensores. Ao adicionar o BSA ao soro,
nota — se que o inicial foi préximo a 10 ps e tau final de aproximadamente 300 us, com cerca
de 40 pL de soro titulado. Comparado com a titulagdo sem adi¢cdo de BSA nota - se uma
diminui¢do do valor do tau para o mesmo volume de soro titulado. Entretanto ainda ocorrem
ligacdes inespecificas de proteinas do soro ao CTAB causando instabilidade e agregacao dos
nanosensores. E quando BSA ¢ adicionado ao nanosensor verifica — se que ocorreu aumento
do tau de 10 ps para 180 ps, com cerca de 40 uL de soro titulado. Ao comparar com as

titulagdes anteriores, percebe — se reducdo do tau indicando que ocorreu o bloqueio de
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ligacdes inespecificas e que manutencdo da estabilidade permitindo a observacdo da interacao

entre anticorpo e antigeno.

Avaliagao eficiencia 3000 BSA
Soro positivo
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Grifico 12. Avaliacdo eficiéncia 3000 BSA por nanosensor, titulado em soro positivo.

5.5 Titulacio do soro H2 positivo aos nanosensores na concentracao 1:1

Mesmo apés a funcionalizagdo apresentar sinais de agregacdo, o nanosensor foi testado a
partir da titulacdo do soro H2 positivo e controle (o controle foi submetido a todas as etapas
do processo de funcionaliza¢do, porém nao foi adicionado o anticorpo monoclonal 18B7),

com a adi¢@o de 3000 BSA por NBs ao nanosensor.

Para a titulacdo do soro H2 positivo (grafico 13), observa — se o tau inicial de 20,4 us e o tau

final de aproximadamente 280 us, com cerca de 8 pl. de soro titulado, indicando agregacao
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dos nanosensores devido a presenca de anticorpos em toda superficie dos nanobastdes (ligado

via eletrostatica ao CTAB).

Nancsensores concentragao 1:1

Titulagdo soro positivo

—S— Controle
—@— Soro H2 POS
500
400 |
300
2 ’
- |'|
200 - |
|
|
|
100 | ‘ o
II .e_g"

30

50

R aadil
0

20

10
Volume soro S/1000 (uL)

Graéfico 13. Titulagdo do soro positivo e controle a partir da funcionaliza¢do dos NBs na concentragéo 1:1.

5.6 Titulacdo dos soros H2 positivo e N1 negativo aos nanosensores na concentracio

0,2:1
Os soros H2 positivo e N1 negativo e os controles foram titulados com adi¢cdo 3000 BSA ao

nanosensor, os resultados obtidos estdo representados nos graficos 14 e 15.

Para a titulagdo do soro N1 negativo (circulos cheios) nota — se o tau inicial de 20 ps e o tau

final de aproximadamente 150 us, com 35 puL de soro titulado. Por outro lado, o controle

titulado com o soro negativo (circulos vazios), apresentou tau inicial de 20 us e o tau final de
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aproximadamente 50 ps, com 40 pL de soro titulado. Assim, observa — se que a presenca do

anticorpo favorece a ligacdo de proteinas (antigenos especificos ou inespecificos).

Titulagao soro negativo
3000 BSA

—o— Controle
—&— Soro N1 NEG

400 I I I I I

350 | -

300 .

250 | -

200 | R

T (ps)
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100

50

0 10 20 30 40 50 60
Volume soro S/1000 (uL)

Grifico 14. Titulacao do soro negativo e controle a partir da funcionalizacdo dos NBs na concentragdo 0,2:1.

Para a titulagdo do soro H2 positivo (circulos cheios) nota — se o tau inicial de 20 us e o tau
final de aproximadamente 360 ps, com cerca de 40 pL de soro titulado. Esse aumento no
tempo de decaimento corresponde a aumento de aproximadamente 50 nm para cada lado dos
nanosensores. Esse valor € compativel com o tamanho dos fragmentos da cépsula
polissacaridea criptocdcica, especificamente fragmentos de glucoroxilomanana (GXM) que

possui peso molecular entre 1700 a 7000 KDa (O"Meara e Alspaugh; 2012). Para o controle
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(circulos vazios) titulado com o soro H2 positivo, o tau inicial foi de 20 ps e o final de 150 us.

Novamente os dados indicam que a presenca do anticorpo favorece a ligacdo de proteinas.

Titulagdo soro positivo

3000 BSA
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Graéfico 15. Titulagdo do soro positivo e controle a partir da funcionaliza¢do dos Nbs na concentragdo 0,2: 1.

Apés a andlise de ambos os graficos € possivel observar que no ponto 40 pul. houve um
aumento no tau de 20 us para 150 us para o soro negativo e de 20 us para 350 us para o soro
positivo. Ou seja, o aumento do tau para o caso do soro positivo foi duas vezes maior do que
0 aumento do tau para o soro negativo, no volume mdaximo titulado, comprovando a boa

acuracia do nanosensor sintetizado.
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5.7 Avaliacao da especificidade do nanosensor
Para comprovar a especificidade dos nanosensores, o soro H2 positivo foi submetido ao

aquecimento em banho térmico a 95 °C durante 5 minutos. Os resultados obtidos estdo

representados no gréfico 16.

Para o soro H2 positivo aquecido, observa — se o tau inicial de 20 ps e o tau final de
aproximadamente 100 us, com cerca de 110 uL de soro titulado. Comparando o valor para o
tau em 40 pL, nota — se um valor de 350 ps para o soro positivo e de aproximadamente 50 ps
para o soro positivo aquecido. Esse resultado demonstra que o aquecimento promoveu a
desnaturagdo de proteinas, inclusive de antigenos, impedindo o evento de bioreconhecimento

do nanosensor sintetizado.

Avaliagao especificidade nanosensor
Comparagao entre soro positivo antes e apos aquecimento
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Gréfico 16. Comparacio antes e apds o aquecimento do soro H2 positivo.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desse trabalho permitiu a demonstragdo de uma nova tecnologia
diagnodstica para a deteccdo de criptococose em soros. A tecnologia utilizada foi uma
plataforma portétil de biodiagndstico baseada em nanosensores e medidas de espalhamento

diniamico de luz.

Para o desenvolvimento dos nanosensores foram realizados procedimentos de sintese e
funcionalizacdo dos nanobastdes de ouro, que foram testados com soros de camundongos
infectados e sadios. Para o teste de eficicia dos nanosensores foram feitas medidas Gticas

utilizando um espectrometro portatil de espalhamento de luz (EPEL).

A partir dos experimentos realizados, concluiu — se a sintese baseada no componente natural
resveratrol forneceu nanobastdes com caracteristicas fisico — quimicas adequadas para a
fabricacdo de nanosensores para uso na plataforma. Além disso, com a realizacdo dos
processos de funcionalizagdo chegou — se a uma concentracdo 6tima de anticorpos a ser

utilizada para a fabricacdo dos nanosensores.

A sensibilidade e especificidade dos nanosensores sintetizados foram avaliadas com a
titulacdo de soros positivos e negativos, demonstrando a acurdcia do diagnodstico. Sendo
assim, esse trabalho demonstrou a prova de conceito do uso de uma plataforma portatil de

biodiagndstico para a detec¢ao de criptococose em soro de animais infectados.

7z

O préximo passo nesse desenvolvimento € a validacdo da metodologia, o que inclui as
atividades: novos testes com um banco de soros e a comparacdo das respostas com a técnica
padrdo de diagndstico, estudo da estabilidade dos nanosensores (em solugdo ou liofilizados)

para armazenamento dos mesmos e uso da plataforma em campo.
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