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RESUMO

RESUMO

A Pneumocistose é uma doenca infeciosa causada por Pneumocystis jirovecii, um fungo atipico
que apresenta tropismo para os pulmdes. E uma doenca que afeta grande parte da populagéo
mundial, surgindo principalmente em doentes imunodeprimidos, sendo o diagndstico precoce
essencial para uma atuacédo eficaz contra o desenvolvimento da doenca. A producédo de antigénios
sintéticos associados a métodos de detecdo robustos, sensiveis e baratos permitem o
desenvolvimento de testes de diagndstico rapido (TDR) que possibilitam a utilizacdo de espécimes

biolégicos de facil obtencéao.

A presente dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento de bionanoconjugados robustos,
constituidos por nanoparticulas de ouro (AuNP) conjugadas com um antigénio sintético recombinante
multiepitopo (arsm) especifico, que permitirdo a criagcdo de um TDR imunocromatografico em fluxo
lateral para a dete¢cdo de anticorpos circulantes anti-P. jirovecii no soro de doentes. O antigénio rsm
foi obtido através de um sistema de sobreexpressdo recombinante em Escherichia coli XJb(DE3) e

purificado por cromatografia de afinidade com iGes cobre imobilizados.

As AuNP foram sintetizadas seguindo o método de reducao de sal de Au(lll) com citrato de sédio
em meio aquoso, levando a formac¢do de uma solucdo coloidal de AuNP. Os bionanoconjugados
foram caracterizados através de espectroscopia de UV-Vis e eletroforese em gel de agarose a 0,3%,
permitindo provar a sua formacdo e determinar a quantidade de antigénio rsm necesséria para
revestir a superficie das AuNP. Através destes métodos de caracterizagdo, obtiveram-se
bionanoconjugados estaveis compostos por AUNP-MUA-BSA-Antigénio, para uma razdo molar [BSA-
Antigénio]/[AuNP-MUA] de 300 e de [BSA]/[Antigénio] de 0,75, sendo a BSA o agente estabilizante da
ligagdo AuNP-antigénio rsm. Ainda confirmou-se a ligacdo dos bionanoconjugados a soro policlonal
contendo anticorpos anti-antigénio rsm, observando-se para a razdo molar [Soro]/[AuUNP-MUA-BSA-
Antigénio] de 0,3, a interacdo especifica entre ambos e comprovando-se a possibilidade de utilizacao
dos bionanoconjugados no desenvolvimento do TDR para a pneumonia por Pneumocystis jirovecii
(PPc).

Palavras-chave: Pneumocistose; Pneumocystis jirovecii; Nanoparticulas de Ouro; Antigénio

recombinante sintético multiepitopo; Bionanoconjugados







ABSTRACT

ABSTRACT

Pneumocystis pneumonia (PcP) is an infectious disease caused by Pneumocystis jirovecii, an
atypical fungus that exhibits tropism for the lungs. PcP is a disease that affects much of the world
population, mainly affecting immunosuppressed patients, being the early diagnosis essential for
effectively fight the development of this disease. The production of synthetic antigens associated with
robust, sensitive and cheap detection methods allows the development of rapid diagnostic tests

(RDT), which allow the use of biological specimens obtained in a less invasive manner.

The present dissertation was aimed at the development of robust bionanoconjugates composed by
gold nanoparticles (AuNP) conjugated with a specific synthetic multiepitope recombinant (smr)
antigen, which will allow the creation of an immunochromatographic RDT in lateral flow for the
detection of circulating antibodies to P. jirovecii in patients serum. The smr antigen was obtained
through overexpression of a recombinant system in Escherichia coli XJb(DE3) and purified with

immobilized copper ion-affinity chromatography.

Gold nanoparticles (AuNP) were synthesized following the reduction of Au(lll) salt with sodium
citrate method in aqueous medium, forming a colloidal solution of AuNP. Bionanoconjugates were
characterized through UV-Vis spectroscopy and agarose gel electrophoresis at 0,3%, confirming the
formation of bionanoconjugates and allowing the determination of the amount of smr antigen
necessary to fully coat the surface of AUNP. Through this characterization methods, it was possible to
obtain stable AuNP-MUA-BSA-Antigen bionanoconjugates, for a molar ratio [BSA-Antigen])/[AUNP-
MUA] of 300 and [BSA]/[Antigen] of 0,75, being BSA the stabilizing agent between AuNP-smr antigen.
The binding between bionanoconjugates and polyclonal serum with antibodies to smr antigen was
confirmed for the molar ratio [Serum]/[AuNP-MUA-BSA-Antigen] of 0,3, providing a specific
interaction and confirming the possible utilization of these bionanoconjugates in the development of an
RDT for Pneumocystis pneumonia (PcP).

Key words: Pneumocystis pneumonia; Pneumocystis jirovecii; Gold nanoparticles; Synthetic

recombinant multiepitope antigen; Bionanoconjugates
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Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

1 | INTRODUCAO

1.1 | PNEUMOCISTOSE

A pneumocistose ou pneumonia por Pneumocystis (PPc) é uma doencga infeciosa causada por um
fungo oportunista denominado Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii). Até 1980, a PPc era uma doenca
rara e unicamente observada em associacdo a casos de imunodeficiéncia intensa, como por exemplo
em doentes com cancro ou transplantados. No entanto, com o desenvolvimento da epidemia da
Sindrome de imunodeficiéncia adquirida (sida), a PPc tornou-se uma doenca definidora de sida e
uma preocupacdo fundamental, com cerca de 60% dos doentes infetados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) a apresentarem esta doenca, sendo mortal para cerca de 25% destes
doentes. (Helweg-Larsen, 2004) Apds a introducdo da profilaxia anti-PPc ainda nos anos 80 do
século passado, e a introducdo da terapéutica antirretroviral de combinagdo (TARVc) em 1996,
observou-se uma reducéo da mortalidade e da incidéncia de infe¢es oportunistas. No entanto, a PPc
permanece uma doeng¢a de extrema importancia, ilustrando atualmente, desigualdades no acesso a
cuidados médicos entre populacdes e grupos sociais, € no diagndstico da infecdo por VIH. Deste
modo, a PPc destaca-se como uma infe¢cdo oportunista com alta morbilidade e mortalidade. P.
jirovecii € assim, um agente patogénico de distribuicdo ubiqua importante em doentes
imunodeprimidos seropositivos e seronegativos para VIH. (Aliouat-Denis et al., 2009; Aliouat-Denis et
al., 2008; Helweg-Larsen, 2004)

1.1.1 | Pneumocystis jirovecii

O género Pneumocystis foi originalmente descoberto em 1909, no Brasil, pelo Dr. Carlos Chagas.
(Chagas, 1909) A descoberta de formas quisticas de Pneumocystis em cortes histologicos foi
acidental, quando este médico estudava Trypanosoma cruzi — parasita causador da tripanossomose
humana americana ou doenca de Chagas -, considerando que seriam parte do ciclo de vida daquele
microrganismo. Em 1910, o investigador Antonio Carinii, encontrou formas microscopicas,
semelhantes as encontradas por Carlos Chagas, em pulmdes de roedores infetados por
Trypanosoma lewisi, cuja comparagdo com amostras de pulmdes de ratos ndo infetados, demonstrou
que estas estruturas quisticas seriam representativas de uma nova identidade a qual, o casal
Delanoe denominou, em 1912, Pneumocystis carinii, devido ao seu tropismo para os pulmdes
(“Pneumo”); pela sua forma quistica (“cystis”) e em homenagem ao bidlogo italiano Antonio Carinii
(“carinii”). (Redhead et al., 2006; Delanoe e Delanoe, 1912)

Pneumocystis foi inicialmente caracterizado como protozoario, devido a morfologia das formas
constituintes do ciclo de vida (forma trofica, forma quistica e corpos intraquisticos) e a sensibilidade a
farmacos ativos contra protozodrios, como a pentamidina. (Stringer et al., 2002) Contudo, em 1970,
foi sugerida a natureza flngica de P. jirovecii, tendo, em 1988, sido sequenciado o gene que codifica
para a pequena subunidade do acido ribonucleico ribossomal (16S rRNA) permitindo assim a
confirmagdo da semelhanca filogenética entre Pneumocystis com outros fungos unicelulares e a sua
identificacdo como fungo atipico. P. jirovecii ndo apresenta ergosterol na sua membrana celular mas

sim colesterol, que o impede de ser sensivel a antifingicos de largo espectro, como a anfotericina B,
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normalmente atuantes na sintese de ergosterol. Além disso, apresenta na sua parede celular $-(1,3)-
D-glucano, timidilato sintetase (TS) e dihidrofolato reductase (DHFR), a semelhanca de
Sacharomyces cerevisiae e contrariamente ao observado em protozoarios. A nivel filogenético
apresenta unicamente um gene nuclear codificante de 16S rRNA ao contrario de outros fungos, que
possuem varias cépias deste gene. (Kottom e Limper, 2000; Stringer, 1996; Edman et al., 1988) Em
1994, e através do recurso a analises moleculares, tornou-se evidente que os microrganismos do
género Pneumocystis sao especificos de hospedeiro, apresentando diferencas genéticas em varios
loci de acordo com o hospedeiro (homeadamente em genes codificantes para as subunidades grande
e pequena do rRNA (mtLSU e mtSSU)). (Redhead et al., 2006; Helweg-Larsen, 2004) Em 1999,
Pneumocystis humano,_anteriormente designado P. carinii f. sp. hominis, passou a ser designado
Pneumocystis jirovecii, em homenagem a Otto Jirovec, o primeiro investigador a classificar
Pneumocystis como agente patogénico para o Homem, mantendo-se até hoje a seguinte
classificag@o taxonémica: (Hibbett et al., 2007; Redhead et al., 2006; Stringer,1996)

Super Reino: Eukaryota Ordem: Pneumocystidales
Reino: Fungi Classe: Pneumocystidomycetes
Sub-reino: Dikarya Sub-filo: Taphrinomycotina sensu
Filo: Ascomycota Género: Pneumocystis
Familia: Pneumocystidaceae Espécie: Pneumocystis jirovecii

1.1.2 | Morfologia e ciclo de vida

O estudo do ciclo de vida de Pneumocystis é principalmente baseado na observagéo de tecidos
pulmonares infetados através de microscopia eletrénica de transmissdo, devido a incapacidade de
cultivo destes microrganismos in vitro por longos periodos de tempo e de forma reprodutivel. (Aliouat-
Denis et al., 2008) Pneumocystis possui tropismo Unico para o pulmao, penetrando na cavidade
pulmonar devido a sua capacidade de aderéncia as células alveolares ndo secretoras ou
pneumdécitos de tipo |, através das glicoproteinas de superficie MSG (do inglés, Major Surface
Glycoprotein). A aderéncia do fungo a parede celular permite o desenvolvimento de um exsudado rico
em formas tréficas, ocorrendo um espessamento da membrana alveolar e inflamacéo dos alvéolos e
ductos alveolares. (Helweg-Larsen, 2004; Benfield et al., 1997) No ciclo de vida de Pneumocystis,

descrito na FIGURA 1. 1, podem ser identificadas, a forma quistica e a forma trofica.

A forma quistica ou esporo apresenta uma parede rigida e oval com didmetro entre 4 e 7 um, que
contém até oito corpos intraquisticos filhos (endésporos ou esporozoitos), os quais ao libertar-se da
forma quistica se designam formas troficas. A forma trofica ou trofozoito, encontrada em
aglomerados, apresenta entre 2 e 8 um de didametro, pleomérfica com parede fina e projecdes
denominadas filopodia, cuja funcéo (fixacéo, nutricdo e/ou locomocé&o) ndo se encontra bem definida.
Para além destas, foi também identificada uma forma intermédia denominada esporocisto ou pré-
quisto, presente entre as formas tréfica e quistica, sobre a qual muito se questiona. (Aliouat-Denis et
al., 2008; Helweg-Larsen, 2004)
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FIGURA 1. 1 | Ciclo de vida de P. jirovecii. A. Fase de reproducdo assexuada; B. Fase de reproducéo
sexuada. Adaptado de CDC, 2015

O ciclo de vida é composto por duas fases distintas de replicacdo: uma fase de reproducgdo
sexuada e uma de reproducdo assexuada, as quais ocorrem unicamente in vivo. Na fase de
reproducdo sexuada (fase hipotética, ainda ndo demonstrada), ocorre a conjugacdo de duas formas
troficas hapléides originando uma célula dipléide (pré-quisto). Posteriormente, num processo de
divisdo meiética seguido de replicacdo mitética, forma-se uma forma quistica imatura que amadurece,
contendo oito corpos intraquisticos hapléides. De seguida, da-se o desenquistamento, em que sao
libertados os corpos intraquisticos que se desenvolvem em novas formas tréficas no alvéolo
pulmonar. Estas formas troficas podem reproduzir-se por replicagdo assexuada (divisdo binaria).
(Helweg-Larsen, 2004)

1.1.3 | Transmissdo de Pneumocystis jirovecii

ApoOs inalacdo pelo hospedeiro, Pneumocystis entra na cavidade pulmonar aderindo as células
alveolares/pneumdécitos de tipo I, formando-se um exsudado rico em trofozoitos. Este exsudado
provoca uma reagdo por parte do sistema imunitdrio do hospedeiro com 0 espessamento da
membrana alveolar, inflamacéo dos alvéolos e ductos alveolares causando edema e fibrose. (Benfield
et al., 1997; Pottratz et al.,1991) A resposta inflamatéria efectora e imunitaria dirigida a P. jirovecii é
necesséaria para o controlo da PPc, envolvendo interagdes entre linfocitos T CD4", neutrdfilos,
citocinas — fator de necrose tumoral alfa (TNFa) - e quimiocinas (MIP-2) libertadas pelos macréfagos
alveolares. Os macrofagos alveolares possuem um papel importante na imunidade inata e adaptativa,
pois sdo mediadores inflamatérios de extrema importéncia por apresentarem como recetor a dectina-
1, que reconhece B-glucano - principal componente da parede celular de Pneumocystis -, mediando a
eliminagdo do microrganismo através da libertacdo acentuada de citocinas e quimiocinas. (Wang et
al., 2011) A resposta inflamatéria do organismo € necessaria para o desenvolvimento de um controlo
eficiente contra a PPc. No entanto, a mesma resposta promove danos pulmonares severos, como
inflamacéo pulmonar neutrofilica e hipoxia, que conduzem a insuficiéncia respiratoéria, verificando-se

em varios casos uma correlagdo entre complicacdes respiratérias, ocorréncia de morte, grau de
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inflamacéo pulmonar e a carga parasitaria presente no hospedeiro. (Aliouat-Denis et al., 2008) Em
imunocompetentes, descobriu-se que P. jirovecii tem a capacidade de se manter no pulmao, durante
algum tempo, sem causar qualquer sintomatologia, sendo o processo dependente do sistema
imunitario do hospedeiro. (Calder6n et al., 2010; Wakefield, 2002) Contudo, estes portadores
assintomaticos devido ao facto de apresentarem nos seus pulm&es Pneumocystis, sdo fontes de
transmissdo de microrganismos para outros individuos, comportando-se como “reservatérios”.
(Helweg-Larsen, 2004) Considera-se atualmente que P. jirovecii se transmite por via aérea de
individuo para individuo, permanecendo em dulvida a capacidade de P. jirovecii se propagar
unicamente através e no hospedeiro humano ou se é capaz de se desenvolver noutro nicho ecolégico
fora do hospedeiro; excluindo-se, gracas a andlises genéticas/filogenéticas, a hipotese de
transmissao através de outra espécie hospedeira, devido a sua especificidade intra-espécie. (Aliouat-
Denis et al., 2009; Helweg-Larsen, 2004; Wakefield, 1996)

1.1.4 | Diagnéstico da pneumonia por Pneumocystis jirovecii

Apesar dos avanc¢os no estudo de P. jirovecii, o diagnéstico da PPc apresenta obstaculos devido a
inespecificidade dos sintomas e dos sinais da infecdo e a possivel ocorréncia de infe¢cdes cruzadas
com outros microrganismos. Em termos de sintomatologia, os doentes com PPc desenvolvem,
normalmente, dispneia, febre, tosse seca ndo produtora de expetoracdo e mal-estar, no entanto, o
quadro clinico € varidvel de pessoa para pessoa. Também se verifica em seropositivos para VIH, um
inicio de doenca geralmente subtil com sintomas como febre, dores pulmonares ou emagrecimento
inexplicavel, enquanto em individuos imunodeficientes seronegativos para VIH, o quadro clinico tem
inicio subito podendo progredir para insuficiéncia respiratéria (Calderon et al., 2010; Daly et al., 2002)
As manifestacBes extrapulmonares sdo extremamente raras, sendo a sua identificacédo efetuada pela
observagdo de lesdes quisticas calcificadas através de tomografia axial computorizada ou

ultrassonografia. (Huang et al., 2011; Helweg-Larsen, 2004; Daly et al., 2002)

1.1.4.1 | Diagnostico diferencial

A avaliacdo laboratorial de rotina ndo especifica, ndo fornece, geralmente, grande auxilio no
diagnéstico da PPc. No entanto, com base nos sintomas e sinais existentes podem ser efetuados
testes de fung¢d@o pulmonar, exames radiol6gicos, de gasometria arterial e testes laboratoriais, nao
especificos, como o doseamento da enzima lactato desidrogenase (LDH, do inglés Lactate
Dehydrogenase). (Calderén et al., 2010) Nos seropositivos para VIH, a PPc estd geralmente
relacionada com contagens de linfocitos T CD4", parametro importante para determinar o risco para
PPc, inferiores a 200 células/mm?®. Quanto aos exames radiolégicos, a caracteristica mais comum em
doentes com PPc (com e sem infe¢éo por VIH), traduz-se por um infiltrado intersticial bilateral, o qual
com o agravamento da infecdo se torna mais homogéneo e difuso. (Thomas e Limper, 2004) O
doseamento de LDH no soro dos doentes € um teste de rastreio e monitorizacdo do tratamento, que
permite a observacdo quantitativa de danos celulares ao nivel do parénquima pulmonar, estando o
aumento dos niveis de LDH relacionado com a destruicdo das membranas citoplasmaticas e com a
reacao inflamatoria. No entanto, este doseamento nao é especifico para a PPc, podendo um aumento
da LDH estar associado a outras doencas. (Calderén et al., 2010; Rani et al., 2000; Quist e Hill, 1995)
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A gasometria arterial indica hipoxia com diminuicdo da pressao parcial de oxigénio arterial (PaO,)
e aumento do gradiente de oxigénio alvéolo-arterial, estabelecendo a gravidade da doenca e
permitindo direcionar o tratamento. A PaO, quando inferior a 65 mmHg € indicativa da presenca de
infecdo. Outras estratégias de diagnéstico, como a medi¢do dos niveis séricos de B-(1,3)-D-glucano,
de KL-6 (do inglés, Krebs von den Lungen-6) ou de S-adenosilmetionina (SAM), ja foram propostas
para a distincdo entre PPc e outras patologias. (Calderén et al., 2010; Tasaka et al.,, 2007)
Infelizmente, os avancos no estudo da PPc encontram-se atrasados devido a: (1) inexisténcia de um
sistema in vitro que possibilite a cultura de P. jirovecii; (2) as diferengas nos resultados obtidos em
cada modelo animal, (devido as diferencas nas espécies infetantes para cada modelo); (3) a
incapacidade de identificacdo do microrganismo fora do hospedeiro e (4) devido as amostras

biolégicas de obtencdao dificil e invasiva. (Helweg-Larsen, 2004)

1.1.4.2 | Diagnostico definitivo

O diagndstico clinico ndo é suficientemente especifico para diferenciar a PPc de outras infe¢Bes
pulmonares oportunistas, com possivel ocorréncia de rea¢Bes cruzadas com outros agentes
infeciosos, requerendo assim a utilizagdo de técnicas de diagndstico sensiveis e especificas, que
permitam um resultado final fidedigno. Uma vez que n&o é possivel efetuar a cultura in vitro de P.
jirovecii, o diagndstico definitivo consiste na detecdo dos microrganismos em espécimes respiratorios.
Como o microrganismo afeta os alvéolos pulmonares, espécimes do trato respiratério superior
possuem baixa carga flngica, sendo conveniente recorrer a espécimes do trato respiratorio inferior,
que sao obtidos por métodos mais ou menos invasivos como a biépsia transbrénquica (BTB), lavado
broncoalveolar (LBA) ou expetoragdo induzida (El). (Huang et al., 2011; Silva et al., 2007; Helweg-
Larsen, 2004; Bigby et al., 1986)

Atualmente, o diagnéstico definitivo da PPc baseia-se na identificacdo de P. jirovecii através de
técnicas de coloracao histoquimicas em espécimes respiratorios por microscopia. Estas técnicas,
contudo, sdo limitadas devido a apresentarem sensibilidades e especificidades variaveis. Numa
tentativa de ultrapassar este problema, outros métodos de diagnéstico laboratorial da PPc tém vindo
a ser desenvolvidos como a imunofluorescéncia direta/indireta com anticorpos monoclonais, e
métodos moleculares, como a PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), comecando-se,
recentemente, a dar énfase a investigacdo de técnicas de diagndstico da PPc para aplicacdo em
produtos biol6gicos de facil obtencdo, como o sangue. (Huang et al., 2011; Tasaka et al., 2007;

Helweg-Larsen, 2004)

1.1.4.2.1 | Métodos de coloracgéo histoquimica
Através da microscopia Otica é possivel a utilizacdo de varios métodos histoquimicos para a
detecdo deste microrganismo em espécimes biologicos. Os quistos de P. jirovecii podem ser
detetados através da coloracdo pela metenamina de prata, calcofllor, azul de toluidina ou Wright-
Giemsa, representados na TABELA 1. 1. (Calderon et al.,, 2010) Estas técnicas apresentam boa
sensibilidade e especificidade, quando utilizadas em LBA, enquanto noutros espécimes bioldgicos
obtidos do trato respiratério superior apresentam sensibilidade e especificidade baixas, devido as

cargas flngicas dos produtos biolégicos serem baixas. (Huang et al., 2011; Helweg-Larsen, 2004)
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TABELA 1. 1 | Detecdo de Pneumocystis jirovecii. Métodos de coloragdo histoquimica. Adaptado de Bennett,
2015; Thomas e Limper, 2004

Metenamina de prata (GMS)
Cora de cinzento-escuro a parede dos quistos, ndo corando trofozoitos

Wright-Giemsa ou Diff-Quick (Técnica modificada de coloracéo por Giemsa)

Coloragéo de trofozoitos e corpos intraquisticos com obtencgédo de nicleos vermelhos e
citoplasma corado de azul

\

Calcofluor
Obtencao de uma coloracao fluorescente, ndo especifica, da parede quistica

1.1.4.2.2 |Imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais

Outro método de coloracdo convencional utilizado no diagnéstico da PPc é a imunofluorescéncia
(IF) direta ou indireta (IFI), que se fundamenta ou na utilizagdo de anticorpos monoclonais especificos
marcados com moléculas fluorescentes ou pela utilizagdo de um
conjunto de anticorpos - primario e secundario conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) -, respetivamente, 0s quais
reagem a antigénios de superficie de P. jirovecii, emitindo
fluorescéncia de cor verde -caracteristica e permitindo a
identificacdo do agente infecioso. (Calder6on et al.,, 2010) A

técnica de imunofluorescéncia é sensivel, especifica, rapida e

facil de utilizar, detetando tanto trofozoitos como quistos, sendo

FIGURA 1. 2 | Detecéo de formas

a técnica mais utilizada atualmente, e considerada de referéncia, )
de Pneumocystis por

no diagnéstico da PPc. Contudo, apresenta custos elevados imunofluorescéncia. 1) Quistos;
relativamente as outras técnicas de coloracdo, requerendo um 2) Trofozoitos. Adaptado de
microscopio de fluorescéncia. (Matos et al., 2006; Bava et al., Thomas e Limper, 2004

2002)

1.1.4.2.3 | Dete¢do molecular por PCR

Para a detecdo de P. jirovecii é também possivel efetuar métodos baseados em biologia
molecular, com maior especificidade e sensibilidade do que os métodos de coloragdo, e com
possibilidade de recurso a espécimes biolégicos de obtencdo menos invasiva. A técnica de PCR,
descrita pela primeira vez em 1983 por Kary Mullis, € uma técnica de analise molecular que possibilita
a amplificacdo de genes especificos em varios tipos de amostras, como soro e sangue. Com a PCR é
possivel fazer ndo sé a detecdo mas, também, a genotipagem de P. jirovecii, incluindo em casos de
baixa carga fungica. (Durand-Joly et al., 2005; Matos et al., 2001; Wakefield et al., 1990) A PCR foi

desenvolvida para o estudo de Pneumocystis, em 1990, por Ann Wakefield que descreveu a
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amplificagdo do gene mitocondrial de RNA ribossomal (mtLSU rRNA) deste microrganismo.
(Wakefield et al., 1990) Para aumentar a sensibilidade desta técnica, tém sido desenvolvidos varios
protocolos que permitem a escolha de diferentes alvos genéticos, como o gene mtLSU rRNA ou as
sequéncias-alvo MSG, TS e DHFR. Também foram desenvolvidas técnicas como a PCR-nested e
PCR guantitativa em tempo real (RT-gPCR) que permitem a obtencdo de resultados qualitativos e
guantitativos em relagcdo a presenca do microrganismo. (Huggett et al., 2008; Helweg-Larsen, 2004)
No entanto, mantém-se a dificuldade na distingdo de colonizagdo por P. jirovecii e PPc. (Huggett et
al., 2008)

1.1.5 | Tratamento de PPc

Ao longo dos anos tem-se observado, principalmente desde a introducdo da terapéutica anti
retrovirica de combinacdo (TARVc) em meados dos anos 90 do século passado, progressos no
tratamento da PPc. Estes tém permitido o aumento da esperan¢ca média de vida dos doentes e um
decréscimo na incidéncia de pneumocistose, em paises industrializados. Em 1978, foi desenvolvido
um regime terapéutico que envolve a administragdo da combinacdo trimetoprim-sulfametoxazol
(TMP-SMX) durante um periodo de trés semanas — primeira linha de tratamento. (Calder6n et al.,
2010) O TMP-SMX é a combinacé@o de farmacos mais eficaz para o tratamento da PPc, pois atua
sobre as enzimas DHPS e DHFR. No entanto, os efeitos adversos a esta combinacdo de farmacos
sdo comuns e doentes com alergias as sulfamidas ndo podem efetuar esta terapéutica. Este
tratamento é utilizado para uma alta gama de infe¢des o0 que aumenta a probabilidade de fenbmenos
de resisténcia e de infecdes oportunistas resistentes, refletindo a necessidade de farmacos
alternativos. (Calderdn et al., 2010; Helweg-Larsen, 2004; Sepkowitz et al., 1992)

Devido a descoberta de mutacdes em genes especificos de P. jirovecii em resposta a terapéutica
com sulfonamidas, nomeadamente mutacdes no gene de DHPS em doentes que receberam o
tratamento com TMP-SMX, tem sido sugerida a existéncia de resisténcia de P. jirovecii a esta
combinacdo. Mutagbes na DHPS estdo associadas a resisténcia as sulfamidas, em diversos
microrganismos, incluindo protozodarios como Plasmodium falciparum e bactérias como Streptococcus
pneumoniae, agravando os respetivos quadros clinicos, sugerindo a possibilidade da ocorréncia de
resisténcias, também, no caso de P. jirovecii. Pode também ser realizada uma terapéutica adjuvante
com corticosteroides, benéfica em doentes seropositivos para VIH com PPc e grau moderado ou alto
de hipoxia, diminuindo a resposta inflamatéria pulmonar. Outras terapéuticas alternativas
consideradas de segunda linha, baseiam-se na pentamidina, dapsona-trimetoprim, clindamicina-
primaquina ou atovaquona. (Helweg-Larsen, 2004; Safrin et al., 1996) Para além destas terapéuticas
alternativas, as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) - farmacos antifiingicos
— foram identificadas como inibidores da sintese de B-(1,3)-D-glucano demonstrando uma capacidade

para a reducdo dos quistos sem toxicidade observavel. (Lobo et al., 2013; Beck e Cushion, 2009)

1.2 | GLICOPROTEINAS MAJOR DE SUPERFICIE (MSG)
Os antigénios de superficie de P. jirovecii séo particularmente interessantes como biomarcadores
moleculares, pois encontram-se na ligacdo entre hospedeiro e agente patogénico, sendo facilmente

isolados e estudados, e apresentando um papel importante na resposta imunitaria. (Stringer, 2005)
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As glicoproteinas major de superficie (Msg) representam a maioria dos antigénios de superficie
sendo encontradas, quer nas formas tréficas, que nas formas quisticas de Pneumocystis. (Stringer,
2005) Sdo um complexo de proteinas altamente glicosiladas, apresentando hidratos de carbono ricos
em manose, e com uma massa molecular de = 100kDa. Estes antigénios de superficie encontram-se
envolvidos na interacdo hospedeiro-agente patogénico, através da ligagcao a moléculas do hospedeiro
como a fibronectina e surfatantes, possibilitando a aderéncia aos pneumécitos de tipo I. (Stringer,
2005) Na sua totalidade, o genoma de Pneumocystis contém cerca de 100 genes codificantes de
varias Msg, no entanto, & expressa uma Unica isoforma de cada vez durante os varios momentos da
infecdo, suspeitando-se que estas sejam ativadas através de mecanismos de regulacdo de
transcricdo. Particularmente importante tem sido o fragmento conservado que codifica para a regiao
carboxilo-terminal de Msg, denominada fragmento MsgC. (Djawe et al., 2010) A fracdo MsgC e as
suas variantes, MsgC1, MsgC3, MsgC8, MsgC9 séo fortemente reconhecidas por anticorpos no soro
de doentes seropositivos para VIH com PPc, promovendo titulos altos de anticorpos em doentes

seropositivos para VIH com PPc. (Gingo et al., 2011; Daly et al., 2006)

1.2.1 | Antigénio recombinante sintético multiepitopo

Com base nos estudos anteriormente apresentados, o0 antigénio recombinante sintético
multiepitopo (rsm), produzido no Instituto de Higiene e Medicina Tropical, resulta da sele¢do de trés
fragmentos hidrofilicos da regido C-terminal da proteina Msg de P. jirovecii, ligados entre si por
pontes de cinco residuos de glicina. (Tomas et al., 2016; Tomas, 2014) As pontes de glicina permitem
criar duas ligac6es ndo reativas, possibilitando a obtencdo de uma estrutura tridimensional que
permite a interacdo entre os epitopos dos antigénios e anticorpos, encontrando-se na sua
extremidade C-terminal uma cadeia poli-histidina (6xHis) que permite o processo de purificacdo por
cromatografia de afinidade com i6es metdlicos imobilizados. A TABELA 1. 2 apresenta as
caracteristicas do antigénio rsm, nomeadamente o seu indice de instabilidade e hidropaticidade, que
0 qualificam como estavel. Este antigénio foi sobrexpresso por um sistema recombinante de E. coli,
permitindo a sua obtencdo nas quantidades necessérias, garantindo a sensibilidade, reprodutibilidade

e especificidade dos ensaios. (Tomas, 2014)

TABELA 1. 2| Caracteristicas do antigénio recombinante sintético multiepitopo.

Parametros fisico-quimicos do antigénio recombinante sintético multiepitopo

Mw (inglés, Molecular weight) 16,7 kDa
Numero de aminoacidos 152
Ponto isoelétrico (pl) 8,57
indice de instabilidade 38,39
indice de hidropaticidade -0,702

1.3 | PROTEINAS RECOMBINANTES HIS-TAG E PURIFICACAO POR IMAC
As proteinas recombinantes revolucionaram a inddstria. Estas sdo de facil construcao e obtencao,
partindo regularmente de um gene/sequéncia de interesse que é clonado num vetor de expressao a

escolha, transformado num hospedeiro, sendo a cultura induzida resultante, purificada e
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caracterizada, permitindo obter a proteina recombinante em altas quantidades e de forma
reprodutivel. No entanto, existem problemas relacionados com o processo como: baixo crescimento
do hospedeiro, formacdo de corpos de inclusdo — que requerem um passo de tratamento — e
inatividade da proteina em estudo. Estes sdo dependentes principalmente do tipo de hospedeiro e
vetor de expressdo escolhidos. Os sistemas hospedeiros disponiveis incluem bactérias, leveduras,
fungos filamentosos e algas unicelulares. E. coli € o hospedeiro mais utilizado por apresentar uma
cinética de crescimento rapida que permite uma cultura em fase estacionaria em poucas horas e
obtencao de culturas de células com alta densidade. No entanto, a sua utilizacdo apresenta algumas
desvantagens que incluem a possivel instabilidade dos vetores - aquando fermentagdo em larga
escala -, toxicidade de alguns produtos genéticos, e folding proteico incorreto com consequente
inatividade dos produtos. (Rosano e Ceccarelli, 2014; Gellissen, 2005) O antigénio em estudo,
apresenta uma affinity tag de 6xHis. As tag para além de facilitarem o processo de purificacdo - que
ocorre através do seu bioreconhecimento -, ndo interferem com a estrutura da proteina, podendo ser
utilizadas para a imunodetecdo do produto final purificado. (Rosano and Ceccarelli, 2014; Tomas,
2014)

Na presente dissertagéo, foi utilizada a cromatografia de afinidade com i&o metalico imobilizado
(IMAC), técnica que permite que iBes metalicos imobilizados possam ser utilizados para fracionar e
purificar proteinas. Esta é constituida por quatro passos consecutivos: (1) aplicacdo de tampé&o de
lavagem; (2) amostra contendo a proteina recombinante; (3) seguida de aplicacdo de tampdo de
ligacéo; e por fim, (4) tampéo de eluicdo. (Janson, 2011) Os primeiros dois tampdes sdo tampdes de
equilibrio que apresentam uma baixa concentragdo de imidazole, composto essencial a todo o
processo de purificacdo, enquanto o tampéo de eluicdo apresenta concentracdes mais altas de
imidazole, que compete com a ligacao especifica das proteinas His-Tag aos ides metalicos forcando
a sua eluicdo. As proteinas His-tagged apresentam uma alta afinidade para os i6es metélicos que sao
imobilizados nas colunas de cromatografia permitindo uma purificacdo de forma especifica. A forca de
ligagdo entre as proteinas His-tagged e os ides metélicos imobilizados € controlada por fatores como
a estrutura e caracteristicas da proteina alvo, a presenca e propriedades da tag, propriedades do ido
metdlico, pH e composicdo do tampao de ligagcdo, os quais por sua vez influenciam o sucesso da
purificacdo dos produtos proteicos. (GE Healthcare, 2009) A purificacdo das proteinas é também
afetada pela localizagédo do produto dentro do hospedeiro, que pode variar entre secrecao proteica no
meio de crescimento, no espaco periplasmatico ou armazenamento em corpos de inclusdo (IB, do
inglés, inclusion bodies) insoluveis no citoplasma. Cada processo origina quantidades variaveis de
proteinas celulares que precisam de ser removidas para obter uma proteina recombinante pura. Os
IB, forma em que se encontra o antigénio rsm, séo agregados insollveis de proteinas que requerem
um passo de solubilizagdo — normalmente ureia que funciona como agente desnaturante e caotropico
— antes da purificagdo. (Rosano e Ceccarelli 2014; GE Healthcare, 2009) A concentragdo proteica €
um passo necessario apos purificacéo, existindo varias alternativas como: ultrafiltragdo (método mais
comum); concentracdo de pequenos volumes de solugdes proteicas através de didlise e ainda

polimeros, como Polietilenoglicol (PEG) e Ficoll™. (Janson, 2011)
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1.4 | NANOPARTICULAS DE OURO: PROPRIEDADES E APLICACOES

O avanco de areas como a nanotecnologia e bionanotecnologia no contexto da salde humana
tem permitido ao longo dos anos o desenvolvimento de novos métodos que possibilitam a detecédo de
microrganismos e o diagnoéstico de doengas com elevada sensibilidade e especificidade assim como
0 estudo e controlo da entrega de farmacos e de novas terapias. (Omidfar et al., 2013) Os
nanomateriais metalicos, como as nanoparticulas de ouro (AuNP), sdo entidades com um diametro
entre 1 e 100nm rodeados por um agente de revestimento e que apresentam propriedades éticas e
eletrénicas - dependentes da sua composicao, forma e tamanho - diferentes das que apresentariam a
macro escala como: alta estabilidade, solubilidade em agua, tamanho, dispersdo e morfologia
controlaveis, assim como uma superficie de funcionalizacédo simples e elevada area superficial. Todas
estas propriedades estdo diretamente relacionadas com o seu método de preparacdo, que permite o
controlo da sua composicdo, forma e tamanho. (Sperling e Parak, 2010) Acima de todas as
propriedades apresentadas pelas AuNP, as propriedades 6ticas como o alto coeficiente de extin¢éo e
a ressonancia plasmonica de superficie (SPR, do inglés, Surface Plasmon Ressonance) sao
especialmente importantes no desenvolvimento de biossensores colorimétricos. (Almeida et al., 2014)

A SPR é um fendmeno originado pela interacdo da radiacdo eletromagnética (campo oscilante)
com uma superficie metalica, neste caso a solucéo coloidal de AuNP, ou seja, quando a frequéncia
da onda eletromagnética é coincidente com a oscilacdo natural da nuvem de eletrdes condutores
presentes na superficie da AuNP, resulta numa ressonancia plasmonica de superficie caracterizada
por uma amplitude maxima de oscilagdo (FIGURA 1. 3). (Almeida et al., 2014; Yasun et al., 2013;
Uechi e Yamada, 2008) Através da variacdo das caracteristicas fisico-quimicas das AuNP - como a
morfologia e funcao dielétrica do meio - e por meio da agregacao das AuNP, é possivel alterar o
comprimento de onda da banda de amplitude maxima de SPR no espectro. (Huang e El-Sayed, 2010;
Uechi e Yamada, 2008)
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FIGURA 1. 3 | Efeito de SPR. Ressonancia plasmodnica de superficie. Adaptado de Yasun et al., 2013

As forcas que mantém as AuNP em solucéo coloidal séo repulsdes electroestéaticas, de exclusdo
estérica ou provenientes da uma camada de hidratacdo a superficie das nanoparticulas. Para as
AuUNP, com cerca de 15nm, a solucdo coloidal apresenta um espectro de UV-Vis com uma banda de
SPR com pico maximo de absorvancia a cerca de 520nm de comprimento de onda, caracteristico da
cor vermelha. Assim, uma solucdo de AuNP, encontra-se em estado coloide, apresentando cor
vermelha, ou num estado agregado, apés destabilizagdo das nanoparticulas, apresentando cor azul-
arroxeado, resultante da deslocacdo da banda SPR para comprimentos de onda mais elevados
(FIGURA 1. 4). (Baptista et al., 2008; Haiss et al., 2007)
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Esta mudanca de comprimento de onda das AuNP é a caracteristica que permite a sua utilizacéo
como sondas Oticas em diversas aplicagdes de detecéo e diagnoéstico, sendo dependente da variagéo
de caracteristicas fisico-quimicas das AuNP e da agregacéo. (Almeida et al., 2014; Uechi e Yamada,
2008) O estado de agregacéo € potenciado por fatores como: (1) auséncia de uma molécula de
revestimento forte para estabilizar as nanoparticulas; (2) presenca de solugbes com altas
concentracdes de sal e desestabilizacdo da camada de hidratacdo, que levam a aproximacdo das
nanoparticulas através de forcas atrativas, como forgas de dipolo induzido (Van der Waals, pontes de
hidrogénio); (3) ponto isoelétrico (pl) das moléculas a superficie da nanoparticula e pH da solugéo —

permitem alteracdo ou cancelamento das cargas superficiais das AuNP. (Sperling e Parak, 2010)
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FIGURA 1. 4 | Banda SPR de AuNP. A distancia entre AuNP afeta o pico de SPR, originando um desvio de

vermelho para azul, quando a distancia interparticula diminui. Adaptado de Almeida et al., 2014

As AuNP podem ser sintetizadas pela reducdo quimica ou eletroquimica de Au(lll) na presencga de
um agente redutor, sendo o tamanho e a forma final das AuNP controlados pelas condicBes
experimentais da sintese, nomeadamente, tipo de agente redutor utilizado, tempo de reacdo,
temperatura reacional e agente de revestimento. Na presente dissertacdo, a sintese de AuNP
esféricas com cerca de 15nm de didmetro, baseou-se no método de Turkevich, proposto em 1951, e
melhorado por Kimling. (Kimling et al., 2006; Turkevich et al., 1951) Neste método, o agente redutor é
o citrato de sédio, que além de funcionar como redutor do sal de Au(lll), reveste as AuNP obtidas,
prevenindo a sua agregacao. O agente redutor também possibilita o controlo sobre o tamanho e
forma geométrica das AuNP, obtendo-se no final da sintese uma solucdo de AuNP com o tamanho
numa gama entre os 10 e 20nm, e valor médio de 15nm. (Sperling e Parak, 2010) A preparacéo das
AuUNP é feita através da reducdo aquosa de um sal de Au(lll) [HAuUCI, (Au3+ > Au°)] por uma solugéo

de citrato de sédio, segundo a EQUACAO 1. 1

EQUACAO 1.1 | Esquema de reacdes da sintese de nanoparticulas pelo método de Turkevich.

Oxidac&o de citrato CeHgO7 > CsH 05+ CO, + 2 H + 2 €
Reducéo do sal a citrato AuCl; +2 e > AuCl+2CI
Dismutacao de espécies de ouro/Producao de atomos de ouro 3 AuCl > 2 Au® + AuCl,
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O citrato de sédio (agente de revestimento), representado na FIGURA 1. 5, ira ligar-se a superficie
das AuNP, estabilizando os nucleos, conferindo uma camada de iBes carregados negativamente a
sua superficie, impedindo a sua agregacdo através de forcas repulsivas e, consequentemente,

estabilizando as AUNP em solucéo coloidal. (Sperling e Parak, 2010)
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FIGURA 1. 5 | AuNP-Citrato. Redugdo aquosa de um sal de ouro por uma solucdo de citrato de sédio,

originando nanoparticulas de ouro estabilizadas. Adaptado de Szunerits et al., 2014

1.4.1 | Funcionalizagdo de nanoparticulas de ouro

De modo a aumentar a estabilidade das AuNP, estas podem ser funcionalizadas. A
funcionalizacdo refere-se a modificagdo de uma superficie atribuindo-lhe caracteristicas fisico-
quimicas diferentes das originais, podendo os ides de citrato ser substituidos por um ligando
bifuncional. Este ligando bifuncional apresenta numa extremidade a capacidade de estabelecer
ligagBes fortes com a superficie da AuNP e, na extremidade oposta, uma funcionalidade quimica
capaz de interacéo preferencial com a (bio)molécula com a qual se pretende conjugar. Os alcanotidis,
moléculas utilizadas para a conjugagdo de nanoparticulas com proteinas, possuem, numa das
extremidades, um grupo tiol (-SH) que se liga covalentemente as nanoparticulas e, na extremidade
oposta, um grupo carboxilico (-COOH) que confere a carga negativa uniforme a superficie das AuNP
e a possibilidade de formacdo de interacdes electroestaticas com biomoléculas. Na presente
dissertacéo, foram estudados o alcanotiél acido 11-mercaptoundecandico (MUA), bem como o
pentapéptido CALNN (Cisteina, Alanina, Leucina, Asparagina, Asparagina). (Franco e Pereira, 2012;
Sperling e Parak, 2010)

MUA (FIGURA 1. 6A) é uma molécula bifuncional constituida por um grupo tiol (-SH) na
extremidade N-terminal, uma cadeia alifatica e um grupo carboxilo (-COOH) na extremidade C-
terminal. A formacé@o de uma camada densa de cadeias alifadticas em torno das AuNP, bem como a
presenca de grupos carregados ajudam na estabilizacdo da solugéo coloidal. (Gomes et al., 2012;
Sperling e Parak, 2010) O grupo carboxilo estabiliza as AuNP por repulsdo electroestatica e o grupo
tiol apresenta forte afinidade para a superficie de metais como o ouro. CALNN (FIGURA 1. 6B)
apresenta uma elevada afinidade para o ouro, devido ao grupo tiol do seu residuo de cisteina N-
terminal, formando uma camada densa em torno das AuNP e contém um grupo hidrofilico em C-
terminal que garante a estabilidade e a solubilidade das AUNP em &gua. O grupo tiol na extremidade
N-terminal do residuo cisteina (C) permite a formac&o de uma ligacdo covalente entre a biomolécula
e a superficie das AuNP. Os residuos alanina (A) e leucina (L) possuem cadeias laterais hidrofébicas

que promovem o acoplamento da biomolécula em estudo. Os dois residuos asparagina (N) nao
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carregados apresentam grupos amida nas suas cadeias laterias hidrofilicas e um grupo carboxilico na
extremidade C-terminal que confere estabilidade e solubilidade em solucdes aquosas. (Lévy et al.,
2004)

A OH

W
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FIGURA 1. 6 | Representacdo esquemética da estrutura molecular dos componentes utilizados na
funcionalizacdo de AuNP. A. &cido 11-mercaptoundecandico (MUA); e B. pentapéptido CALNN. Adaptado de
Sperling e Parak, 2010

1.4.2 | EDC/NHS e BSA — Reticulagéo e estabilizacdo

No ambito deste trabalho, para além do estudo da funcionalizacdo de AuNP, foram também
estudados dois compostos e a sua influéncia nas ligacdes formadas entre a AUNP e o antigénio rsm,
com o qual se pretende formar bionanoconjugados: EDC/NHS — par de compostos utilizados na
reticulacdo de proteinas - e BSA (do inglés, Bovine serum albumine) — para a estabilizacdo de
ligacdes entre AUNP e antigénio. A formacao de uma ligacao covalente do tipo ligagédo peptidica entre
o grupo funcional das AuNP e a biomolécula a conjugar € uma ligagédo estavel entre as biomoléculas
e as AuNP, isto porque, a maior parte das proteinas contém grupos amina superficiais (provenientes,
por exemplo, das cadeias laterais de residuos de lisina), possibilitando a conjugagédo direta com as
AUNP.

O EDC [Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] € uma das carbodiimidas mais
utilizadas, catalisando a formacgéo de ligacdes amida entre os grupos carboxi e amina. A adicdo do
composto NHS [N-hidroxisuccinimida] estabiliza o intermediario formado pela reagcdo com EDC, O-
acilisoureia, através da formacdo de grupos funcionais éster. Apesar de serem compostos com
vantagens como a sua elevada solubilidade em &gua e facilidade de remocdo dos produtos
secundarios, sao extremamente dependentes de componentes como pH, e da razdo EDC/NHS
aplicada — pode ocorrer a perda de forcas electroestaticas repulsivas resultando em agregacao.
(Conde et al., 2014; Guirgis et al., 2012; Bartczak e Kanaras, 2011) A BSA (66,6 kDa) € uma proteina
monomérica sollvel em agua, que efetua o transporte de varios compostos exégenos e enddgenos
incluindo hidratos de carbono, aminoacidos, esteroides e farmacos. E normalmente utilizada em
bionanotecnologia como uma macromolécula inerte estabilizadora dos conjugados de ouro coloidal
ap6s a adsorcdo de anticorpos as AuNP, funcionando como um bloqueante e preenchendo as
ligagBes vazias existentes, estando descrita a sua preferéncia por superficies carregadas

negativamente. Apesar, do ponto isoelétrico da BSA ser 4,6 — encontrando-se carregada
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negativamente a pH 7, pH a que a maior parte das experiéncias nesta dissertacao é realizada -, a
BSA contém na sua superficie 60 grupos lisina que estdo carregados positivamente e que
estabelecem interacdes electroestaticas com componentes carregados negativamente, como as
AuNP. Quanto a sua estrutura, a BSA é composta por 3 dominios e em cada um desses dominios
existem 3 bolsos hidrofébicos — os bolsos 1A e IlIA tém sido particularmente estudados pela sua
capacidade de docking molecular. (Tsai et al., 2011; Thobhani et al., 2010)

1.4.3 | Formacéo de bionanoconjugados

As AuNP apresentam elevada biocompatibilidade e por isso, nos Ultimos anos tém sido alvo de
elevado interesse em aplicacdes biolégicas, nomeadamente em aplicagbes de biodiagndstico.
(Almeida et al., 2014) Na natureza existe uma grande variedade de moléculas organicas disponiveis e
passiveis de utilizacdo para conjugacdo de AuNP, podendo adotar diferentes composi¢des, tamanhos
e complexidades, incluindo péptidos, acgucares, enzimas, DNA ou RNA. (Sperling e Parak, 2010)

A conjugacdo de biomoléculas as AuNP gera complexos denominados de bionanoconjugados
(BNC) que permitem a formacao de interacdes de forma especifica com varios sistemas bioldgicos.
Os bionanoconjugados compostos por AuNP-anticorpo ou antigénio apresentam funcionalidades
Unicas provenientes de ambos os materiais, como o tamanho e caracteristicas éticas e magnéticas
das AuNP juntamente com a elevada capacidade de reconhecimento de analitos especificos.
(Quesada-Gonzalez e Merkogi, 2015; Arruebo et al., 2009) Para a formacgdo destes
bionanoconjugados existem 4 tipos de estratégias adotadas relativamente a conjugacdo das
biomoléculas as nanoparticulas de ouro: Ligagdo a superficie da nanoparticulas de ouro através de
adsorgdo aos grupos tiol (-SH); adsorcao electroestatica das biomoléculas carregadas positivamente
as AuNP funcionalizadas e carregadas negativamente; ligagdes por afinidade (ndo covalentes), como
0 sistema avidina-biotina; e por fim, ligagdo covalente através de conjuga¢éo quimica, explorando as
possiveis ligagbes entre os grupos funcionais da nanoparticula e da biomolécula, por exemplo
utilizando EDC/NHS. (Sperling e Parak, 2010) A ligacao direta das biomoléculas s AuNP é também
dependente da carga superficial, hidrofobicidade, tamanho e morfologia das mesmas, podendo
originar alteracdes na conformacdo das biomoléculas em ligagdo & AuNP — observado por Tsai
(2011) na ligacdo direta de BSA as AuNP. (Tsai, 2011) No presente trabalho, pretende-se
desenvolver um bionanoconjugado inovador, composto pelo antigénio recombinante sintético
multiepitopo (rsm), descrito anteriormente, ligado as AuNP - ao contrario dos bionanoconjugados
observados regularmente na literatura e compostos por ligacdo AuNP-anticorpo. (Arruebo et al., 2009;
Byrne et al., 2009)

A producdo do antigénio recombinante e sintético provém néo sé da necessidade de garantir as
quantidades necessarias para a criacdo do teste de diagndstico rapido, mas também da necessidade
do desenvolvimento de um antigénio com elevadas capacidades imunogénicas, formado pelas
fracbes mais imunogénicas e que permita a detecdo de anticorpos circulantes produzidos em
resposta a presenca de P. jirovecii no organismo humano. Estes anticorpos circulantes contra P.
jirovecii, quando em contacto com o antigénio rsm desenvolvido, irdo ligar-se com elevada afinidade.

Assim, conjugando o antigénio rsm com as AuNP funcionalizadas, tornar-se-a possivel detetar a

14



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

presenca/auséncia de infecdo através do TDR a desenvolver. A utilizacdo de bionanoconjugados
compostos por AuNP em testes de diagnostico beneficia das propriedades Unicas que estas
apresentam, descritas anteriormente, e que possibilitam ndo s6 uma detegdo do analito alvo, como o

desenvolvimento de um diagndstico de rapido e de facil utilizagao.

1.5 | TESTE DE DIAGNOSTICO RAPIDO (TDR)

Os bionanoconjugados tém duas grandes aplicacbes médicas: terapia e detegdo, sendo esta
Gltima o foco da presente dissertacdo. O diagndstico precoce possibilita uma acédo rapida na
prescricdo de tratamento adequado permitindo a reducdo do nuimero de pessoas infetadas, do
namero de mortes e um maior controlo da taxa de transmissao da doenca. (Wild et al., 2013;
Wickramasinghe et al., 2007) Os métodos mais comuns para o diagnéstico da PPc (seccdo 1.1.4.2),
possibilitam um diagnéstico com especificidade e sensibilidade variaveis, necessitando de técnicos e
equipamento especializado - raramente disponivel em paises subdesenvolvidos, impossibilitando o
diagndstico precoce necessério para o controlo da PPc - e baseiam-se em amostras obtidas de forma
extremamente invasiva e dolorosa para o doente. De modo a obviar estes problemas, surgem os
testes imunocromatograficos ou testes de diagndéstico rapido (TDR), que tém como objetivo principal
tornar o diagnéstico um processo rapido, sensivel, especifico e barato, permitindo a obtencdo de um
resultado de facil interpretacdo uma vez que ndo é necessario 0 recurso a técnicos especializados.
(Wild et al., 2013)

1.5.1 | TDR para a dete¢do de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

O ensaio a desenvolver futuramente serd um TDR imunocromatogréfico de fluxo lateral ou LFIA
(do inglés, Lateral flow immunoassay). Os imunoensaios em fluxo lateral permitem o rapido
diagndstico com obtencdo do resultado em 5/10 minutos, podendo ser utilizados vérios tipos de
amostras complexas como urina, sangue, plasma ou saliva, permitindo a dete¢do de uma vasta gama
de analitos como: agentes infeciosos (parasitas, bactérias, virus), anticorpos contra agentes
infeciosos, hormonas, toxinas, farmacos ou drogas. Este tipo de testes destaca-se pela sua
portabilidade, baixo custo, alta sensibilidade e especificidade, permitindo a sua utilizacdo em éareas
remotas, onde o recurso a métodos e técnicos especializados para interpretacdo de resultados ndo é
possivel. Os testes LFIA sdo constituidos por varios segmentos hidrofilicos — zona de aplicacdo, zona
de conjugacao, zona de detecéo e zona de absor¢do — que se encontram numa tira, o que garante o
fluxo continuo, sendo revestidos por um invélucro de plastico. (Wild et al., 2013) O TDR em estudo na
presente dissertacdo, é um teste qualitativo, que permitira a obtencdo de uma resposta positiva ou
negativa para a presenca de infecdo por P. jirovecii, através do recurso a espécimes biolégicos
obtidos de forma n&o ou pouco invasiva, como o soro. As fontes de inovacdo deste TDR s&o o analito
a detetar, nomeadamente anticorpos circulantes anti-P. jirovecii, € 0 antigénio rsm, que permitirda a
identificacdo da presenca/auséncia de infecdo através da ligacdo especifica aos anticorpos
circulantes anti-P. jirovecii. O TDR em desenvolvimento apresenta uma fase de captura de anticorpos
circulantes especificos anti-P. jirovecii, utilizando uma superficie sélida como uma tira de nitrocelulose
ou papel de filtro, onde sdo capturados pelos bionanoconjugados desenvolvidos e constituidos pelas

AuNP funcionalizadas e conjugadas com o antigénio rsm.
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FIGURA 1. 7 | Representacdo esquematica do TDR para a detecdo de anticorpos anti-P. jirovecii. A. TDR e

respetivos componentes do teste; B. Teste positivo; C. Teste negativo.

O teste funcionard, como esquematizado na FIGURA 1. 7. Uma extremidade da tira de
nitrocelulose/papel de filtro € imersa na amostra biologica liquida que contém os anticorpos
circulantes especificos anti-P. jirovecii a detetar. A amostra percorre a superficie por capilaridade,
arrastando os anticorpos circulantes nela contidos até a zona de conjugac¢édo. Posteriormente, vao-se
ligar & zona de detecdo, que contém a linha de teste - regido com anti-Ig anti-P. jirovecii direcionado
para os anticorpos circulantes contra os patogénios em estudo — e a linha de controlo - regido com
anticorpos especificos anti-antigénio rsm (anti-arsm). Ao percorrer a fita, o anticorpo circulante liga-se
ao antigénio conjugado as nanoparticulas de ouro (BNC) e o complexo recém-formado é deslocado
no sentido do fluxo da amostra, ao longo da tira. O anticorpo anti-anticorpo lg imobilizado, especifico
para os anticorpos circulantes, reconhece o anticorpo ligado aos bionanoconjugados, ocorrendo a
acumulacéo do complexo na regido da tira de nitrocelulose. A acumulacdo nesta regido gera um sinal

colorido vermelho.

O bionanoconjugado que nao se ligou a anticorpos circulantes ird continuar a difundir ao longo da
tira, sendo capturado por anticorpos especificos contra o antigénio rsm. A semelhanca do sinal
gerado para o complexo com anticorpos circulantes, a acumulacdo do antigénio rsm conjugado a
AUNP gera um sinal colorido vermelho, que serve de controlo no teste LFIA. Sendo assim, para a
obtengdo de um teste positivo, € necessaria existéncia de duas tiras vermelhas, tanto na linha de
teste, como na de controlo, e para um teste negativo, a existéncia de unicamente uma tira vermelha,

representativa da linha de controlo.
1.6 | PRINCIPAIS METODOS UTILIZADOS

1.6.1 | ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
O método ELISA consiste num método imunoenzimatico, desenvolvido por Eva Engvall e Peter

Perlmann em 1971, para detecdo e quantificacdo de uma proteina especifica numa mistura
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complexa. (Engvall e Perlmann, 1971) Este método permite a detecdo de determinada substéncia,
usualmente um antigénio, numa amostra liquida, através de reacdes com anticorpos marcados com
enzimas, baseando-se o resultado final na alteragéo de cor relacionada com a interagédo entre ambos.
A fosfatase alcalina ou a peroxidase sdo exemplos de enzimas frequentemente utilizadas. Os ensaios
de ELISA sdo compostos por um sistema de captura, um analito e o sistema de detecéo
(espectrofotometro). Os testes ELISA sdo regularmente utilizados para o diagnéstico de agentes
infeciosos como parasitas, bactérias, virus, proteinas, anticorpos ou hormonas, tendo-se em conta o
tipo de ligacdo e tamanho do antigénio, a sensibilidade e precisdo desejadas para a escolha da
configuracdo mais adequada ao estudo, existindo quatro categorias de ensaios ELISA -
imunomeétricos (direto, indireto e sandwich) e competitivos. (Gan e Patel, 2013; Jia et al., 2009)

Na presente disserta¢é@o utilizou-se o formato de ELISA indireta, que envolve a imobilizagéo do
antigénio rsm na microplaca, o qual é posteriormente detetado por um anticorpo primario. Por ultimo,
um anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina ligar-se-4 ao anticorpo primario,
originando na presenca de substrato uma cor amarela, cuja intensidade € medida a 405nm,

possibilitando a confirmacéo da presenca do antigénio apds a sua purificagdo através de IMAC.

1.6.2 | Eletroforese em gel de agarose

A técnica de eletroforese em gel de agarose é utilizada para separar sistemas biolégicos como
ADN e proteinas com alta resolucdo, no entanto, também permite a separacdo de nanomateriais,
sendo utilizada em bionanotecnologia. (Xu et al., 2007) A porosidade do gel de agarose é controlada
pelo aumento ou diminuicdo da concentragdo de agarose utilizada na preparacdo do mesmo. Assim,
uma alta concentracdo de agarose permite a obtencdo de um gel com poros de tamanho pequeno e
vice-versa, originando diferencas no gradiente de separacédo, e onde o processo de solidificacdo do
gel resulta da formacgéo de pontes de hidrogénio intra e intermoleculares entre cadeias de agarose.
(Wilson e Walker, 2010) A mobilidade eletroforética das nanoparticulas depende do tamanho e carga
das nanoparticulas, que se reflete na sua velocidade de migracdo e na forgca do campo elétrico
aplicado. (Zheng et al.,, 2015) A Equacdo 1. 2 permite calcular a mobilidade eletroforética (u em

cm2/V.s), onde v representa a velocidade de migragéo (cm/s) e E, o campo elétrico (V/cm).
= — Equacéo 1. 2

Na presente dissertagdo, a eletroforese em gel de agarose € utilizada para observacdo das
diferencas na migracdo entre bionanoconjugados aquando alteracdo da concentracdo de antigénio
presente ou da ligacdo de anticorpo aos bionanoconjugados AuNP-antigénio rsm. Assim sendo, a
formagé&o de bionanoconjugados AuNP-Antigénio rsm foi avaliada em eletroforese em gel de agarose.
As AuUNP previamente funcionalizadas com MUA, CALNN, MUA-EDC/NHS, foram adicionadas
diferentes raz8es molares de antigénio rsm e de antigénio rsm acoplado a BSA, sendo possivel
observar qual dos componentes presente em solucéo favorece a conjugacao das AuNP ao antigénio
rsm e determinar a razdo molar de antigénio necessdria para a obtencdo de AuNP completamente

revestidas com uma coroa de proteina.
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1.7 | OBJETIVOS

As infegcdes flangicas invasivas sdo uma causa importante de mortalidade e morbilidade,
especialmente em doentes imunodeprimidos ou hospitalizados com doengas severas. A PPc é uma
doenga presente em hospedeiros com o sistema imunitario debilitado, como doentes seropositivos
para VIH e doentes recentemente transplantados ou com cancro sob o efeito de tratamentos
imunossupressores. (Lobo et al., 2013) Como referido, a falta de sistema in vitro de cultivo de P.
jirovecii aliado a especificidade de espécie; a auséncia de detecdo de P. jirovecii fora dos seus
hospedeiros; e, por fim, o facto dos espécimes biolégicos necessarios para a detecdo e diagnostico
de P. jirovecii e PPc, respetivamente, serem de obtencdo invasiva, provocando desconforto ao

doente, dificultam a obtencdo de um diagnéstico definitivo. (Helweg-Larsen, 2004)

Pneumocystis jirovecii € um fungo atipico com um ciclo de vida bifasico e presente nos pulmdes
do hospedeiro ligado ao epitélio dos alvéolos pulmonares através dos pneumdcitos de tipo I. Esta
aderéncia é inicialmente mediada pelas glicoproteinas major de superficie (MSG) com cerca de 95-
140kDa, antigénios mais abundantes na superficie de Pneumocystis com um papel crucial na
interacdo com o hospedeiro e ativacdo de resposta imunitéria, representando uma familia de genes
polimorfica com altos niveis de variagdo antigénica, que permitem o mecanismo de evasdo ao
sistema imunol6gico do hospedeiro. (Helweg-Larsen, 2004) Estudos sobre a MSG recaem num
fragmento recombinante relativamente conservado que codifica a regido C-terminal, denominada
fragmento MsgC e que demonstra resultados promissores para imunodiagnéstico da PPc (Djawe et
al., 2010; Daly et al., 2004) A disponibilidade de um teste fiavel e sensivel para dete¢do de P. jirovecii
proporcionaria um grau de especificidade superior e substituiria os métodos de amostragem invasiva

utilizados.

Assim, e dando seguimento ao trabalho desenvolvido anteriormente com supervisdo conjunta dos
laboratérios da Professora Doutora Olga Matos (e Inv. Fernando Cardoso, IHMT/UNL), do Professor
Doutor Ricardo Franco (e Dr®. Inés Gomes, UCIBIO e FCT/UNL) e da Professora Doutora Euldlia
Pereira (e Mestre Miguel Peixoto de Almeida, UCIBIO e FCUP), a presente dissertacdo teve como
objetivo o desenvolvimento de bionanoconjugados robustos constituidos por nanoparticulas de ouro
(AuNP) e antigénio sintético recombinante multiepitopo (rsm) especifico que permitirdo a criagao de
um TDR imunocromatografico em fluxo lateral para a detecdo de anticorpos circulantes anti-P.
jirovecii no soro de doentes. Para tal, efetuou-se a expressao, producéo e purificacdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo, anteriormente desenvolvido a partir de epitopos hidrofilicos da
regido C-terminal da proteina MSG de P. jirovecii. (Tomas et al., 2016; Tomas, 2014) E, conjugou-se
com as AuNP para a formacédo de bionanoconjugados AuNP-Antigénio rsm. Por fim, a capacidade de
interacdo dos bionanoconjugados a amostras serolégicas foi testada através da observacdo de

ligagdo especifica entre os bionanoconjugados a soro policlonal anti-arsm.
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2 | MATERIAL E METODOS

2.1 | PREPARACAO DO ANTIGENIO RSM
No presente estudo, foi necessario expressar, produzir e purificar o antigénio recombinante
sintético multiepitopo (rsm), procedendo-se de seguida a sintese das nanoparticulas de ouro (AuNP),

funcionalizacéo e conjugacao das mesmas, para a formacéo dos bionanoconjugados.

2.1.1 | Expressédo do Antigénio rsm em E. coli XJb(DE3)

A sequéncia do antigénio rsm encontrava-se inserida no vetor de expressdo pLATE31, em
Escherichia coli BL21Star(DE3), tendo sido este posteriormente clonado em E. coli XJb(DE3). (Tomas
et al., 2016; Coutinho, 2015; Tomas, 2014) O vetor de expressdo pLATE31, permitiu a expressao do
antigénio rsm com uma cauda de seis histidinas na extremidade C-terminal. Os elementos genéticos
gue compdem o vetor de expressao e as suas fungdes bem como a constituicdo em aminoacidos do
antigénio rsm, encontram-se no Anexo 7.1 (pag. 61). As células transformadas e individualizadas de
E. coli XJb(DE3) com o vetor de expressdo pLATE31 foram inoculadas em placas de Petri com meio
LB-Agar com 100pug/mL de ampicilina, tendo sido posteriormente armazenadas a -80°C para
manutenc@o da sua viabilidade. O estudo de expressdo e producdo do antigénio rsm em E. coli

XJb(DES3) prosseguiu através da repicagem de col6nias transformadas. (Coutinho, 2015)

Com o intuito de isolar colénias de células transformadas, repicou-se em placa de Petri com meio
Luria Broth-agar (Nzytech) com ampicilina (100ug/mL; Nzytech), 22 colénias transformadas de E. coli
XJb(DE3) contendo o vetor de expressdo pLATE31l. Incubou-se o/n a 37°C, verificando-se o
aparecimento de colénias individualizadas. Apés incubagdo, uma coldnia isolada foi inoculada em
4mL de meio LB Broth (Nzytech) com ampicilina a 100pug/mL, deixando-se a incubar o/n a 4°C.
Posteriormente, o pré-inéculo 2 foi diluido em 35mL de meio LB Broth com ampicilina (100pg/mL) e
incubou-se durante 5h a 37°C, com agitacdo de 2g (Shaker SK-300, Lab. Companion). No final, foi
novamente diluido em 100mL de meio LB Broth com ampicilina (100ug/mL), deixando-se a incubar
o/n a 37°C com agitacao de 2g (Shaker SK-300, Lab. Companion). Findo este periodo, o indculo foi
diluido em 600mL de meio LB Broth com ampicilina (100ug/mL). Incubou-se a 37°C com agitacédo de
29 (Shaker SK-300, Lab. Companion), até atingir a densidade 6tica (OD, do inglés, Optical Density)
entre 0,6 — 1, a 600nm, correspondente a fazer exponencial da curva de crescimento celular. Quando
0 crescimento bacteriano atingiu a OD pretendida, foi induzida a expressdo da proteina em estudo na
presenca de 1mM de isopropil-tio-B-D-galactosideo (IPTG; Fischer-Scientific) e deixou-se a incubar

durante 3h, a 37°C com agitacdo de 2g (Shaker SK-300, Lab. Companion).

O ensaio de crescimento bacteriano foi efetuado em duplicado e dividiu-se igualmente o volume,
armazenando-se a 4°C. O volume de crescimento bacteriano induzido de cada falcon foi centrifugado
a 5000g durante 10min (KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000). O sobrenadante foi descartado e cada
sedimento foi ressuspendido em 7mL de meio LB fresco com ampicilina (100ug/mL), L-arabinose
(3mM; Zymo Research), cloranfenicol em DMSO (100pg/mL; Sigma-Aldrich) e IPTG (0,2mM; Fischer-
Scientific), seguido de um periodo de incubagdo de 2h30min, a 30°C com agitacdo de 2g (Shaker SK-
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300, Lab. Companion). Por fim, centrifugou-se a temperatura ambiente, durante 10min a 5000xg
(KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000), descartando-se o sobrenadante. Para ressuspender o
sedimento adicionou-se 5mL de tampéo de lise [LOmM Tris-HCI pH 8,0; 50mM KCI (VWR); 1mM
EDTA; 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich); 0,5% CHAPS (Roth)] juntamente com 0,2mM Fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma-Aldrich), 2mM CacCl, (Sigma-Aldrich) e 0,02ug/mL DNAse | (Sigma-

Aldrich) e congelou-se a -20°C. O procedimento encontra-se representado na FIGURA 2. 1.

Isolamento de coldnias OD a 600nm: 0,6 - 1

@ IPTG (1mM)

Pré-inéculo Pré-inéculo 2 Pré-inéculo 3
4mL meio LB + 35mL meio LB + 100mL meio LB +
Ampicilina (100pg/mL)  Ampicilina (100pg/mL) ~ Ampicilina (100pg/mL)

600 mL meio LB +
Ampicilina (100pg/mL)

. = 5000g / 10min

— .. — 7mL meio LB; Ampiclina (100pg/mL);
L-arabinose (3mM); IPTG (0.2mM);
Cloranfenicol em DMSO (100pug/mL)

5mL Tampéo de lise; PMSF (0,2mM); 5000 g / 10min
CaCl, (2mM); DNAse | (0,02pg/mL)

FIGURA 2. 1 | Producéo e expresséo do antigénio rsm em E. coli XJb(DE3).

De forma a promover a lise das membranas celulares, procedeu-se a um ciclo de congelacdo e
descongelagdo. Comegou-se por descongelar a temperatura ambiente os falcons e adicionou-se 1mL
de tampéo de lise. Centrifugou-se a 5000g (KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000) durante 15min a
temperatura ambiente, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 2mL de
tampdo de lise, efetuando-se novamente um ciclo de congelagéo a -20°C durante 30min. Findo esse
ciclo, centrifugou-se a temperatura ambiente durante 15min a 5000g (KUBOTA Centrifuges, Modelo
4000), descartando-se novamente o sobrenadante e ressuspendendo o sedimento em 6mL de 8M
Ureia (Sigma-Aldrich) de modo a solubilizar os corpos de inclusdo. Centrifugou-se novamente a
temperatura ambiente, durante 15min a 5000g (KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000), descartou-se o
sedimento e o sobrenadante foi recolhido para posterior purificacdo, tendo sido armazenado a -20°C.
Foi também recolhida uma aliquota de cada sobrenadante e sedimento, para se avaliar o resultado

da lise celular e confirmar a presenca do antigénio por eletroforese em gel de SDS-PAGE (15%).
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2.1.2 | Purificacdo do antigénio rsm através de colunas IMAC

Para proceder a purificagdo do antigénio rsm foi utilizada uma coluna de cromatografia de
afinidade com ides metdlicos imobilizados (IMAC, do inglés, Immobilized Metal Affinity
Chromatography), originariamente com resina de ido niquel (Ni**), removida e substituida por uma
resina com i6es de Cobre (Cu2+), essencial para a purificagdo de proteinas recombinantes marcadas
com histidina. Na presente dissertacdo, uma coluna de cromatografia HiTrap de 1mL (GE Healthcare
Life Sciences) foi empacotada com 1mL de resina Ni Sepharose 6 FastFlow (GE Healthcare Life
Sciences). Antes da purificacdo, a coluna de cromatografia foi lavada com 5mL de tampdo de
remocado [20mM Fosfato de sdédio (Na,HPO,; Merck); 500mM Cloreto de sdédio (NaCl; Nzytech);
50mM EDTA (Sigma-Aldrich); pH 7,4] de modo a substituir todo o niquel original da coluna por ido
cobre, permitindo obter melhores resultados em relacéo a purificagdo deste antigénio recombinante.
De seguida, a mesma coluna foi lavada com 10mL de agua Milli-Q, 5mL de Hidroxido de sodio
[NaOH; 0,1M; Merck] e 15mL de &gua Milli-Q.

No final, foi adicionado 3mL de 0,1M de sulfato de cobre penta-hidratado (Merck). A coluna foi
colocada a 4°C durante 30min, e antes de nova utilizacdo lavada com 20mL de &gua Milli-Q.
Inicialmente, testou-se o tampéo fosfato de sédio a pH 7.4, como tampéo de ligacdo, lavagem e
eluicdo. A coluna IMAC com resina com ides Cu®* foi previamente equilibrada com 10mL de tampé&o
de lavagem fosfato de sdédio pH 7,4 [20mM Na,HPO,; 500mM NacCl; 20mM Imidazole (99%, Sigma);
pH 7,4]. De seguida, a 2mL de amostra lisada adicionou-se 670uL de tampao de ligacdo e a amostra
foi aplicada na coluna. Aplicou-se 10mL de tampé&o de ligacdo Fosfato de sédio pH 7,4 [20mM
Na,HPO,4; 500mM NacCl; 20mM Imidazole; pH 7,4], para garantir que todas as proteinas ligadas néo
especificamente a coluna sdo eliminadas. Por fim, aplicou-se 20mL de tamp&o de eluicdo Fosfato de
sédio pH 7,4 [20mM Na,HPO,. 500mM NaCl; 500mM Imidazole; pH 7,4]. O aumento da concentragéo
de imidazole influencia o0 modo como a cauda de histidina do antigénio rsm esta fixa aos ides de
cobre presentes na coluna, permitindo a sua eluicdo de forma especifica. Durante todo o processo
foram recolhidas fra¢cdes continuas de 1mL e armazenadas a 4°C. De seguida, mediu-se a
absorvancia a 280nm, através de UV-Vis, recorrendo ao Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Em

cada ensaio, obteve-se 10mL de antigénio purificado.

2.1.2.1 |Otimizacéo do procedimento de purificacdo por IMAC
Uma vez que o antigénio rsm serd utilizado na formacé@o de bionanoconjugados foi necessario
proceder-se a otimizacao da purificacdo do mesmo assegurando o sucesso dos posteriores estudos
de detecdo. Procedeu-se entdo a otimizacdo da purificacdo de forma a obter o antigénio na forma
mais pura possivel. Realizaram-se seis ensaios diferentes, pormenorizadamente descritos no Anexo
7.2 (pag. 62). A TABELA 2. 1 resume as diferentes combinacdes de tampdes testados e variados nos
ensaios. O antigénio rsm purificado com Tris-HCI pH 8,0 no sexto, e ultimo, ensaio foi utilizado na

continuagéo do trabalho e conjugagédo com as nanoparticulas de ouro.

21



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

TABELA 2. 1 | Ensaios de purificagdo por IMAC. Otimizacdo da purificagdo do antigénio rsm.

Ensaio Tampdo de lavagem e ligagéo Tampao de eluicdo
Fosfato de sodio pH 7,4 Fosfato de sédio pH 7,4
MES pH 6,0 MES pH 6,0
MES pH 6,5 MES pH 6,5
1° Ensaio HEPES pH 7,5 HEPES pH 7,5
Comparacdo entre 8 tampdes HEPES pH 8,0 HEPES pH 8,0
Tris-HCI pH 8,0 Tris-HCI pH 8,0
Tris-HCI pH 8,5 Tris-HCI pH 8,5
Bicarbonato de sédio pH 8,5 Bicarbonato de sddio pH 8,5
HEPES pH 7,5 HEPES pH 7,5
2° Ensaio HEPES pH 8,0 HEPES pH 8,0
Presenca e auséncia de glicerol Tris-HCI pH 8,0 Tris-HCI pH 8,0
Tris-HCI pH 8,5 Tris-HCI pH 8,5
3° Ensaio Fosfato de Sédio pH 7,4
Alteragdo de tampao de lavagem Bicarbonato de Sodio pH 8,5 HEPES pH 7,5
e ligacao HEPES pH 7,5
4° Ensaio Fosfato de Sédio pH 7,4
Alteragdo de tampao de lavagem Bicarbonato de Sodio pH 8,5 Tris-HCI pH 8,0
e ligacao Tris-HCI pH 8,0
5° Ensaio HEPES pH 7,5 HEPES pH 7,5
HEPES pH 7,5/ Tris-HCI pH 8,0 Tris-HCI pH 8,0 Tris-HCI pH 8,0
6° Ensaio
Tris-HCI pH 8,0 Tris-HCI pH 8,0

Purificac&o final de antigénio rsm

2.2 | ANALISE DO ANTIGENIO RSM PURIFICADO

Por ELISA (Enzyme-LIinked Immunosorbent Assay) e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), a 15%, foi possivel observar a presenca do antigénio rsm em cada fragdo do volume eluido,
durante a purificac@o, e determinar a sua pureza. Os volumes de cada fra¢éo eluida, resultantes dos
ensaios de purificacdo, foram dialisados numa fita de dialise com porosidade 12,400 MWCO
(Molecular Weight Cut-Off, D-0655, Sigma), com o objetivo de remover o imidazole e o0 excesso de
NaCl da solucéo que contém o antigénio, o/n a 4°C seguido de 4h em agitacdo a 4°C, alterando o
tampdo em que se encontra 0 antigénio para tampao Tris-HCI pH 8,0 [LOmM Tris-Base (99%,
Applichem); 20mM NacCl; 2%(v/v) glicerol (87%; Merck); pH 8,0].

Efetuou-se, posteriormente a didlise, a concentracdo dos volumes de antigénio purificado com
PEG8000 (Sigma), o/n a 4°C, através da aplicacdo de PEG por cima da fita de dialise. Para a
guantificacdo da concentracao final do antigénio rsm procedeu-se ao método de BCA. Numa tentativa
de compreender a origem de uma proteina “contaminante” presente nas amostras, com cerca de
38kDa, foi efetuado Western-Blot.
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2.2.1 | ELISA indireta (Enzyme-LInked Immunosorbent Assay)

Numa microplaca de ELISA de 96 pocos, transparente de fundo raso (Greiner), adicionou-se 50uL
de cada fracéo obtida dos passos da purificacdo do antigénio rsm, em duplicado. Deixou-se incubar a
37°C durante 1h. Seguidamente lavou-se a microplaca, uma vez, com tampao fosfato salino, PBS 1x
[do inglés, Phosphate-Buffered Saline; 137mM NacCl; 2,7mM KCI (Sigma); 10mM Na,HPO,; 1,8mM
Fosfato de potassio (KH,PO,; Merck); pH 7,4]. Posteriormente, adicionou-se 50uL de soro policlonal
primario diluido 1:400 em PBS-Tween 1x [PBS 1x; 0,025% Tween-20 (Merck-Schuchardt)]. Este soro
€ um soro policlonal anti-arsm made in house através da imunizacdo de murganhos Balb/C com o
antigénio recombinante multiepitopo sintético, tendo-se isolado o antigénio diretamente de géis SDS-
PAGE a 15% e injetando-se de seguida nos murganhos Balb/C juntamente com adjuvante incompleto
de Freud (Sigma). (Tomas, 2014) Deixou-se a incubar o soro primario policlonal a 37°C, durante 1h.
No final, verteu-se a microplaca e lavou-se com PBS-Tween 1x, trés vezes seguidas, de modo a
remover o excesso de anticorpo e eliminar ligagdes inespecificas. Posteriormente, adicionou-se 50uL
de anticorpo secundario, um anti-lgM anti-rato conjugado com enzima fosfatase alcalina e produzida
em cabra (A-7784, Sigma Immuno Chemicals) diluido 1:10.000 em PBS-Tween 1x. Incubou-se a
37°C, durante 1h e apés este periodo, a microplaca foi lavada trés vezes com PBS-Tween 1x e uma
quarta vez com agua para remover 0 excesso de anticorpo secundario. Adicionou-se 50uL de
substrato 4-nitrofenilfosfato dissédico (4NPP, AppliChem) diluido a 1mg/mL em tampao substrato
[LOmM Dietanolamina (Sigma-Aldrich); 0,5mM MgCl, (Sigma-Aldrich); pH 9,8] e deixou-se incubar a
37°C durante 1h. O resultado do ensaio foi determinado pela leitura da absorvancia a 405nm, no leitor
de microplacas Infinite 200 Pro da Tecan, permitindo inferir sobre a presenc¢a do antigénio. Todo este

processo foi efetuado em duplicado.

2.2.2 | Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condigbes desnaturantes, a 15%, permite analisar a
pureza do antigénio em estudo, assim como o0 seu peso molecular. (Wilson e Walker, 2010) Os géis
constituidos por acrilamida/bis-acrilamida (30%(m/m); Nzytech) numa propor¢do de 37,5:1, foram
corridos recorrendo aos equipamentos Mini-Protean 1l Tube Cell (Bio-Rad) e EC4000P Series 90
Programmable (Apparatus Corporation). A 20uL de amostra a analisar adicionou-se 10uL de tampé&o
de amostra [1%(p/v) Azul de Bromofenol (Sigma B-6131); 10%(v/v) Glicerol (87%, Merck); 715mM -
mercaptoetanol (Merck); 10%(p/v) SDS; 0,5M Tris-HCI; pH 6,8]. A mistura é homogeneizada e
aquecida em agua a 100°C, durante 10min, sendo de seguida centrifugada a temperatura ambiente a
13200g (KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000) durante 2min. Os géis foram mergulhados em tampéao
de corrida [1,92M Glicina (Sigma-Aldrich); 1%(v/v) SDS; 0,25M Tris], tendo sido aplicado no primeiro
poco do gel, 3uL de marcador de pesos moleculares (Consultar o Anexo 7.3 (pag. 65)) e nos
restantes pocos necessarios, 15uL de amostra. Por fim, aplicou-se uma corrente de 180V, 35mA e
15W, durante cerca de 50min. Quando finalizada a corrida, os géis foram corados o/n recorrendo a
uma solucdo corante [10%(v/v) Acido acético (Riedel de Haen); 2% Azul Coomassie R-250 (Sigma);
35%(v/v) Metanol (Pronolab)]. Depois de corados, 0 excesso da solucdo é removida utilizando uma
solucdo descorante [7%(v/v) Acido acético; 5%(v/v) Metanol] até as bandas proteicas serem

observaveis no gel. A constituicao dos géis encontra-se no Anexo 7.4 (pag. 66).
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2.2.3 | Western-Blot

O ensaio de Western Blot apenas foi utilizado numa tentativa de compreender a origem da
proteina “contaminante” presente nos géis de SDS-PAGE, com cerca de 38 kDa. Inicialmente as
proteinas presentes nas amostras sao separadas através de eletroforese em gel SDS-PAGE, a 15%.
De seguida, o gel, as membranas de nitrocelulose, e os papéis de filtro sdo colocados em tampéo de
transferéncia Tris-Glicina 1x [10x Tampdo Tris-Glicina (BioRad); 20% Metanol (Panreac)]. As
proteinas presentes no gel foram transferidas para as membranas de nitrocelulose através do sistema
Fastblot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Apparatus (Biometra, B33/B34) e EC4000P Series 90
Programmable (Apparatus Corporation), a 180V, 200mA e 8W, durante 1h30min. Apés o processo de
transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram incubadas durante 1h a 37°C com soro policlonal
primario anti-arsm [1/400 soro policlonal; 0,4% Leite em pé (Oxoid)]. De seguida, lavou-se trés vezes

com o tampé&o PBS-Tween 1x em intervalos de 30s entre cada lavagem.

No passo seguinte, foram efetuados dois protocolos de Western-Blot diferentes:

1)  Apods incubacdo com soro policlonal primario e lavagem, a membrana foi incubada com o
conjugado - anticorpo secundario anti-lgM anti-rato conjugada com a enzima fosfatase
alcalina (A-7784, Sigma Immuno Chemicals) diluida 1:5000 em PBS-Tween 1x - durante 1h
a 37°C. Seguidamente, a membrana foi lavada trés vezes com tampédo PBS-Tween 1x e
uma vez com agua Milli-Q.

2)  No segundo protocolo utilizado, o objetivo era comprovar que o “contaminante” provinha de
parte da E. coli XJb(DE3) utilizada no estudo. Ap6s a incubagdo com o soro policlonal
primario e respetivas lavagens, retirou-se com uma hansa de henle uma porcdo de
crescimento bacteriano de E. coli XJb(DE3) nado transformada. Acrescentou-se 100puL
tampéo de lise [10mM Tris-HCI pH 8,0; 50mM KCI; 1mM EDTA; 1% Triton X-100; 0,5%
CHAPS] e centrifugou-se a 13200xg (KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000) durante 1min. De
seguida, recolheu-se o sobrenadante, e aplicou-se 500uL de PBS-Tween 1x e 3uL de
anticorpo secundario anti-lgM, incubando-se durante 15min a 37°C. Posteriormente,
centrifugou-se a 13200g (KUBOTA Centrifuges, Modelo 4000) durante 5min. No final,
recolheu-se 500uL do sobrenadante e juntou-se a PBS-Tween 1x com leite em p6 a 0,5%. A
mistura foi aplicada nha membrana e deixou-se incubar durante 1h a 37°C. No final, lavou-se
a membrana trés vezes com tampao PBS-Tween 1x e uma vez com agua Milli-Q.

No final, adicionou-se a ambas as membranas o substrato NBT/BCIP [1:5 em agua Milli-Q; Zymed]

e deixou-se incubar durante 1h a 37°C. Apés incubacéo, é possivel observar a presenca de bandas
coloridas. NBT/BCIP sdo solu¢bes utilizadas para corar membranas marcadas com sondas com
fosfatase alcalina. A combinacéo entre NBT (do inglés, Nitro-blue tetrazolium chloride) e BCIP (do
inglés, 5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine) revela uma cor pUrpura intensa em reacao

com a fosfatase alcalina. (ThermoFisher, 2015)

2.2.4 | Método do acido bicinconinico (BCA)
Para determinar a concentragdo do antigénio rsm recorreu-se ao método de quantificacéo proteica

BCA. O método foi realizado de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. (Sigma-Aldrich,

24



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

2015) A 50 partes da solugdo A (Acido bicinconinico, Sigma) foi adicionada 1 parte da solugéo B
(Sulfato de Cobre (ll), 4%, Sigma). A mistura A+B é entdo distribuida em aliquotas de 1mL. Dessa
mistura, 7 aliquotas de 1mL sdo destinadas a construgdo da reta de calibragdo - as quais se
adicionou volumes crescentes de 0 a 24uL de BSA (do inglés, Bovine serum albumine; Sigma-
Aldrich) a 1mg/mL. Para determinar a concentracdo de antigénio rsm, adicionou-se 10uL de cada
amostra, em duplicado, por 1mL de mistura A+B. Seguiu-se um periodo de incubacdo de 30min a
37°C, ap6s o qual se mediu a absorvancia para o comprimento de onda de 562nm, num
espectrofotometro de UV-Vis (Varian Cary, modelo 50 versédo 3.0), utilizando uma célula de quartzo.
Através da reta de calibracao foi possivel calcular a concentragéo de antigénio rsm presente em cada
amostra (Ver Anexo 7.5 (pag. 67)).

2.3 | NANOPARTICULAS DE OURO (AUNP)

2.3.1 | Sintese quimica de nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNP) utilizadas durante o trabalho, foram sintetizadas de acordo com
0 método de Turkevich (Turkevich et al., 1951) e posteriormente desenvolvido por Kimling (Kimling et
al., 2006), com ligeiras altera¢cBes (Baptista et al., 2005). Este método baseia-se na reducao de acido
tetraclorourico (HAuCl,) na presenca de citrato de sodio (NazCgHsO-), que atua ndo s6 como agente
redutor mas também como agente de revestimento (do inglés, capping agent), proporcionando uma
estabilizacéo electroestatica as AUNP em solugdo. Antes de se iniciar o processo de sintese, todo o
material a utilizar na sintese foi previamente imerso em aqua regia [1:3(v/v); Acido Nitrico, HNOg
(Panreac); Acido Cloridrico, HCI (Panreac)] o/n, e no dia seguinte, rigorosamente lavado com agua
destilada e agua Milli-Q, até se obter um pH entre 7-8. A agua-régia permite eliminar possiveis
vestigios de metais que se encontrem depositados no material de vidro a utilizar, podendo estes
interferir com a sintese correta das AuNP, ao funcionarem como nucleos de cristalizagdo. Num baldo
de fundo redondo de 250mL foram adicionados 100mL de &gua ultrapura Milli-Q e 69,2uL de acido
tetracloroaurico 1,45mM [HAuUCl,. Au(lll) 30%(m/v) em HCI, 99,9% (Sigma-Aldrich)]. Para o
procedimento foi adaptado um condensador ao baldo de fundo redondo e a solugéo foi aquecida sob
refluxo utilizando uma placa de aquecimento (P Selecta) com um adaptador metdlico, sob agitacéo
moderada. Quando a solucdo entrou em ebulicdo, adicionou-se 10mL de citrato de sédio tribasico
dihidratado 38,8mM [CsHsNaz0,.2H,0; 1%(m/v); 99% (Sigma-Aldrich)], mantendo-se a solugéo sob
aquecimento e agitacao durante 15min. ApOs este periodo, manteve-se a solu¢do unicamente sob
agitacao durante 15min, deixando-se posteriormente a arrefecer a temperatura ambiente.

A solucdo de AuNP preparada foi caracterizada por espectroscopia de UV-Vis (Varian Cary,
modelo 50 versédo 3.0), e armazenada a 4°C, no escuro, para utilizacdo em ensaios posteriores. As
AUNP sintetizadas através deste método apresentam o pico maximo da banda de SPR a cerca de

520nm, caracteristico de formas esféricas entre 10 e 20nm de diametro. (Zeng et al., 2011)

2.3.2 | Caracterizacdo de AuUNP através de espectroscopia de UV-Vis
Para caracterizar o tamanho e concentragdo a que se encontram as AuNP sintetizadas, é utilizada

a espectroscopia de UV-Vis. Os espectros foram obtidos através de um espectrofotdmetro (Varian
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Cary, modelo 50, verséo 3.0), no intervalo de comprimento de onda de 300 a 900nm, com recurso a
células de quartzo (Hellma Analytics). Através dos espectros obtidos a partir da leitura da absorvancia
das amostras é possivel determinar o didametro e a concentragdo das AuNP obtidas, recorrendo ao
método descrito por Haiss. O espectro de UV-Vis também pode dar informagdo sobre a estabilidade
coloidal e alteragGes na banda de SPR apos a funcionalizacdo e conjugacdo. O método de Haiss
relaciona o valor de absorvancia maxima da banda de SPR (Absgpg) da solucdo coloidal de AuNP

para o comprimento de onda de 450nm (Abs,sg), como demonstrado na Equacéo 2. 1. (Haiss et al.,

2007) AbsSER

y = —— Equacgéo 2. 1
Abs450 nm

O valor resultante é utilizado para estimar o didmetro da AuNP substituindo o valor de y na
Equacéo 2. 2.

y = 0,335lnx + 0,7301 Equagdo 2. 2

Para cada didmetro de AuNP corresponde um coeficiente de extingdo molar tabelado para o

comprimento de onda de 450nm (€450nm €M M'lcm'l). Assim, através da Lei de Lambert-Beer,

representada na Equagdo 2. 3, determinou-se a concentracdo das AuNP (c — Concentragao (M); €450

— Coeficiente de Extingdo Molar a 450nm; b — comprimento do percurso 6tico).

__ Abs450nm
£450nm xb Equacéo 2. 3

2.3.3 | Funcionalizac&o de AuNP
De modo a alterar a superficie e natureza quimica das nanoparticulas revestidas por citrato de
sédio, testou-se a funcionaliza¢cdo das AUNP com MUA (&cido 11-mercaptoundecandico) ou CALNN
(pentapéptido Cys-Ala-Leu-Asn-Asn), com o intuito de aumentar a estabilidade coloidal das AuNP e

proporcionar superficies mais apropriadas para a futura conjugagcdo com o antigénio rsm.

2.3.3.1 | Funcionalizagdo: AuUNP-MUA e AuNP-CALNN

Para a funcionalizagdo de AUNP com MUA e CALNN, 0,7mL de solucédo de AuNP revestidas com
citrato de sddio, a uma concentragdo de 7,9nM e didmetro calculado entre 10 e 20nm, adicionou-se
um volume de solugcdo de MUA [MUA 10mM em etanol absoluto] e um volume de solucdo de CALNN
5mM, respetivamente, de modo a obter uma razdo molar AUNP:MUA de 1:5000 e uma razao molar
de AuNP:CALNN de 1:1000, deixando-se a incubar o/n a temperatura ambiente e no escuro. Apés o
tempo de incubacdo, a funcionalizacao das AuNP por estes agentes de revestimento, foi comprovada
através de espectroscopia de UV-Vis (Varian Cary, modelo 50 versdao 3.0), sendo idealmente

observada um desvio da banda de SPR de = 3/4nm.

2.3.4 | Conjugacao com Antigénio rsm
Apos funcionalizacdo, prossegue-se a conjugagdo das nanoparticulas para a formacao dos
bionanoconjugados com o antigénio rsm. Neste trabalho, de modo a garantir uma adsor¢éo eficaz do
antigénio as AuNP, foram também testados componentes como o EDC/NHS [Cloridrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida, Sigma-Aldrich; N-hidroxisuccinimida, Fluka] e BSA (Sigma-Aldrich).

Para as preparacdes de bionanoconjugados utilizaram-se duas concentragBes stock de antigénio
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rsm, a 6,1mg/mL e 8,6mg/mL. Todos os bionanoconjugados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 0,3%, sendo a mobilidade eletroforética avaliada através da aplicacdo eReuss
desenvolvida pelo professor Ludwig Kripphal do Departamento de Informatica (Faculdade de Ciéncias

e Tecnologia/Universidade Nova de Lisboa). Os géis apresentados séo representativos de triplicados.

2.3.4.1 |Bionanoconjugados: AuNP-MUA-Antigénio e AUNP-CALNN-Antigénio

Para a formacdo dos bionanoconjugados compostos por AUNP-MUA-Antigénio e AuNP-CALNN-
Antigénio, foram distribuidos 0,7mL de solugdo de AuNP (=8nM) funcionalizadas com MUA (razado
molar de MUA para AuNP de 5000) ou com CALNN (razdo molar de CALNN para AuNP de 1000).
Posteriormente, adicionou-se aos volumes de AuNP funcionalizadas com MUA ou CALNN, volumes
calculados de antigénio com razf6es molares crescentes, de 0 a 1500. Deixou-se a incubar o/n a 4°C.
ApOs incubacéo, a mistura foi centrifugada a 12880g durante 10min (Centurion Scientific K3 Series,
rotor BRK5424), de modo a concentrar 0os bionanoconjugados e remover o excesso de antigénio,

recorrendo-se a eletroforese em gel de agarose a 0,3% para o estudo das amostras.

2.3.4.2 |Bionanoconjugados: AUNP-MUA-EDC/NHS-Antigénio

Foram também testados bionanoconjugados compostos por AuNP-MUA-EDC/NHS-Antigénio.
Nestes, ndo se observa a formacgédo de ligagfes electroestaticas entre o antigénio e a nanoparticula
mas sim um efeito de reticulacdo quimica, com formacéo de ligagbes covalentes (cross-link), através
dos componentes EDC e NHS. Distribuiu-se assim 0,7mL de solucdo de nanoparticulas (=8nM)
funcionalizadas com MUA (razdo molar de MUA para AuNP de 5000) sobre os quais foram testados
diferentes concentracbes de EDC/NHS [Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida,
Sigma-Aldrich; N-hidroxisuccinimida, Fluka] diluidos em &gua Milli-Q; tampéo PBS 1x pH 7,4; tampao
Fosfato de sédio pH 7,2 [5mM; Fosfato de sédio monobasico dihidratado (NaH,PQO,4.2H,0; Scharlau)
e Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,; Sigma-Aldrich) 1:1; pH 7,2], ou tamp&o MES pH 7 [10mM
CesH13NO,S (Sigma-Aldrich); pH 7]. Todos os tamp8es e respetivas concentracdes de EDC/NHS
testadas nos varios ensaios encontram-se descritos no Anexo 7.6 (pag. 68). Em todos os casos
estudados, incubou-se EDC/NHS durante 1h a 4°C. Posteriormente, adicionou-se ao volume de
AuUNP-MUA-EDC/NHS, volumes calculados de antigénio rsm com razdes molares crescentes, de 0 a
1500, incubando-se o/n a 4°C. Apo6s incubacgdo, a mistura foi centrifugada a 12880g durante 10min
(Centurion Scientific K3 Series, rotor BRK5424), recorrendo-se por fim & eletroforese em gel de

agarose a 0,3%.

2.3.4.3 |Bionanoconjugados: AuNP-MUA-BSA-Antigénio

Para a formacg&o de complexos BSA-Antigénio, foram testadas raz6es molares crescentes de BSA
para Antigénio, para uma melhor compreensao de qual a quantidade de BSA necessaria para obter
0s bionanoconjugados com maior quantidade de antigénio e simultaneamente, mais estaveis. Assim,
foram testadas raz6es molares crescentes de BSA [50mg/mL; Sigma-Aldrich] para Antigénio rsm
purificado, de 0,1 a 1, deixando-se incubar a mistura durante 3h a 4°C, e, posteriormente diluindo
cada amostra 20x em agua Milli-Q. Para a formac&o dos bionanoconjugados compostos por AuNP-
MUA-BSA-Antigénio, foram distribuidos 0,7mL de solugdo de AuNP (=8nM) funcionalizadas com MUA
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(razdo molar de MUA para AuNP de 5000). Posteriormente adicionou-se ao volume de AuNP
funcionalizadas com MUA, volumes calculados de BSA-Antigénio rsm com razGes molares
crescentes de 0 a 1500, deixando-se a incubar o/n a 4°C. Ap0s incubagéo, a mistura foi centrifugada
a 12880g durante 10min (Centurion Scientific K3 Series, rotor BRK5424), de modo a concentrar 0s
bionanoconjugados e remover o excesso de antigénio rsm e BSA, recorrendo-se por fim a

eletroforese em gel de agarose a 0,3% para o0 estudo das amostras.

2.4 | LIGACAO ANTIGENIO RSM — SORO POLICLONAL ANTI-ARSM

Apb6s a selecdo dos melhores bionanoconjugados, foi necessario testar a ligacdo antigénio-soro
policlonal. O soro, utilizado neste ensaio, € um soro policlonal produzido através da imunizacéo de
murganhos Balb/C com o antigénio rsm, sendo constituido por anticorpos anti-arsm. Isolou-se o
antigénio rsm diretamente de um gel SDS-PAGE a 15%, injetando-se de seguida nos murganhos
Balb/C juntamente com adjuvante incompleto de Freud (Sigma). Para este ensaio, foram distribuidos
0,5mL de solugdo de AuNP (=8nM) funcionalizadas com MUA (razdo molar de MUA para AuNP de
5000) e conjugadas com BSA-Antigénio (razdo molar de BSA para Antigénio de 0,75 e razdo molar
de Antigénio para AuNP de 300), originando os bionanoconjugados AuNP-MUA-BSA-Antigénio.
Posteriormente, adicionou-se ao volume de bionanoconjugados, volumes calculados de soro
policlonal (concentragdo stock de 96,3mg/mL) diluido 5x em &agua Milli-Q em razdes molares
crescentes de 0,1 a 1, tendo-se estudado 3 tempos de incubacéo: 1h, 2h e incubacdo o/n, a 4°C.
ApOs incubacéo, a mistura foi centrifugada a 12880g durante 15min (Centurion Scientific K3 Series,
rotor BRK5424), de modo a concentrar 0s bionanoconjugados. Foi testada também a diferenca entre
amostras centrifugadas sem lavagem, ou com 1 ou 2 lavagens, com tampéo fosfato de sédio pH 7,2
[5mM; NaH,P0O,4.2H,0 (Scharlau) e Na,HPO, (Sigma-Aldrich) 1:1; pH 7,2], de modo a compreender
gual permitiria a remocgdo do excesso de antigénio, BSA e anticorpo. Por fim, recorreu-se a

eletroforese em gel de agarose a 0,3% para o estudo das amostras.

2.5 | ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 0,3%

A formacéo dos bionanoconjugados foi confirmada pela separacdo através de eletroforese em gel
de agarose [Agarose, Invitrogen; 0,3% em tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1:8]. Apds a preparacao
do tampao de corrida [TAE 1:8] e colocacao na tina, o gel de agarose sélido foi imerso no tampao. As
amostras foram centrifugadas a 4°C, durante 10min a 12880g (Centurion Scientific K3 Series, rotor
BRK5424). Apés centrifugagdo, descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em
13,5uL de tampéo fosfato de sédio 5mM pH 7,2 e 1,5uL de glicerol (99,5%, Sigma-Aldrich) e aplicou-
se 15uL de amostra por pogo. A separacao eletroforética foi efetuada nos primeiros ensaios durante
30min a 180V e posteriormente reduziu-se para 15min a 180V, recorrendo aos equipamentos Mini-
Sub Cell GT Cell (Bio-Rad) e PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad). A mobilidade eletroforética (u
em cm?/V.s) foi determinada através da medicdo da distancia de migracdo (cm) e de acordo com a
Equacgéo 2. 4, onde v representa a velocidade de migracdo (cm/s) e E, o campo elétrico (V/cm).
(Zheng et al., 2015; Xu et al., 2007)

Equacéo 2. 4

_U
W=

28



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

3 | RESULTADOS

3.1 | EXPRESSAO E PRODUCAO DO ANTIGENIO RSM EM E. COLI XJB(DE3)

Para o estudo da expressao do antigénio rsm em E. coli XJb(DE3) foi necessario o isolamento de
colénias de células transformadas, obtidas através da repicagem de placas de Petri inoculadas com
células transformadas contendo o vetor de expressdao pLATE31. (Coutinho, 2015) O procedimento
encontra-se descrito na sec¢do 2.1.1. Comecgou-se por inocular volumes crescentes de meio LB Broth
com ampicilina (100ug/mL) a 37°C — de 4mL a 600mL, como referido na sec¢éo 2.1.1 - para obtencéo
de crescimento bacteriano exponencial. Posteriormente, procedeu-se a indugdo da expressao do
antigénio rsm com IPTG (1mM), e, por fim, a adicdo de meio fresco com L-arabinose, para indugéo de
fendtipo de autdlise. As células foram centrifugadas e o sedimento ressuspendido em tampéo de lise,
processo este complementado com dois ciclos de congelacdo, a -20°C, e descongelacdo, a
temperatura ambiente, que permitem que as células contraiam e quebrem durante a descongelacao
devido a formacéo de cristais de gelo. O sedimento do segundo ciclo de congelagdo e descongelacao
foi ressuspendido em ureia de modo a solubilizar os corpos de inclusdo em que se insere o antigénio
(seccéo 1.3). Terminado o processo, a amostra induzida e lizada (E) bem como os sobrenadantes
dos ciclos de congelagéo e descongelacéo (1 e 2), e o sedimento em ureia (3), foram analisados por
eletroforese em gel de SDS-PAGE a 15% (FIGURA 3. 1). Através do gel, observou-se na coluna 3 e
E, a presenca de uma banda de tamanho correspondente ao peso molecular do antigénio em estudo,
de 16,7kDa, verificando-se também a auséncia do antigénio nas amostras 1 e 2, comprovando a

presenca do antigénio nas fragdes insollveis e a expressdo em corpos de incluséo.

M1 2 3 E

P
-
- = s
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" ‘ @ ™ —Antigénio (16,7 kDa)
W

FIGURA 3. 1 | Gel de eletroforese SDS-PAGE a 15%. M. Marcador de pesos moleculares; 1.
Sobrenadante (1° ciclo); 2. Sobrenadante (2° ciclo); 3. Sedimento ressuspendido com ureia; E. Extrato
inicial apos tampéo de lise.

AL

3.2 | PURIFICACAO DO ANTIGENIO RSM ATRAVES DE IMAC

A purificacdo do antigénio rsm foi efetuada através de cromatografia de afinidade IMAC onde se
utilizou uma coluna de 1mL HiTrap contendo resina IMAC Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare)
com ides Cu* imobilizados. A purificacdo foi efetuada com recurso a trés tampdes - tampao de
lavagem, de ligacdo e de eluicdo (sec¢éo 2.1.2) — sendo os produtos gerados continuamente atravées
da recolha de fracbes de 1mL - e o volume obtido a partir de cada fracdo avaliado por ELISA

(medicdo a 405nm) e Nanodrop ND-1000 da Thermo Scientific® (medicdo a 280nm) para avaliacéo
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dos contelidos proteicos. Comecgou-se por avaliar o tampao fosfato de sédio pH 7,4, como tampao de

ligacéo, lavagem e elui¢do na purificagdo de antigénio rsm. A FIGURA 3. 2, demonstra os resultados

obtidos aquando avaliacéo das fracGes obtidas por IMAC. Como se pode observar ha um aumento

significativo da absorvancia a 280nm, nas fracdes relativas a fase de tampéo de eluicéo, indicando a

eluicdo de proteina e confirmando a presenca do antigénio rsm através do aumento dos valores de

absorvancia a 405nm (ELISA).
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FIGURA 3. 2 | Purificagcdo com tampé&o Fosfato de sodio pH 7,4. Representacdo dos valores de
absorvancia obtidos através de ELISA indireta (405nm — preto) e Nanodrop ND-1000 (280nm - vermelho).

Depois da purificagdo, a fracdo com maior
absorvancia detetada por ELISA, foi analisada por
SDS-PAGE. A primeira fracdo da fase de tampao de
eluicdo, correspondente a detecdo de maior
quantidade de antigénio por ELISA e traduzida em
valores de absorvancia elevada a 405nm, encontra-se
representada na FIGURA 3. 3. Constatou-se a
presenca do antigénio, devido a uma banda intensa
com peso molecular da proteina em estudo (16,7kDa),
verificando-se também a presenca de uma banda
muito ténue, correspondente a uma proteina

contaminante com peso molecular de 38kDa.

M 1
66,6kDa +— WP
45 kD,
= . Proteina
«—— contaminante
30kDa ¢— (38 kDa)

23,9kDa +—

W «— Antigénio (16,7 kDa)
137kDa « W9

FIGURA 3. 3 | Gel de SDS-PAGE a 15%.
Purificacdo com tampé&o de lavagem, ligacdo e

eluicdo Fosfato de sodio pH 7,4 (M. Marcador
de peso molecular; 1. 12 fracdo de eluicao).

3.3 | OTIMIZACAO DA PURIFICACAO DO ANTIGENIO RSM ATRAVES DE IMAC

Apos a primeira purificacdo com fosfato de sédio pH 7,4 e com o intuito de compreender qual o

tampéo que permite obter a maior quantidade de antigénio rsm purificado, foram testados mais 7
tampdes (MES pH 6,0; MES pH 6,5; HEPES pH 7,5; HEPES pH 8,0; Tris-HCI pH 8,0; Tris-HCI pH 8,0;

Bicarbonato de sodio pH 8,5), para posteriormente se proceder a formagéo dos bionanoconjugados

com nanoparticulas de ouro. Os resultados obtidos encontram-se descritos de seguida. Todos os

ensaios foram efetuados em duplicado.
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3.3.1 |1°Ensaio: Comparacédo entre 8 tampdes
Este primeiro ensaio de otimizacdo teve como objetivo a comparacao por ELISA e eletroforese em
gel SDS-PAGE a 15% das fracfes obtidas pela purificacdo com diferentes tampdes, inclusivamente
com o tampéo fosfato de sodio pH 7,4 testado anteriormente. No total, foram purificadas oito
amostras de 2mL (sedimento ressuspendido em ureia) através de uma resina IMAC com ides Cu™ e
com recurso aos respetivos tampdes de lavagem, ligacdo e eluicdo, como descrito no Anexo 7.2
(pag. 62). As fracdes obtidas ap6és purificagcao foram analisadas por ELISA (FIGURA 3. 4).
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FIGURA 3. 4 | Comparacdo entre 8 tampdes. Grafico representativo dos valores de absorvancia a
405nm, provenientes dos ensaios ELISA resultantes da analise das fragBes da purificacdo por IMAC.

De acordo com a FIGURA 3. 4, observou-se um aumento de absorvancia, a 405nm, no ensaio de
ELISA, entre a ultima fracdo de tampéo de ligacdo e as fracbes eluidas pelo tampao de eluicao,
indicando a presenca do antigénio rsm. Os resultados de ELISA apresentam, no entanto, nas fractes
da fase de tampé&o de ligagéo, valores de absorvancia elevadas, significando que parte do volume de
amostras aplicado ndo se ligou devidamente a coluna — principalmente observado para o tampao
Bicarbonato de sédio pH 8,5.
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FIGURA 3. 5 | Gel de SDS-PAGE a 15%. Comparacdo das fracdes de eluicdo, apds purificacdo (M.
Marcador de pesos moleculares; Tampao: 1. Fosfato de sédio pH 7,4; 2. MES pH 6,0; 3. MES pH 6,5; 4.
HEPES pH 7,5; 5. HEPES pH 8,0; 6. Tris-HCI pH 8,0; 7. Tris-HCI pH 8,5; 8. Bicarbonato de sddio pH 8,5;
E. Extrato inicial).
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Terminados os ensaios de ELISA, retirou-se uma aliquota da primeira fracao do passo de eluicao,
para testar por eletroforese em SDS-PAGE e analisar a presenga do antigénio rsm. Os resultados
representam-se na FIGURA 3. 5. A partir da analise do gel SDS-PAGE foi possivel inferir a presenca
do antigénio rsm de 16,7kDa, em todas as amostras purificadas pelos diferentes tampdes, permitindo
comparar a intensidade das bandas proteicas geradas e a eficiéncia dos tampdes na purificacéo.
Através da FIGURA 3. 5, concluiu-se que os tamp&es MES pH 6,0 e pH 6,5 — devido as baixas bandas
proteicas geradas -, bem como bicarbonato de sddio pH 8,5, ndo sdo ideais para a purificacdo de
uma elevada quantidade de antigénio, no entanto, os tamp&es HEPES pH 7,5 e pH 8,0, Tris-HCI pH
8,0 e 8,5 permitem purificar a maior quantidade de antigénio rsm (através da comparacdo da
densidade da banda do antigénio purificado), e, por isso, serdo testados nos proximos ensaios.
Apesar da fragdo purificada com o tampao fosfato de sédio pH 7,4 proporcionar uma quantidade
equivalente de antigénio rsm purificado, apresenta uma maior quantidade de proteina contaminante

tendo sido por isso descartado como tampéo ideal para a purificagao do antigénio.

3.3.2 | 2°Ensaio: Presenca e auséncia de glicerol

O segundo ensaio foi efetuado com o intuito de aumentar a solubilidade da proteina em estudo, de
forma a obter um antigénio purificado numa forma mais estavel em solu¢do. Sujeitaram-se 8
amostras ao processo descrito na totalidade no Anexo 7.2 (pag. 62), com os respetivos tampdes de
lavagem, ligacdo e eluicdo. A utilizacdo de glicerol (5%) na constituicdo dos tampdes de elui¢édo teve
como finalidade o aumento da solubilidade do antigénio rsm. Os tamp&es com diferentes valores de
pH, utilizados e testados ao longo deste ensaio foram os considerados os mais eficientes no ensaio
anterior ou seja, HEPES pH 7,5/pH 8,0, Tris-HCI pH 8,0/pH 8,5. As fracdes de 1mL obtidas em cada
purificagdo foram avaliadas por ELISA (FIGURA 3. 6).
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FIGURA 3. 6 | Purificacdo por IMAC. A. Presenca e B. Auséncia de glicerol. Representacdo dos
resultados obtidos por ELISA indireta (405nm) e resultante da analise dos produtos da purificagéo.

De acordo com a FIGURA 3. 6, observam-se, na auséncia de glicerol, espectros semelhantes aos

observados nos ensaios anteriores e considerados como ideais no que toca a purificagdo com IMAC,
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com o aumento dos valores medidos a 405nm ap6s aplicacdo de tampéo de eluicdo (com maiores
valores na Ultima fracdo da ligacdo e primeira fracdo de eluicdo), demonstrando a presenca do
antigénio rsm. No entanto, na presenca de glicerol, ndo se observam estas distingdes, indicativo de
gue nédo ocorreu ligacéo e posterior eluicdo da amostra. De modo a observar a presenca do antigénio
rsm, efetuou-se eletroforese em gel de SDS-PAGE a 15%. Os resultados encontram-se
representados na FIGURA 3. 7. E possivel observar a 12 fragdo da lavagem, a 12 fracdo da ligacéo e a
12 fracdo de eluicdo. Através dos géis, confirmou-se a presenca da banda de 16,7kDa, referente ao
antigénio em estudo, e a banda de peso molecular de 38kDa, referente a proteina contaminante,
sendo ambas mais notérias nos géis representativos de purificagdo com tampdo de eluicdo sem
glicerol na sua constitui¢do, e coerentes com o aumento dos valores obtidos nos ensaios ELISA
(FIGURA 3. 6).
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FIGURA 3. 7 | Gel em SDS-PAGE a 15%. Purificagdo com 5% glicerol. A/B. M. Marcador de pesos
moleculares; Fragcdo de: 1. Lavagem, 2. Ligacdo, 3. Eluicdo; E. Extrato inicial. Purificagcdo sem glicerol.
C/D. M. marcador de pesos moleculares; Fracao de: 1. Lavagem, 2. Ligacgéo, 3. Eluicdo; E. Extrato inicial.

Também é possivel constatar a auséncia da proteina nas fracdes de lavagem e ligacéo testadas,
comprovando o funcionamento correto da purificagdo. Concluiu-se que o glicerol nos tampdes de
eluicdo nao promove uma condicao favoravel a purificacao do antigénio rsm. Quando comparadas as
intensidades das bandas referentes ao antigénio rsm purificado com tampdes sem glicerol (FIGURA 3.
7C e D) constatou-se a presenca de bandas mais intensas para as amostras purificadas com Tris-HCI

pH 8,0, relativamente as restantes.

3.3.3 | 3°e4°Ensaio: Alteracdo do tampao de lavagem e de ligacao
Para os presentes ensaios, sujeitou-se seis amostras (2mL) ao processo de purificacdo, descrito
no Anexo 7.2 (pag. 62). Este ensaio teve como intuito o teste de diferentes tampdes de lavagem e

ligagdo, de forma a compreender quais proporcionam uma melhor eliminagdo de proteinas com
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ligacdes inespecificas a resina e, por conseguinte, uma melhor purificacdo do antigénio em estudo.
Com este ensaio pretendeu-se também eliminar a proteina contaminante de peso molecular 38 kDa,
e presente regularmente nos géis. Foram testados os tamp&es de eluicdo mais eficientes: Tris-HCI
pH 8,0 e HEPES pH 7,5; e quatro tampdes de lavagem e ligacdo: Bicarbonato de sédio pH 8,5;
Fosfato de sédio pH 7,4; Tris-HCI pH 8,0 ou HEPES pH 7,5. Apés a purificagdo das amostras com as
respetivas combinacbes, as fracdes de 1mL obtidas foram avaliadas por ELISA indireta e por
eletroforese em gel de SDS-PAGE. Os resultados representam-se no Anexo 7.7 (pag. 69), onde se
observou variag6es na medicdo da absorvancia (405nm), mantendo o aumento dos valores de
absorvancia para as fracdes referentes a lavagem da coluna com o tampéo de eluigéo, revelando a
eluicdo do antigénio rsm. Quanto aos resultados obtidos através de eletroforese, verificou-se a
presenca de duas bandas proteicas: uma banda de maior intensidade com 16,7kDa — referente ao
antigénio rsm - e outra banda, de menor intensidade, com 38kDa — referente a proteina contaminante,
até ao momento, de origem desconhecida. Com base nos resultados, foi possivel concluir que as
melhores combinagfes de tampdes testadas sdo Tris-HCI pH 8,0 e HEPES pH 7,5, como tampé&o de

lavagem, ligacéo e eluicdo.

3.3.4 |5°Ensaio: HEPES pH 7,5/ Tris-HCI pH 8,0
No pendltimo ensaio, descrito no Anexo 7.2 (pag. 62), purificou-se duas amostras de 2mL através
de uma resina IMAC em coluna HiTrap (GE Healthcare) com ibes Cu® imobilizados. Este ensaio teve
como intuito observar as diferencas entre os tampdes considerados como ideais até ao momento
(HEPES pH 7,5/Tris-HCI pH 8,0). Apds a purificacdo das amostras, as respetivas fracfes de 1mL
foram submetidas ao método de ELISA indireto, e, de seguida, a fracdo de eluicdo em que se obteve

maiores valores de absorvancia a 405nm foi avaliada por eletroforese em gel de SDS-PAGE.
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FIGURA 3. 8 | Purificagcdo por IMAC: HEPES pH 7,5 e Tris-HCI pH 8,0. A. Representagcdo dos
resultados obtidos por ELISA indireta (405nm) através da andlise dos produtos da purificagdo por IMAC.
B. Gel de SDS-PAGE a 15%. Purificagdo com Tris-HCI pH 8,0/HEPES pH 7,5. (M. Marcador de pesos
moleculares; 1. Eluicdo com Tris-HCI pH 8,0; 2. Eluicdo com HEPES pH 7,5; E. Extrato inicial).

Os resultados encontram-se na FIGURA 3. 8. Para as purificag6es efetuadas foi possivel observar

0 aumento dos valores medidos a 405nm entre a Ultima fragdo de ligacédo e ao longo das fracBes de

34



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

eluicdo, indicativo de que o antigénio rsm foi purificado com sucesso, observando-se também que
para o tampéo HEPES pH 7,5, a eluigdo do antigénio ndo é efetuada de forma constante. No gel de
SDS-PAGE, verificou-se a presenca da proteina em estudo, com o peso molecular caracteristico de
16,7kDa, bem como a proteina contaminante de 38kDa, concluindo-se que o melhor tampéo de
lavagem, ligacéo e eluicdo é o tampéao Tris-HCI pH 8,0 pois permite a obtengdo de uma banda de

intensidade mais elevada quando em comparacdo com o tampédo HEPES pH 7,5.

3.3.5 | 6°Ensaio: Antigénio rsm para conjugacao com AuNP

Os ensaios anteriores permitiram o desenvolvimento de um protocolo otimizado para a purificacao
do antigénio rsm. Por ultimo e de modo a produzir proteina purificada para prosseguir com 0s ensaios
de conjugacdo com as AuNP, foram purificadas, dez amostras (seis de 6mL e quatro de 2mL) com
10mL tampé&o de lavagem e liga¢éo Tris-HCI pH 8,0 [20mM Tris-HCI; 500mM NacCl; 20mM Imidazole;
pH 8,0] e 20mL tampéo de elui¢do Tris-HCI pH 8,0 [20mM Tris-HCI; 500mM NaCl; 500mM Imidazole;
pH 8,0], encontrando-se o0 procedimento descrito no Anexo 7.2 (pag. 62). ApoOs purificagdo, 0s
volumes de cada fracdo foram avaliados por ELISA — Anexo 7.8 (pag. 69). Através da andlise dos
resultados, constatou-se o aumento da absorvancia nas fragfes relativas ao passo da eluigdo do
antigénio, indicativo de uma purificacdo bem-sucedida e eluicdo do antigénio pelo tampéao de eluicéo,
observando-se resultados semelhantes em todas as purificagcbes. Posteriormente foi efetuada
eletroforese em gel de SDS-PAGE, onde se avaliou a 12 fracdo de eluicdo de todas as purificacdes
realizadas — ver FIGURA 3. 9.
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13,7kDa ' 4 T L L b .’ (16,7 kDa)

FIGURA 3. 9 | Gel de SDS-PAGE a 15%. Purificagcdo com Tampéo de lavagem, ligacdo e eluicao Tris-
HCI pH 8,0. (M. Marcador de pesos moleculares; 1 a 10. Amostra final purificada; E. Extrato inicial).

Analisando o gel representado foi possivel constatar a presenca do antigénio rsm de forma
reprodutivel em todas as fragfes avaliadas, contudo com a igual presenca da proteina contaminante.
Inferiu-se também que quanto maior a quantidade de antigénio presente na amostra, maior a
guantidade de proteina contaminante — sempre em menor quantidade comparativamente com o
antigénio em estudo. Deste modo, para cada purificagdo, juntaram-se as primeiras oito fragdes do
passo de aplicacdo de tampé&o de eluicdo de cada purificacdo, que foram, de seguida, armazenados a
4°C. De entre os volumes armazenados, foram escolhidas as seis primeiras purificacdes
(aleatoriamente) para a formacgéo dos bionanoconjugados, tendo-se dividido em dois grupos a dialisar
— alterando-se o tampéo para [LOmM Tris-HCI, 20mM NacCl, 2% glicerol, pH 8,0]. Na FIGURA 3. 10A
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encontra-se o gel de SDS-PAGE com os diferentes volumes de cada purificacdo armazenada, sendo
possivel observar a banda referente ao antigénio rsm em estudo e na FIGURA 3. 10B, o resultado das
duas didlises. Pelo método de BCA, verificou-se que o antigénio rsm se apresenta apds dialises com
uma concentracdo de 6,1mg/mL e 8,5mg/mL. A reta de calibracdo bem como as concentracdes da
proteina armazenada, encontram-se no Anexo 7.5 (pag. 67). Através de Western-blot foi possivel
identificar a origem do contaminante (Anexo 7.9 — pag. 70) — argumenta-se que seja proveniente de

E. coli XJb(DE3) -, no entanto, é necessario efetuar mais estudos.

A M 1 2 3 4 5 6 B M 1 -
666kDa B
97,4 kDa '
45 kDa .
66,2 kDa '
Proteina
<+ contaminante
45 kDa 30 kDa (38 kDa)
-
23,9 kDa
31 kDa ‘

Antigénio
21,5 kDa Antigénio 13710 - -~ ‘ (167kb
‘ —- W e <« (16,7 kDa)
FIGURA 3. 10 | Gel de SDS-PAGE 15%. A. Purificacdo com Tampao Tris-HCI pH 8,0. (M - Marcador de
pesos moleculares — Low Range Molecular Weight Standard Bio-Rad; 1 — 6: Amostra final purificada. B.
Resultado das dialises: M. Marcador de pesos moleculares; 1. 12 dialise; 2. 22 dialise.

3.4 | SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

As AuNP foram sintetizadas de acordo com o método de Turkevich, posteriormente desenvolvido
por Kimling. (Kimling et al., 2006; Turkevich et al., 1951) Este é um método que apresenta geralmente
elevada reprodutibilidade, possibilitando a sintese de AuNP com concentracdes e diametros
reprodutiveis. Durante todo o processo de sintese foram observadas mudancas de cor na solucéo de
AuUNP, caracteristicas da formacdo de AuNP com o didmetro pretendido, ou seja, entre 15-20nm
(FIGURA 3. 11A). A solucéo de sal de ouro apresenta originalmente uma cor amarela, proveniente
dos complexos de ouro, que apds adicdo do agente redutor — citrato de sddio — passa a incolor,
devido a reducdo do sal de ouro. Posteriormente, os nlcleos de sal de ouro dissociam-se e 0s
nucleos de ouro originados séo revestidos e estabilizados pelos ides de citrato, uma vez que estes se
encontram em excesso. Com um tamanho muito reduzido, os nucleos revestidos apresentam uma cor
muito escura, quase preta, e a medida que vdo crescendo, a banda de SPR desloca-se para
comprimentos de onda maiores, até estabilizarem a cerca de 15-20nm, apresentando uma cor
avermelhada. Apés a sintese, as AUNP encontram-se revestidas com ibes de citrato, apresentando-
se electrostaticamente estaveis, sendo necessario avaliar a concentracao e diametro das AuNP
sintetizadas através de caracterizagdo por espetroscopia de UV-Vis. Na FIGURA 3. 11B encontra-se
0 espectro de UV-Vis representativo obtido. Por ultimo, calculou-se o indice de agregacéo das AuNP,
através do quociente entre a absorvancia carateristica do estado agregado — medida a 600nm — e a
absorvancia do pico maximo da banda de SPR. O indice de agregacéo de 0,19 é indicativo de uma

solucao de AuNP em boas condicdes.
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FIGURA 3. 11 | Sintese de nanoparticulas de ouro. A. Agua Milli-Q (A); Adicdo da solucdo de acido
tetraclorodurico (B); apos adicdo de citrato (C), (D); e no final da reagéo (E). B. Espectro de UV-Vis de
AuNP, ap0s sintese, que permitiu determinar o diametro médio e a concentracdo da solugdo de AuNP.

O didmetro e concentracdo das AuNP sintetizadas foram calculados pelo método de Haiss, tal
como descrito na secgdo 2.3.2, e seguindo as equagfes Equacéo 2. 1, Equagédo 2. 2 e Equacéo 2. 3.
(Haiss et al., 2007) Primeiro foi necessério calcular o racio entre a absorvancia do pico maximo da

SPR (520nm) e a absorvancia para 450nm, como se pode observar na Equacéo 3. 1.

AbsSPR  _ 0,5925
Abs450 nm 0,3554

= 1,667 Equacédo 3. 1

Substituindo o valor de y na Equacéo 2. 2, verifica-se que as AuNP sintetizadas apresentam um
diametro médio de 16nm. Este didmetro corresponde a um valor de €450nm tabelado, que permite o
célculo da concentracdo de AuNP através da Equacgdo 2. 3, tendo em conta o fator de diluicdo (1:6)
utilizado na caracterizacdo por espectroscopia de UV-Vis, concluindo-se que o volume de AuNP

sintetizadas apresenta uma concentracdo de 7,9nM.
3.5 | FUNCIONALIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

3.5.1 | Funcionalizagcdo com MUA ou CALNN

ApOs a sintese, seguiu-se a funcionalizacdo das AuNP. Com o intuito de aumentar a estabilidade
coloidal das AuNP e a substituicdo do citrato, estudou-se a funcionalizacdo das AuNP com MUA e
CALNN de modo a compreender qual confere maior estabilidade as nanoparticulas, testando
posteriormente a sua capacidade de formacédo de bionanoconjugados estaveis com o antigénio rsm
em estudo. As AuNP foram incubadas com MUA e CALNN, nas seguintes razbes molares:
AuNP:MUA (1:5000) e AuNP:CALNN (1:1000). No final da incubacdo, a funcionalizacdo foi
comprovada através de espectroscopia de UV-Vis, pela andlise do desvio do pico maximo da banda
de SPR entre as AuNP-Citrato (ndo funcionalizadas) e as AUNP-MUA/AUNP-CALNN. Os resultados
encontram-se na FIGURA 3. 12. Ambas as funcionalizagBes foram comprovadas por espectroscopia
de UV-Vis pela observagdo do deslocamento dos maximos da banda de SPR para comprimentos de
onda maiores em comparacdo com o observado nas AuNP ndo funcionalizadas. As AuNP

funcionalizadas com MUA apresentam um deslocamento de 4nm (maximo da banda a 524nm)

37



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

enquanto as AuNP funcionalizadas com CALNN apresentaram um deslocamento de 3nm, com um
desvio da banda de SPR para 523nm, em comparacdo com AuNP-Citrato. Estes desvios sdo pouco
maiores que o erro de medicdo do espectrofotometro (+ 2nm), contudo, sdo consistentes entre

amostras, funcionando como prova de funcionalizagéo.
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FIGURA 3. 12 | Funcionalizagdo — AuNP-MUA e AuNP-CALNN. A. Espectros UV-Vis de AuNP néo
funcionalizadas (AuNP-Citrato) e AuNP funcionalizadas com MUA (1:5000). B. Espectros UV-Vis de
AuNP ndo funcionalizadas (AuNP-Citrato) e AuNP funcionalizadas com CALNN (1:1000)

36 | CONJUGACAO DE AuNP COM ANTIGENIO RSM

Apé6s funcionalizacdo das AuNP, prosseguiu-se com a conjugacdo com 0O antigénio rsm em
estudo. Para além da conjugacao direta com o antigénio testou-se a ligacdo com o auxilio de dois
componentes: EDC/NHS, agentes de reticulagdo, e BSA, proteina usada regularmente como
blogueante de grupos livres ap0s conjugacéo e que neste estudo sera utilizada como estabilizador da
ligagdo entre o antigénio e AuNP. Na presente dissertacdo, foram testados o0s seguintes
bionanoconjugados: ~ AuNP-MUA-Antigénio; ~ AuNP-CALNN-Antigénio;  AuNP-MUA-EDC/NHS-
Antigénio e AUNP-MUA-BSA-Antigénio. Por eletroforese em gel de agarose a 0,3% foi possivel inferir
qual o ligando mais adequado a formacédo de bionanoconjugados estaveis, bem como a razdo molar
de antigénio ideal a conjugacao; através da aplicacdo informatica eReuss, calculou-se a mobilidade
eletroforética (u) a partir de registos fotograficos dos géis, usando as distancias de migracdo em

funcdo do tempo de corrida e a voltagem aplicada a experiéncia de eletroforese.

3.6.1 | Bionanoconjugados: AuNP-MUA-Antigénio / AuNP-CALNN-AnNtigénio
Para a formagdo dos bionanoconjugados AuNP-MUA-Antigénio rsm foram testadas diferentes

razdes molares, de 0 a 1500 (razdo molar de [Antigénio]/[AUNP-MUA]). Apés a incubacédo o/n a 4°C,
centrifugou-se os bionanoconjugados e avaliou-se o sedimento resultante, ressuspendido em tampao
Fosfato de sédio 5mM pH 7,2, através de eletroforese em gel de agarose a 0,3% (FIGURA 3. 13). A
FIGURA 3. 13A demonstra a mobilidade eletroforética de cada solu¢do de bionanoconjugados por
razdo molar. Observou-se algum arrastamento, proporcional ao aumento da razdo de antigénio rsm,
em comparacdo com o ponto O — representativo de AuNP-MUA. Apesar da auséncia de agregados

nos pocos, ndo se verificou a diminuigdo crescente da distancia de migracdo, algo esperado com o
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aumento da razdo molar de antigénio. A mobilidade eletroforética foi também avaliada através da

aplicacdo eReuss (FIGURA 3. 13B), sendo os resultados coincidentes com os da FIGURA 3. 13A.
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FIGURA 3. 13 | A. Eletroforese em gel de agarose a 0.3%. Bionanoconjugados AuNP-MUA-Antigénio,
testados com razbes molares [Antigénio]/[AuNP-MUA] desde 0 a 1500 Anodo (-)/Catodo (+) B.
Mobilidade eletroforética (1) avaliada através da aplicacdo informatica eReuss. Representacdo de linha
de tendéncia (vermelho). Desvio padrdo representativo de triplicados.

Apesar dos resultados obtidos, efetuou-se
espectroscopia de UV-Vis (FIGURA 3. 14) para
comparacdo do deslocamento do maximo da
banda de SPR entre AuNP-Citrato; AUNP-MUA
e AuNP-MUA-Antigénio. Na FIGURA 3. 14,
observou-se um deslocamento de 9nm do pico
maximo de absorvancia da SPR em relagdo as
AuNP-Citrato, e de 5nm em relagdo as AuNP-
MUA, comprovando a presenca de antigénio
rsm conjugado as AuNP. O indice de agregacédo
de AuNP-MUA-Antigénio de 0,25 revelou um
bom estado de solugdo sem elevada quantidade
de agregados, em comparacdo com 0,19,
observado para AuNP-Citrato.

O desvio da banda de SPR numa solucéo
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FIGURA 3. 14 | Espectroscopia de UV-Vis.
Espectros obtidos para AuNP-Citrato (preto); AuNP-
MUA (vermelho) e AuNP-MUA-Antigénio (azul), com
0s respetivos maximos da banda de SPR.

sem sinais de agregacdo pode corresponder a uma funcionalizacdo/conjugacao bem-sucedida, no

entanto, ndo € um valor determinante, podendo corresponder igualmente a agregac¢éo, sendo por isso

necesséria a confirmacédo da funcionalizacdo/conjugacéo por eletroforese em gel de agarose.

Os bionanoconjugados AuNP-CALNN-Antigénio rsm foram desenvolvidos através da conjugacédo

de antigénio rsm a AuNP funcionalizadas com CALNN. Diferentes raz6es molares de antigénio rsm,

desde 0 a 1500, foram conjugadas com AuNP-CALNN. Apés concentragdo por centrifugacdo, os

bionanoconjugados foram avaliados por eletroforese em gel de agarose e a mobilidade eletroforética

foi estudada através da aplicacao eReuss. Os resultados encontram-se na FIGURA 3. 15.
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FIGURA 3. 15 | A. Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Bionanoconjugados AuNP-CALNN-
Antigénio, testados com razées molares [Antigénio]l/[AUNP-CALNN] de 0 a 1500. Anodo (-)/Céatodo (+) B.
Mobilidade eletroforética (1) avaliada através da aplicagdo eReuss. Desvio padrdo representativo de
triplicados.

Mobilidade eletroforética (4 (um.cm/V.s))

Apesar de ndo se observar a presenca de agregacdo de AuNP nos pocos do gel, observa-se
maior arrastamento, em todas as razbes molares estudadas, em comparagdo com 0s
bionanoconjugados AuNP-MUA-Antigénio, comprovando uma taxa de agregacdo acrescida. A
FIGURA 3. 15B representa os valores obtidos através da aplicacdo eReuss, ndo sendo possivel a

observacédo do estabelecimento de um patamar na mobilidade eletroforética para as diferentes razdes

molares [Antigénio]/[AUNP-CALNN] estudadas, 0.7 AGNP Citrato (520 nm)
AuNP-CALNN (523 nm)
AuNP-CALNN-Antigénio (5628 nm)
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CALNN e 0,19 de AuNP-Citrato. FIGURA 3.16 | Espetroscopia de UV-Vis.

A auséncia de formagéo de patamar com o Espectros obtidos para AuNP-Citrato (preto);

aumento das razées de antigénio aplicadas, bem AUNP-CALNN (verde) e AuNP-CALNN-Antigénio

. ~ ( ), com os maximos da banda de SPR.
como a verificacdo de arrastamento durante a

corrida (podendo significar grupos de bionanoconjugados com diferentes quantidades de antigénio
acoplado) bem como as diferengcas no indice de agregacéo, excluem CALNN como ligando para a

formagéo de bionanoconjugados estaveis.

3.6.2 | Bionanoconjugados: AuNP-MUA-EDC/NHS-Antigénio
Para a formagédo dos bionanoconjugados AuNP-MUA-EDC/NHS-Antigénio rsm, testaram-se quatro

concentracbes de EDC e NHS para quatro tampfes diferentes, tal como descrito no Anexo 7.6.
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Nestes ensaios, incubou-se EDC/NHS nas respetivas concentracdes e tampdes, com solucdes de
AuNP funcionalizadas com MUA, durante 1h a 4°C. Por fim, adicionou-se as diferentes razfes
molares [Antigénio]/[AuNP-MUA-EDC/NHS] de 0 a 1500 e avaliou-se, por espectroscopia de UV-Vis,
os bionanoconjugados correspondentes a razdo molar de 300 ([Antigénio]/[AUNP-MUA-EDC/NHS]),
de modo a compreender qual o tamp&o e concentracdo de EDC/NHS origina uma ligag&do otimizada
entre antigénio e AUNP-MUA. Considerando os indices de agregacao para todos os casos estudados,
determinou-se que as melhores condigBes a estudar (FIGURA I. 8; Anexo 7.10 (pag. 70)), tendo-se
efetuado eletroforese em gel de agarose sdo: 0,2mM EDC/0,8mM NHS em PBS;1 mM EDC/1mM
NHS em MES; 0,2mM EDC/0,2mM NHS em Agua Milli-Q e 0,4mM EDC/0,8mM NHS em Tampéo
Fosfato (PB). As restantes concentragfes foram excluidas devido a observacéo de alteragédo da cor
das AuNP e de agregados a olho nu, tendo também em conta o indice de agregacao de cada uma
das condi¢c6es. Como resultado observou-se a mobilidade dos bionanoconjugados referidos, com
formacgédo de bandas bem definidas e reducéo do arrastamento observados nos géis com AuNP-MUA-
Antigénio e AuNP-CALNN-Antigénio. No entanto, apesar da observacdo de uma migracao
ligeiramente maior da banda correspondente a razdo molar de 0, ndo é possivel concluir a olho nu,
qual a razdo molar [Antigénio]/[AuNP-MUA-EDC/NHS] que permite o revestimento das AuNP. Para
tal, analisou-se os géis obtidos através da aplicacdo eReuss. No Anexo 7.10 encontram-se 0S
resultados obtidos, bem como os géis de agarose (FIGURA I. 9) e analise resultante da aplicacdo
eReuss (FIGURA 1. 10). Verificou-se a diminuicdo da mobilidade com o aumento da razdo molar, no
entanto, esta diminuicdo n&o surgiu numa tendéncia e com diferencas demasiado pequenas para se
considerar como resultado da conjugagdo e do aumento da razédo de antigénio presente a superficie
da AuNP, excluindo-se assim a utilizagdo da metodologia de reticulagdo quimica recorrendo a

EDC/NHS, como adequada para a obtengéo de bionanoconjugados estaveis.

3.6.3 | Bionanoconjugados: AuNP-MUA-BSA-Antigénio

Para a formacdo dos bionanoconjugados AuNP-MUA-BSA-Antigénio foram testados dois grupos
de razdes molares: (1) razdes molares de [BSA-Antigénio]/[AUNP-MUA] de 0 a 1500, calculadas com
base na concentracdo de antigénio; e (2) razdes molares de [BSA]/[Antigénio] desde 0,1 a 1. A
conjugacao prévia do antigénio com BSA antes da sua ligagdo as AuNP-MUA teve o intuito de
observar a capacidade da proteina BSA como molécula inerte estabilizadora e potenciadora da
formagdo de BNC estaveis e robustos. Incubaram-se volumes de antigénio rsm com razdes molares
crescentes de BSA e AuNP com razbes crescentes desta mistura BSA-Antigénio que foram
posteriormente avaliados por eletroforese em gel de agarose. Os géis resultantes e a analise das
suas mobilidades eletroforéticas encontram-se no Anexo 7.11 (pag. 72). Testou-se cinco razdes
molares de antigénio por BSA para cada razdo molar de antigénio por AuNP (150 a 600) — ver
FIGURA I. 12 (Anexo 7.11). A partir dos resultados obtidos inferiu-se que as razdes molares de
antigénio:BSA que permitem uma melhor conjugacdo do antigénio as AuNP séo as razdes molares
de 1:0,75 e 1:1, repetindo-se o0s géis para estas razdes molares — ver FIGURA I. 13 (Anexo 7.11). Os
resultados da eletroforese bem como a analise das suas mobilidades eletroforéticas, encontram-se no
Anexo 7.11. Foi possivel inferir que a razdo de BSA para antigénio de 0,75, permite uma maior

adsorcdo de antigénio a BSA — verificado através das diferencas constantes de mobilidade de 0,1
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pm.cm/V.s, entre AUNP-MUA-BSA e AUNP-MUA-BSA-Antigénio. Para a razdo molar de 1, observa-se
uma maior mobilidade eletroforética para as AUNP-MUA-BSA em comparagao com AuNP-MUA-BSA-
Antigénio, demonstrando uma possivel saturagdo das AuNP com BSA, tornando impossivel inferir
sobre a ligacdo do antigénio.
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FIGURA 3. 17 | Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Bionanoconjugados com razdo molar
[BSA]/[Antigénio] de 0,75 e razdes molares de [BSA-Antigénio]/[AuNP-MUA] de 0 a 1500. A. AuNP-
MUA-BSA. B. AUNP-MUA-BSA-Antigénio. Anodo (-)/Catodo(+) Mobilidade eletroforética (u). C. AuNP-
MUA-BSA-Antigénio (vermelho) e AuNP-MUA-BSA (preto). Linhas a continuo correspondentes ao ajuste
dos dados experimentais a equacdo de Langmuir, com desvio padréo representativo de triplicados.

Efetuou-se entdo uma eletroforese em gel de agarose, mantendo a razdo molar de BSA por
antigénio de 0,75, para compreender qual a razao molar de antigénio para AuNP a qual se obtém um
patamar de mobilidade eletroforética (FIGURA 3. 17). A equacao de Langmuir, que se ajustou aos
dados experimentais, provém da equagdo de Hill, uma equacao desenvolvida para descrever a
capacidade de um ligando se ligar cooperativamente a um recetor, com a afinidade da ligagcéo
diretamente relacionada com a concentracao de ligando presente. Através dos resultados da FIGURA
3. 17, verificou-se que a razao molar de 300 (JAntigénio-BSA])/[AUNP-MUA]) oferece um revestimento
das AuNP com formacdo de coroa proteica, através da formacdo de patamar (-1,1um.cm/V.s),
permitindo a observacdo de diferencas de mobilidade (=0,2um.cm/V.s) entre AuNP-MUA-BSA e
AuNP-MUA-BSA-Antigénio, confirmando o acoplamento de antigénio a BSA. Tendo em conta, o0s
resultados observados, conclui-se o sucesso na formagéo de bionanoconjugados estaveis e robustos
AuNP-MUA-BSA-Antigénio rsm com raz8es molares de 1:225:300 [AuNP:BSA:Antigénio].
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3.7 | LIGACAO ANTIGENIO RSM-SORO POLICLONAL ANTI-ARSM

O soro policlonal utilizado neste ensaio foi made in house através da imunizagdo de murganhos
Balb/C com o antigénio rsm desenvolvido. O soro é assim constituido por anticorpos policlonais anti-
arsm produzidos contra o antigénio rsm (contendo aproximadamente 90% IgM anti-arsm) tendo-se
calculado a concentracéo total de proteina do soro (TABELA I. 10 - Anexo 7.5 (pag. 67)), de modo a
determinar as razées molares de [Soro]/[AuNP-MUA-BSA-Antigénio] a aplicar. ApGs selecdo das
razdes molares para o desenvolvimento de AUNP-MUA-BSA-Antigénio, testou-se a ligacdo do soro
com anticorpos anti-arsm aos bionanoconjugados contendo o antigénio rsm, numa simulacdo das
condicdes do ensaio de diagndstico pretendido. A avaliacdo de ligacao foi efetuada através de
eletroforese em gel de agarose e através da aplicacdo eReuss. Num primeiro estudo, foram testados
trés tempos de incubagdo de soro juntamente com os bionanoconjugados AUNP-MUA-BSA-Antigénio,
compostos por razbes molares [AUNP:BSA:Antigénio] de 1:225:300, obtidos anteriormente: 1h, 2h e
o/n a 4°C. Os resultados da eletroforese e da mobilidade encontram-se no Anexo 7.12 (pag. 74) -
FIGURA 1. 14, com os géis representativos de cada incubacgdo. Inicialmente testaram-se razbes
molares crescentes de soro por antigénio de 0,5 a 15. Contudo, o intervalo de razes molares de
[Soro]/[AuNP-MUA-BSA-Antigénio] foi estendido para 0,1 a 10 para uma melhor definicdo de curva e
observacgéo do patamar de mobilidade (FIGURA 3. 18).
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FIGURA 3. 18 | A. Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Estudo de ligacdo de AuNP-MUA-BSA-
Antigénio com soro contendo anticorpos anti-arsm apd6s 1lh de incubacdo, com razbées molares
[Soro]/[AUNP-MUA-BSA-Antigénio] de 0 a 10. Anodo(-)/Cétodo(+) B. Mobilidade eletroforética (u)_dos
bionanoconjugados. Equacdo de Lanamuir e desvio padréo representativo de triplicados.

Através do gel de agarose foi possivel inferir a presenca de agregacao com retencdo nos pocos a
partir das raz6es molares [Soro]/[Antigénio] de 1,0, observando-se também (tanto no gel da FIGURA
3. 18 como nos géis presentes no Anexo 7.12 (pag. 74)) a presenca de corrida em sentido contrario
a aplicacdo de corrente elétrica (assinalado a amarelo), bem como o estabelecimento do patamar da
mobilidade eletroforética a partir de -0,8um.cm/V.s, para a razdo molar de 1,5. Testou-se também a
influéncia do processo de lavagem na melhoria da qualidade dos géis de agarose dos
bionanoconjugados ligados a soro, nomeadamente na tentativa de eliminar o arrastamento

observado. Estudou-se assim amostras sem lavagem, ou com 1 ou 2 lavagens em tampéo fosfato de
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sédio 5mM pH 7,2. As lavagens tém como intuito a remocdo de anticorpos policlonais e outras
proteinas fracamente ligadas aos bionanoconjugados e que podem provocar arrastamento das
bandas na eletroforese. No Anexo 7.12 (pag. 74)/FIGURA I. 15 encontram-se os resultados da
eletroforese em gel de agarose bem como da mobilidade eletroforética das trés condi¢bes estudadas,
sendo possivel inferir que a lavagem dos volumes de bionanoconjugados ligados a soro, duas vezes,
permite obter os melhores resultados. Na FIGURA 3. 19, é possivel observar os resultados obtidos
através de eletroforese em gel de agarose e andlise da mobilidade eletroforética, apés duas
lavagens. E também possivel comparar a interacdo de anticorpos anti-arsm com AuNP-MUA-BSA
bem como AuNP-MUA-BSA-Antigénio, verificando-se a formacdo do patamar da migracdo dos
bionanoconjugados a partir da razdo molar de [Soro]/[AUNP-MUA-BSA-Antigénio] de 1,5. No entanto,
a crescente quantidade de agregados (a partir da razdo molar de 1) observada pela diminuicdo da
intensidade das bandas bem como a agregacdo nos pocos, no gel anterior, ndo torna a condi¢édo
ideal para a ligacdo entre antigénio e anticorpo, impossibilitando a distin¢cao clara da interacdo de
AuNP-MUA-BSA-Antigénio com os anticorpos anti-arsm presentes no soro. Assim, escolheu-se uma
razdo molar menor (0,3) para comparagdo com incubacdo de bionanoconjugados com raz&o molar de
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FIGURA 3. 19 | A. Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Ligacdo dos BNCs a soro ap6s 1lh de
incubacdo e 2 lavagens, com razdes [Soro]/[AuUNP-MUA-BSA-Antigénio] de 0, 0,3 e 1,5. Anodo (-
)/Cétodo(+) B. Mobilidade eletroforética (1) observada para AuUNP-MUA (cinzento); AuNP-MUA-BSA
(vermelho); AuNP-MUA-BSA-Antigénio (Ag) (preto). Desvio padrao representativo de triplicados.

Na FIGURA 3. 19, é possivel concluir que a razdo molar de 0,3 é suficiente para uma interacéo
eficaz entre antigénio e soro, observavel pela ligeira diminuicdo da mobilidade entre AUNP-MUA-BSA-
Soro e AuNP-MUA-BSA-Antigénio-Soro, confirmando também a ligacao do soro tanto para 0,3 como
1,5 de maneira estavel e reprodutivel, verificando-se a diminuicdo da migracdo apés aplicagdo do
soro aos bionanoconjugados (colunas 4 a 9) em comparacdo com bionanoconjugados sem soro
(coluna 1 a 3). Concluiu-se que a aplicacdo de uma razdo molar de soro por antigénio de 0,3, seguida
da incubacéo durante 1h a 4°C, e dois ciclos de lavagem com centrifugacao é a condicdo ideal para a

ligacdo entre os antigénios e 0s anticorpos anti-arsm.
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4 | DISCUSSAO

Pneumocystis jirovecii € um fungo atipico com um ciclo de vida bifasico e presente nos pulmdes
do hospedeiro ligado ao epitélio dos alvéolos pulmonares através dos pneumdcitos de tipo I. A
aderéncia aos pneumacitos de tipo | é inicialmente mediada pelas glicoproteinas major de superficie
(MSG) com cerca de 95-140kDa, antigénios mais abundantes na superficie de Pneumocystis com um
papel crucial na interagdo com o hospedeiro e ativacdo de resposta imunitaria. (Helweg-Larsen, 2004)
Estudos sobre a MSG recaem num fragmento recombinante relativamente conservado que codifica a
regido C-terminal, denominada fragmento MsgC e que demonstra resultados promissores para
imunodiagnostico da PPc. A partir de 3 epitopos hidrofilicos da regido C-terminal da proteina MSG, foi
produzido um antigénio sintético recombinante multiepitopo (rsm), cuja interacdo com nanoparticulas
de ouro se ir4 estudar na presente dissertacdo. (Tomés et al., 2016; Tomas, 2014; Djawe et al., 2010;
Daly et al., 2004) A disponibilidade de um teste fiavel e sensivel de P. jirovecii proporcionaria um grau
de especificidade superior aos métodos correntes e substituiria 0s métodos de amostragem invasiva
utilizados. Assim sendo, e dando seguimento ao trabalho desenvolvido anteriormente no laboratério,
efetuou-se a expressdo e otimizacdo da purificacdo do antigénio rsm em E. coli XJb(DE3),
desenvolveu-se bionanoconjugados compostos por AuNP e antigénio recombinante multiepitopo
(rsm) e, de modo a compreender a capacidade de ligacdo destes bionanoconjugados a soro, testou-
se a sua ligagdo especifica a anticorpos anti-arsm presentes em soro policlonal, com o objetivo de
desenvolver um teste de diagndstico seroldgico rapido para a detecao de anticorpos circulantes anti-
P. jirovecii baseado em bionanoconjugados compostos por AUNP conjugadas com um antigénio rsm.

4.1 | EXPRESSAOE PURIFICAQAO DO ANTIGENIO RSM EM E. COLI XJb(DE3)

O antigénio recombinante sintético multiepitopo foi desenvolvido através da selecdo de trés
epitopos da regido C-terminal da proteina MSG, tendo em conta a sua hidrofobicidade e a posi¢ao
(exterior ou interior da superficie do microrganismo), sempre com o0 interesse particular em
sequéncias exteriores, em contacto com o sistema imunoldgico. (Tomas et al., 2016; Tomés, 2014)
Assim, o antigénio é composto por trés fragmentos hidrofilicos, ligados entre si por pontes de cinco
residuos de glicina — que permitem o folding da estrutura tridimensional da proteina (TABELA I. 2 —
Anexo 7.1). O vetor de expressao selecionado para inser¢do do antigénio rsm foi o vetor pLATE31,
um vetor desenvolvido para a expressdo de altos niveis de proteina alvo com cauda C-terminal
composta por seis residuos de histidina, facilitando o processo de purificagdo do antigénio. (Anexo
7.1) Este vetor, selecionado para a expressdo do antigénio rsm, faz uso do promotor da RNA
polimerase T7 (P+;), para o controlo da expresséo de genes heterélogos em E. coli. Com a expressao
do gene de interesse sob controlo deste forte promotor especificamente reconhecido pela RNA
polimerase T7, € necesséria a clonagem do vetor com a sequéncia de interesse em estirpes E. coli
em que a expressao do gene de RNA T7 polimerase esteja sob o controlo de um promotor induzivel,
como o promotor lac. Assim, o vetor de expressdo pLATE31 foi inserido em E. coli XJb(DE3).
(Coutinho, 2015) A estirpe XJb(DE3) é uma estirpe proveniente de E. coli BL21 star, que foi
geneticamente modificada pela insercao do gene /R (gene da endolisina litica) na posicao do gene

araB. Assim, a arabinose torna-se um acgUcar indutor nao metabolizavel, que controla a autdlise,
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sendo este fenétipo induzido pelo promotor Pgap pela presenca de arabinose em saturacao. A estirpe
XJb(DE3) apresenta um lisogene, que codifica para a T7 polimerase, necessario para a expressao de
proteinas recombinantes. O promotor Pt; € codificado pela T7 polimerase sobre o controlo do
promotor lacUV5, sendo ativado pela inducéo por IPTG - mimico da alolactase, metabolito de lactose
capaz de desencadear a transcri¢cdo do operao lac. (Dai et al., 2012; Jia et al., 2011)

Para a produgcdo do antigénio rsm em E. coli XJb(DE3) isolaram-se colénias de células
transformadas através da repicagem de placas de Petri inoculadas com células contendo o vetor de
expressdo pLATE31 com a sequéncia do antigénio em estudo. A inducdo da expressao génica teve
inicio com o estudo de uma colonia transformada com o vetor de expressédo através da inoculacdo e
incubacéo a 37°C em volumes crescentes de meio de cultura, procedendo-se a indugéo da expressao
do antigénio rsm com IPTG (1mM) durante 3h a 37°C, e monitorizando o crescimento pela leitura de
absorvancia a 600nm entre valores de 0,6 e 1 para confirmacdo do estabelecimento da fase
exponencial de crescimento. Na presenca de IPTG, ocorre a indug¢éo do promotor T7 (P17) originando
a transcricdo do gene de interesse. Por fim, adicionou-se meio fresco com L-arabinose, que permite a
inducdo do fendtipo de autdlise, através da ativacdo da transcricdo do gene AR, permitindo que as
bactérias sejam lizadas facilmente apés ciclos de congelamento-descongelamento (Jia et al., 2011)
Posteriormente a inducéo, prosseguiu-se a lise celular complementada por ciclos de congelacédo e
descongelacéo por forma a obter uma lise bem-sucedida. Usualmente o método de lise mais utilizado
envolve a utilizagdo de lisozima no tampéo de lise, no entanto, € uma enzima que apresenta um peso
molecular de 15kDa, semelhante ao peso do antigénio (16,7kDa), o que poderia dificultar o processo
de purificacdo e observagdo correta em SDS-PAGE. Assim, evita-se a sua utilizagdo, gracas ao
fenétipo de autdlise da bactéria através do seu gene AR. As amostras obtidas durante o processo
foram avaliadas através de eletroforese em gel de SDS-PAGE a 15% (FIGURA 3. 1) onde se observou
a presenca do antigénio rsm, com um peso molecular de 16,7kDa, nas fra¢gBes insollveis e
concluindo-se que o antigénio é expresso em corpos de inclusdo. Estes resultados encontram-se de
acordo com os verificados em ensaios anteriores efetuados no laboratério e que demonstraram qual o
produto da cultura celular que permite recuperar a maior quantidade de antigénio rsm. Como
concluido, o antigénio rsm encontra-se inserido em corpos de inclusdo, agregados proteicos
insoluveis de proteinas com folding incorreto formadas durante a expressao de proteinas heterdlogas
em E. coli, regularmente localizados no citoplasma, sendo a sua origem atribuida a uma
concentracdo local de folding ineficiente bem como a auséncia de chaperonas apropriadas. Assim
sendo, precisam de um passo de renaturagdo apos o processo de lise que consiste na solubilizacéo
dos agregados através da utilizacdo de agentes desnhaturantes (e.g. ureia) — passo efetuado no
presente estudo, sendo essa a forma final das amostras a purificar. (Upadhyay et al., 2012; Singh et
al., 2005) A purificagdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo foi efetuada através de
cromatografia de afinidade com i6es metdlicos imobilizados (IMAC) recorrendo-se a resina IMAC
Sepharose 6 Fast Flow™ da GE Healthcare e a uma coluna HiTrapTM da GE Healthcare, carregadas
com ides Cu*".

A cromatografia baseia-se na interacao entre as proteinas em solugéo e o iao metalico imobilizado

no suporte soélido, sendo usualmente utilizado para a purificagdo de proteinas recombinantes com
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cauda de histidina de forma especifica. Estes i6es metdlicos bipositivos possuem a capacidade de
fazer a quelagéo da proteina alvo através da cauda de histidinas presente na extremidade C-terminal
desta, encontrando-se também quelados a um grupo NTA (&cido trinitroacético), que por sua vez foi
reticulado com a malha de agarose que compde a resina. Com o intuito de obter a proteina rsm na
sua forma mais pura, testou-se varios ensaios que se encontram descritos na seccao 2.1.2 (pag. 21)
e no Anexo 7.2 (pag. 62). Os diferentes produtos gerados foram avaliados por trés técnicas
diferentes: NanodropTM, a 280nm, para quantificacdo proteica de cada fragdo obtida; por ELISA
indireta, que, recorrendo a um soro policlonal primario produzido em murganho contra a proteina em
estudo, origina uma ligacdo especifica ao antigénio rsm, permitindo concluir em que fracdes da
purificacdo se encontra o antigénio; e por fim, por eletroforese em gel de SDS-PAGE a 15%, para
observacédo da presenca do antigénio em estudo e de possiveis contaminantes. Num primeiro ensaio
foi estudado tampdo fosfato de sodio pH 7,4 como tamp&o de lavagem, ligacéo e elui¢do, pois foi um
tampéo utilizado testado anteriormente no laboratério, servindo como base de comparagdo
relativamente aos restantes. (Coutinho, 2015) A FIGURA 3. 2 e FIGURA 3. 3 revelam os resultados
obtidos durante a purificagdo com o tampao referido, onde se verificou um maior valor de absorvancia
a 280nm — diretamente proporcional a quantidade de antigénio purificado e eluido -, correspondendo
ao eluido do contetdo proteico do lizado bacteriano que néo ficou retido na resina. Este diz respeito a
todas as proteinas bacterianas expressas, que por ndo possuirem a cauda poli-histidina caracteristica
do antigénio a purificar, ndo ficaram retidas na resina. Observou-se também a presenca de valores
altos de absorvéancias, a 405nm, durante a aplicagdo da amostra revelando que parte do antigénio
rsm ndo adsorveu a resina durante o processo. A obten¢do do antigénio rsm durante a purificacéo
bem como a eliminacdo de proteinas contaminantes € possivel pela presenca de imidazole nos
tampdes de lavagem, ligacao e elui¢do. O Imidazole é um composto organico que tem a capacidade
de substituir a proteina na resina, competindo com as caudas de histidina pela interacdo com os ifes
metéalicos imobilizados. A baixas concentracdes (20mM), o imidazole é utilizado para remocao de
proteinas com ligagbes mais fracas de modo a aumentar a pureza da proteina alvo, e a
concentracbes mais elevadas, (da ordem dos 500mM) permite a eluicdo da proteina alvo da coluna

com a maxima pureza.

Usualmente nos tampdes de eluicdo também é utilizado 500mM de NaCl com o intuito de eliminar
os efeitos de alteracdo ionica na proteina e que a destabilizam. Para a observagdo das fracbes
proteicas eluidas com maiores valores de absorvancia, analisou-se uma aliquota por eletroforese em
gel de SDS-PAGE a 15%, obtendo-se a confirmacédo da presenca do antigénio rsm, com 16,7kDa,
bem como de uma proteina contaminante, de cerca de 38kDa. Em estudos efetuados anteriormente,
concluiu-se, que o antigénio rsm tende a desnaturar tornando-se insolavel, ap6s concentracdo com
componentes como o polietilenoglicol 8000 (PEG 8000), acetona ou com Amicon, inclusivamente
precipitando, sem permitir ressolubilizacdo. (Coutinho, 2015) No presente trabalho, experimentou-se
a concentracdo com PEG8000 — polimero higroscépico com capacidade de absorver agua —, apés
dialise do volume de antigénio purificado - através da utilizagdo de uma fita de dialise de 12,4 MWCO

-, verificando-se igualmente a formacao de precipitados. Em virtude do exposto, verificou-se o indice

47



Desenvolvimento de bionanoconjugados para a detecdo de anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii

GRAVY (Grand Average of Hidropathicity), que indica a solubilidade das proteinas. Quanto ao
antigénio rsm sabe-se que apresenta um indice de hidropaticidade de -0,702, sendo uma proteina
teoricamente hidrofilica, no entanto, na pratica, a proteina apresenta algum grau de insolubilidade.
Assim sendo, e devido a instabilidade demonstrada ndo s6 neste estudo como em estudos anteriores,
decidiu-se ndo concentrar o antigénio apés dialise. (Coutinho, 2015) Esta insolubilidade observada
podera dever-se a expressao do antigénio rsm em estudo em corpos de inclusao, formados devido ao
ambiente redutor presente no citosol da bactéria, que nao permite a formacdo de ligacbes
dissulfureto, levando a agregagdo e requerendo um passo de solubilizacdo e refolding. A
solubilizacdo de proteinas dos corpos de inclusdo utilizando altas concentracdes de reagentes
caotrdpicos, como a ureia, resulta na perda da estrutura secundaria proteica com formacéo de uma
estrutura aleatéria e possivel exposicdo da superficie hidrofébica, originando proteinas com
caracteristicas diferentes das originais. (Rosano e Ceccarelli, 2014; Upadhyay et al., 2012; Singh et
al., 2005)

ApOs o primeiro estudo com o tampédo fosfato de sddio pH 7,4, foi efetuada a otimizacdo da
purificagdo com outros sete tampdes utilizados usualmente em purificacdo proteica com uma escala
de pH crescente. Com o intuito de se compreender qual o tamp&o que permite a obtencdo de maior
quantidade de antigénio rsm purificado, para posteriormente utilizar na conjugacdo com
nanoparticulas de ouro, foram efetuados seis ensaios de otimizacdo complementados pela avaliagéo
das fracOes eluidas de 1mL resultantes da purificacdo por IMAC. Para determinar quais as fracdes
possuem maior quantidade de antigénio purificado, procedeu-se a ELISA indireta, seguida de
eletroforese em gel de SDS-PAGE para observagdo e confirmacéo da pureza da proteina em estudo
bem como o seu peso molecular. Assim sendo, efetuou-se a purificagdo de oito amostras com 0s oito
conjuntos de tampdes — ensaio descrito no Anexo 7.2 (p4g. 62) — encontrando-se os resultados na
FIGURA 3. 4 e FIGURA 3. 5. Tendo em consideragdo a quantidade de antigénio purificado
(observavel pelos valores de absorvancia medidos a 405nm para as primeiras fragdes de eluicédo) e a
quantidade de contaminante presente nos géis de SDS-PAGE, foi possivel concluir que os tampdes
mais adequados para a purificagdo sdo HEPES 7,0/7,5 e Tris-HCI pH 8,0/8,5, pois permitiram obter
maior quantidade de antigénio e menor de proteinas contaminantes. De seguida, efetuou-se um
ensaio que teve como intuito o aumento da solubilidade do antigénio rsm. Tendo em conta a baixa
solubilidade observada, estudou-se a influéncia da presenca de 5% de glicerol no tampéo de eluic&do
numa tentativa de manter o antigénio sollivel apds concentracdo. No entanto, os resultados nao
foram promissores (FIGURA 3. 6 e FIGURA 3. 7) obtendo-se valores de quantidade de proteina
purificada baixos nos ensaios com glicerol — auséncia de maximos de absorvancia elevados e
presenca de bandas proteicas muito ténues referentes ao antigénio rsm - em comparacdo com as
amostras sem glicerol. A purificagcdo do antigénio com diferentes tampdes de lavagem e ligacdo foi
estudada por forma a verificar se alguma combinacdo conseguiria purificar antigénio sem o
contaminante, eliminando a presenca de proteinas com interacdes inespecificas. No entanto, os
resultados presentes na FIGURA I. 4 e FIGURA I. 5 demonstram a presenca do contaminante para
todos os tampdes testados, com as maiores bandas de antigénio rsm observadas para purificacéo

unicamente com HEPES pH 7,5 e Tris-HCI pH 8,0. O penlltimo ensaio foi unicamente efetuado com
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0 intuito de demonstrar a capacidade de purificacdo de cada tampéao, optando-se, de acordo com o
observado na FIGURA 3. 8, pelo tampéo Tris-HCI pH 8,0, como tampd&o ideal de purificagcdo. De
acordo com os resultados obtidos foi possivel desenvolver um protocolo otimizado para a purificagao
do antigénio rsm, que permitiu a purificacdo de dez amostras com tampao Tris-HCI pH 8,0 — ensaio
descrito no Anexo 7.2. Através dos valores de absorvancia, obtidos para as primeiras fracdes de
eluicdo de cada purificacdo (FIGURA I. 6), e das bandas proteicas com elevada intensidade
verificadas por SDS-PAGE a 15% - FIGURA 3. 9 — é possivel inferir sobre a obtencdo de volumes
eluidos com elevada quantidade de proteina purificada. Contudo, em todos os ensaios efetuados
verificou-se a presencga da proteina contaminante com 38kDa. Numa tentativa de verificar qual a
origem deste contaminante efetuou-se Western-blot, cujos resultados se encontram no Anexo 7.9.
Efetuaram-se dois protocolos (seccdo 2.2.3 — pag. 24). Um primeiro, usualmente realizado
(FIGURA I. 7A), e, um segundo protocolo, com o intuito de eliminar as rea¢des cruzadas do anticorpo
conjugado para as proteinas de E. coli, de modo a eliminar anticorpos para E. coli, observando-se a
ndo marcacdo do contaminante (FIGURA I. 7B) em comparacdo com o resultado obtido com a
aplicacdo do primeiro protocolo. No final, juntou-se as primeiras 8 fracdes de eluigdo do antigénio,
escolhendo-se os volumes obtidos nas purificagbes 1 a 6 para dialise (FIGURA 3. 10A). Os
componentes em elevadas concentracdes presentes no tampao de eluicdo, como Imidazole (500mM)
e NaCl (500mM), permitem a reducdo das interacdes ndo especificas de proteinas contaminantes
com a coluna IMAC e mantém a forca iénica da solucéo proteica aumentando a sua solubilidade e
estabilidade, no entanto, para a interacdo do antigénio com as AuNP, este ndo se pode encontrar em
concentracdes salinas e de imidazole altas, pois permitem a destabilizacdo e consequentemente a
formacédo de agregados de AuNP. Assim sendo, dialisou-se as amostras para o tampdo 10mM Tris-
HCI, 20mM NacCl, 2% glicerol, pH 8,0, sendo o pH do tampé&o apés a dialise, 0,5 unidades abaixo do
pl da proteina (ponto isoelétrico = 8,57). A presenca de glicerol — cosolvente - no tampao de dialise
teve como intuito a estabilizacdo estrutural da proteina, que j4 se verificou ser instavel,
inclusivamente, apés didlise (FIGURA 3. 10B). O glicerol estabiliza e previne a agregacdo proteica
durante o refolding de proteinas recombinantes, encontrando-se descrito também como estabilizador
de intermediarios proteicos sem folding, como os observados ap6s solubilizagdo de corpos de
inclusao, interagindo com os locais hidrofébicos e aumentando a sua estabilidade. (Vagenende et al.,
2009; Bondos e Bicknell, 2003) Como estabilizadores foram testados também DTT, etanol e
glutationa oxidada/reduzida, no entanto, sem resultados positivos ou conclusivos, excluindo-se a sua
utilizacdo. (Lebendiker e Danieli, 2014) No final do processo de purificacdo por IMAC, foram obtidas

duas solucdes dialisadas de antigénio com concentragcdo de 6,1mg/mL e 8,5mg/mL.

4.2 | BIONANOCONJUGADOS COMPOSTOS POR ANTIGENIO RSM

O desenvolvimento de bionanoconjugados estaveis e robustos, foi iniciado pela sintese de
nanoparticulas de ouro através do método de Turkevich, um método reprodutivel que permite o
desenvolvimento de AuNP com concentra¢des e didmetros idénticos. (Turkevich et al.,, 1951) O
processo de sintese pode ser observado na FIGURA 3. 11A, onde se verificam os varios passos de

formacdo de AuNP estabilizadas com citrato desde a aplicacdo do ouro (solu¢cdo amarela), seguida
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da adicdo do agente de reducao citrato de sédio (solucdo incolor), que reduz o sal de ouro em
solugdo como resposta a oxidagédo (solucéo preta). A medida que as AuNP se formam, os ides de
citrato adsorvem a sua superficie, conferindo uma carga negativa e prevenindo a agregacao das
AuNP devido as repuls@es electroestaticas, agindo como um agente estabilizador e de capping das
AUNP (solucéo vermelha). (Brewer et al., 2005)

A espectroscopia de UV-Vis foi utilizada ao longo da presente dissertacdo para obtencdo dos
espectros de extincdo das AuNP permitindo o céalculo do tamanho e da concentracdo das AuNP e a
comparacao da largura das bandas, dos indices de agregacdo relacionados com a estabilidade
coloidal e dos desvios de SPR apos funcionalizagdo e conjugagdo. Segundo o método de Haiss
(2007), utiliza-se o quociente entre a absorvancia maxima de AuNP no méaximo da banda SPR e a
absorvancia a 405nm para obter um valor de coeficiente de extingdo molar (M™*cm™), pré-definido e
tabelado, utilizado no célculo da concentragdo das AuNP (sec¢do 2.3.2). (Haiss et al.,, 2007) Na
FIGURA 3. 11B, encontra-se representado o espectro de UV-Vis para as nanoparticulas sintetizadas
pelo método de Turkevich, e que apresentam um espetro com absorvancia maxima da banda de SPR
centrada a 520nm, conferindo a solugdo uma cor vermelha, com AuNP com 16nm e 7,89nM.
Averiguou-se também que a solucéo coloidal de AuNP sintetizadas aparenta ser monodispersa, pois
apresenta uma banda de SPR estreita. O quociente entre a absorvancia méxima de banda de SPR
(520nm) e a absorvancia a 600nm, desta solug¢é@o coloidal é de 0,19, indicando um bom estado da
solucdo sem agregacdo. Sabendo que a largura da banda de SPR encontra-se relacionada com
amostras menos monodispersas, o indice de agregacdo pode ser um bom indicador das diferencas
no estado de monodisperséo de solu¢Bes coloidais de AuNP. (Haiss et al., 2007) No entanto, sé deve
ter sido em conta como indicagdo, sendo necessaria comparacao entre amostras para uma indicagao
da diferenca do estado de agregacdo da amostra, pois ndo foi totalmente correlacionado com o grau
de monodispersdo da amostra como ocorre numa técnica de caracterizacdo de elevada resolugéo
como microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Também para a conjugacdo de AuNP com
proteina, foi calculado o indice de agregacéo, servindo de indicador relativamente a eficiéncia da
conjugacdao e estabilidade de formacdo de bionanoconjugados. A sintese efetuada fornece as AuNP
um revestimento de ides de citrato que pode ser substituido, gracas a moléculas com um grupo
guimico com maior afinidade para o ouro que a ligagdo electroestatica observada entre os grupos
terminais do citrato e o ouro. Assim, apés a sintese efetuou-se a funcionalizagdo das AUNP com MUA
(11-mercaptoundecandico) ou com pentapéptido CALNN (constituido por cinco aminoacidos —
cisteina, alanina, leucina e duas asparaginas), que apresentam grande afinidade para o ouro devido a
presenca do grupo tiol (-SH) nas suas estruturas. (Gomes et al., 2012; Lévy et al., 2004)

De modo a compreender qual confere maior estabilidade as AuNP e permite a formacdo de
bionanoconjugados robustos, utilizaram-se razdes molares [MUA]/[AUNP] e [CALNN]/[AuNP] de 5000
e 1000, respetivamente, previamente definidas no laboratério. MUA e CALNN sdo moléculas
estudadas para atuarem como agentes de revestimento conferindo carga negativa as AuNP. Os
pequenos péptidos como CALNN fazem a ligacdo com AuNP, através dos grupos sulfidrilo presentes
na cisteina. A cisteina é seguida de uma alanina e leucina que possuem cadeias laterais hidrofébicas

permitindo a montagem dos péptidos na superficie das AuNP através de interacdes intermoleculares,
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mantendo a sua estabilidade. Por sua vez, os dois residuos de asparagina, bastante hidrofilicos,
presentes na extremidade exposta a solugéo, conferem estabilidade coloidal as AUNP funcionalizadas
com este pentapéptido. MUA destaca-se como alcandtiol utilizado em técnicas de conjugacdo de
AuNP com proteinas, com o grupo sulfidrilo presente numa das extremidades da molécula com
capacidade de ligacdo covalente as AuNP. Apos incubacdo, a funcionalizacdo foi comprovada
através da observacdo dos maximos de absorvancia para AuNP ndo funcionalizadas e
funcionalizadas.

A FIGURA 3. 12A e B revela os resultados obtidos através de espectroscopia de UV-Vis
permitindo a observacéo de um desvio entre 3-4nm para comprimentos de onda maiores - em
comparacao com o maximo de SPR verificado para AuNP-Citrato - para AUNP-CALNN e AUNP-MUA,
respetivamente, demonstrando um aumento no indice de refracdo resultante da troca de agente de
revestimento das AuNP, sendo este desvio indicativo da funcionalizacdo de AuNP bem-sucedida.
(Kimling et al., 2006) Apds funcionalizac&o foi estudada a conjugacdo de AUNP com o antigénio rsm
anteriormente expresso e purificado. Para além do estudo da conjugacdo com AuNP funcionalizadas
com MUA e CALNN, foi também testada, a influéncia da reticulagdo quimica (cross-linking) na
conjugacéo. Para tal, usaram-se os reagentes: EDC e NHS - agentes quimicos que permitem a
reticulagdo entre AuNP funcionalizadas e biomoléculas através da formacdo de ligacdo peptidica
entre o grupo &cido superficial do ligando que funcionaliza as AUuNP e os grupos amina das cadeias
laterais de alguns residuos de aminoacidos do antigénio rsm. (Guirgis et al., 2012; Bartczak e
Kanaras, 2011) A fim de obter uma melhor conjugacdo, foi igualmente testada uma abordagem
inovadora que recorre a incubagédo prévia do antigénio rsm a conjugar com BSA — proteina utilizada
normalmente como bloqueante de liga¢des inespecificas. (Tsai et al., 2011; Thobhani et al., 2010) No
entanto, na presente dissertacdo pretendeu-se estudar a BSA como transportador de pequenos
antigénios para o desenvolvimento de bionanoconjugados e imunodiagndéstico, algo que ainda ndo se
encontra demonstrado na literatura. A conjugacdo com o antigénio rsm foi comprovada através da
caracterizacdo de AuNP n&o funcionalizadas, AuNP funcionalizadas com MUA e CALNN, e estas
Ultimas, conjugadas com antigénio (AUNP-MUA-Antigénio ou AuNP-CALNN-Antigénio), por
espetroscopia de UV-Vis e por eletroforese em gel de agarose. Para o estudo da formacg&o dos
bionanoconjugados compostos por: AuNP-MUA-Antigénio; AuNP-CALNN-Antigénio; AuNP-MUA-
EDC/NHS-Antigénio e AuNP-MUA-BSA-Antigénio, testaram-se diferentes razfes molares
[Antigénio]/[AUNP-MUA]; [Antigénio]/[AuNP-CALNN]; [Antigénio]/[AUNP-MUA-EDC/NHS] e [BSA-
Antigénio]/[AUNP-MUA], desde 0 a 1500. Os bionanoconjugados ao conterem diferentes quantidades
de proteina a revestir a superficie das AuNP irdo possuir carga superficial, tamanho diferente, e
consequentemente, a sua mobilidade em eletroforese em gel de agarose é distinta.

Variando a razdo molar de antigénio é possivel inferir sobre a condicdo que permite a formacéo de
coroa proteica completa em redor das AuNP, algo verificado devido a saturacdao das AuNP com
antigénio originando um patamar na mobilidade eletroforética ao aumentar as razées molares de
antigénio nos bionanoconjugados Este patamar € formado devido & migragdo para o polo positivo,
dos bionanoconjugados, observada no gel de agarose, que se deve a grande densidade de carga

negativa presente nos bionanoconjugados, inversamente proporcional a quantidade de proteina
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adsorvida a superficie das AuNP. A combinacdo de resultados obtidos permite inferir qual dos
ligandos testados permite a formagdo de bionanoconjugados estaveis e determinar qual a razdo
molar de antigénio € a mais indicada para a obtencdo da coroa compacta de antigénio em torno da
AuNP. Para AuUNP-MUA-Antigénio - FIGURA 3. 13A, B e FIGURA 3. 14 — verificou-se uma mobilidade
média constante de -3,30um.cm/V.s e para AUNP-CALNN-Antigénio —-FIGURA 3. 15A, B e FIGURA 3.
16 — verificou-se uma mobilidade média de -2,25um.cm/V.s, verificando-se também um maior indice
de agregacdo para CALNN em comparacdo com MUA, excluindo este ligando como ideal para o

processo de formacédo de bionanoconjugados estaveis.

De seguida, testou-se bionanoconjugados compostos por AUNP-MUA-EDC/NHS-Antigénio. Para a
formacao de ligacdes estaveis com EDC/NHS, deve ter-se em atencdo parametros como: (1) o pH da
reacdo; (2) a quantidade de EDC, de modo a ndo provocar agregacdo devido a perda de forgas
repulsivas electroestéticas entre AuNP, e (3) o racio de EDC/NHS aplicada a solucdo de
nanoparticulas. (Conde et al., 2014) Assim sendo, testou-se varios tampdes e concentracdes de
EDC/NHS — Anexo 7.6 — de modo a melhorar a interagdo do antigénio com as AuNP. Nestes
ensaios, incubou-se EDC/NHS nas respetivas concentractes e tampdes, com as solu¢cbes de AuNP
funcionalizadas com MUA, adicionando-se as raz8es molares [Antigénio]/[AUNP-MUA-EDC/NHS] de
0 a 1500. Por fim, os espectros de UV-Vis de bionanoconjugados correspondentes a razao molar de
300 ([Antigénio]/[[AUNP-MUA-EDC/NHS]) (FIGURA 1. 8, Anexo 7.10), permitiram compreender qual o
tampdo e concentracdo de EDC/NHS que provoca menor agregagdo. Concluiu-se que as
concentracdes ideais a estudar sdo: 0,2mM EDC/0,8mM NHS em PBS1x; 1mM EDC/ImM NHS em
tampdo MES; 0,2mM EDC/0,2mM NHS em Agua Milli-Q e 0,4mM EDC/0,8mM NHS em Tamp&o
Fosfato (PB), observando-se nas restantes uma alteracdo de cor da solucdo de AuNP, bem como a
formagdo de agregados. Contudo, ndo foi possivel inferir sobre o estabelecimento do patamar da
mobilidade eletroforética, através dos resultados obtidos (FIGURA I. 9 e FIGURA 1. 10), observando-se
a formacdo de agregados, comprovado pelo aumento do indice de agregacdo, excluindo-se
EDC/NHS, na formacdo de bionanoconjugados. De seguida, testou-se a formacdo de
bionanoconjugados com BSA. Na presente dissertacdo, estudou-se bionanoconjugados formados por
AuNP-MUA-BSA-Antigénio, onde se incubou o antigénio em conjunto com diferentes raz6es molares
[BSAJ/[Antigénio] de 0,1 a 1, posteriormente, aplicando razdes molares [BSA-Antigénio]/[AUNP-MUA]
de 0 a 1500, com o intuito de observar e testar a teoria de BSA como proteina transportadora de
pequenos antigénios (neste caso, com 16,7kDa, tendéncia para comportamento hidrofébico e uma
cauda C-terminal de histidinas carregadas positivamente).

Os resultados da FIGURA |. 12 apresentam os valores de mobilidade para cada razdo
[BSAJ/[Antigénio] e [BSA-Antigénio]/[AUNP-MUA] testada, onde se observou a presenca constante de
uma diferenga média de -0,2um.cm/V.s entre bionanoconjugados AuNP-MUA-BSA e AuNP-MUA-
BSA-Antigénio, comprovando a adsor¢do do antigénio a BSA, e funcionando como um complexo de
maior tamanho e carga, e migrando menos em comparacdo com AuNP-MUA-BSA. De todas as
raz6es molares [BSAJ/[Antigénio] testadas concluiu-se que 0,75 seria a melhor para a formacao de

coroa proteica a volta das AuNP, e que a razao molar [BSAJ/[Antigénio] de 1, fornece um excesso de
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concentracao de BSA, observada pela inferior mobilidade de AUNP-MUA-BSA em comparagdo com a
observada para AuNP-MUA-BSA-Antigénio, interferindo com a capacidade de observacdo de
presenca/auséncia do antigénio no complexo BSA-Antigénio. (FIGURA 1. 13) Efetuou-se também um
gel de agarose para as razbes molares crescentes [BSA-Antigéniol/[AUNP-MUA] de 0 a 1500
(FIGURA 3. 17), onde se observou uma diminuicdo de mobilidade, -1,0um.cm/V.s, em comparagéo
com o observado para AUNP-MUA-BSA (-1,3um.cm/V.s), atingindo o patamar para uma razdo de
300. Assim sendo, a formac&o bem sucedida de bionanoconjugados compostos por AUNP-MUA-BSA-
Antigénio foi estabelecida com razdes molares de 1:225:300 (JAUNP-MUA]/[BSA]/[Antigénio]). Em
davida permanece a forma como o antigénio estabelece a ligacdo, sendo necessario efetuar estudos
de afinidade de forma a compreender a ligac@o entre o antigénio e a BSA, e, entre este complexo e
as AuNP funcionalizadas. Os resultados sdo promissores, no entanto, a literatura disponivel sobre a
capacidade de adsorcdo de pequenos antigénios a BSA é limitada. A proteina BSA € uma proteina
multifuncional que efetua o transporte atuando como transportador de acidos gordos insol(veis no
sistema circulatorio, sendo estudada, atualmente, como transportador de farmacos (Zhang et al.,
2014; Tsai et al., 2011) A BSA é inclusivamente utilizada como proteina transportadora de haptenos,
através de reticulagdo, permitindo o desenvolvimento de resposta imune (Gibbs, 2001), sendo
também utilizada regularmente nos ensaios com AuNP como bloqueante, de modo a evitar ligacbes

inespecificas, e como estabilizadora de bionanoconjugados. (Thobhani et al., 2010)

A BSA é apropriada para estudos de ligac@o devido & sua elevada estabilidade, solubilidade e
disponibilidade em elevada pureza, tendo a capacidade de formar ligages hidrofébicas, eletrostaticas
e através de pontes de hidrogénio, importantes na formagdo de complexos. O pH da solucdo afeta a
adsor¢do de BSA, de acordo com o seu ponto isoelétrico que é atingido para pH 4,5-5, significando
que a proteina é carregada negativamente a pH 7-8 e positivamente a pH acidico. No entanto, a
superficie da BSA apresenta diferencas de cargas, influenciadas pela presenca de aminoacidos
carregados negativamente, como o acido glutamico e aspértico, e residuos carregados positivamente,
como as histidinas e lisinas. (Phan et al., 2015; Zhong et al., 2014) A preferéncia comprovada de BSA
para superficies carregadas negativamente, a pH 7-8 (pH a que as experiéncias sdo conduzidas),
torna a BSA carregada negativamente, no entanto, a presenca de 60 lisinas superficiais carregadas
positivamente permite o desenvolvimento de ligacdes electroestaticas entre a BSA e AuNP-MUA
carregadas negativamente. (Phan et al., 2015; Conde et al., 2014; Brewer et al., 2005) As ligacBes
eletrostaticas permitem um método simples de conjugacdo de nanoparticulas com biomoléculas,
dependente da quantidade de carga presente nas AuNP e nas biomoléculas, bem como do ponto
isoelétrico das biomoléculas em estudo. (Conde et al., 2014; Brewer et al., 2005) No entanto, a BSA
também apresenta a capacidade de formacdo de ligacBes hidrofdbicas, interacdes estabelecidas
através dos bolsos hidrofobicos — presentes em cada dominio da BSA — e que permitem o docking
molecular. (Zhang et al., 2014; Tsai et al., 2011; Thobhani et al., 2010) Assim, de modo a estender a
compreensao sobre a estrutura do antigénio, avaliou-se a sua sequéncia de aminoéacidos (Anexo 7.1
- TABELA I. 2) através do Protparam do website EXPASy, o que revelou um indice alifatico de 64,01

mol%. O método do indice alifatico prevé a estabilidade regional através do céalculo do volume relativo
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ocupado por cadeias laterais alifaticas — com aminoacidos alanina, valina, isoleucina e leucina —
funcionando com um indicador de termoestabilidade proteica. (Gasteiger et al., 2005) Um dos tipos de
interacdes estabelecidas, descritos, e efetuados pela BSA relativamente a outros compostos, sédo as
interacdes hidrofébicas, observadas maioritariamente entre aminacidos alifaticos (Gly, Ala, Val, Leu,
lle e Pro) ndo polares. (Zhang et al., 2014; Zhong et al., 2014) Assim, parece razoavel assumir que o
antigénio rsm apresenta capacidade de ligacdo a BSA, gracas a interacfes entre os residuos

alifaticos dos bolsos hidrofobicos da BSA e do antigénio rsm.

4.3 | ESTUDO DA LIGACAO DO SORO POLICLONAL AO ANTIGENIO RSM

Finalmente foi tido como foco a interacdo dos bionanoconjugados AUNP-MUA-BSA-Antigénio rsm
e o soro policlonal anti-arsm. Avaliou-se o efeito de diferentes tempos de incubagé&o (1h, 2h e o/n a
4°C) na formacdo de ligacdes entre os bionanoconjugados e o0s anticorpos presentes no soro
policlonal, bem como diferentes raz6es molares [Soro]/[AUNP-MUA-BSA-Antigénio rsm] de 0 a 15.
Verificou-se nos géis de agarose (FIGURA 1. 14 — Anexo 7.12; FIGURA 3. 18) o estabelecimento de
um patamar de mobilidade eletroforética, e subsequente saturagdo dos bionanoconjugados com
anticorpos anti-arsm, a partir de =-0,7um.cm/V.s para a razdo molar [Soro]/[AUNP-MUA-BSA-
Antigénio] de 1,5, sendo preferencial a incubacado durante 1h a 4°C de modo a evitar a agregacao das
AuNP. Observou-se também a presenca de mobilidade de bionanoconjugados em ligagdo a soro
policlonal, no sentido negativo (FIGURA 3. 18). Esta mobilidade pode dever-se ao facto de o soro
policlonal ndo ter passado por um processo de purificacdo, como tal possui, na sua constituicao
proteinas contaminantes que apés ligacdo aos bionanoconjugados, poderdo tornar os complexos
globalmente positivos, resultando na migracdo eletroforética de AUNP-MUA-BSA-Soro para o polo
negativo. Em segundo lugar, foi estudado o efeito de lavagens na ligacdo entre os
bionanoconjugados e o soro, com o intuito de eliminar as proteinas contaminantes presentes e que
influenciam a qualidade da ligacdo dos bionanoconjugados ao soro, levando a arrastamentos durante
a eletroforese. No Anexo 7.12 (pag. 74)/FIGURA 1. 15 encontram-se os resultados obtidos das trés
condi¢cdes estudadas, inferindo-se que a lavagem dos bionanoconjugados, duas vezes, permite a
eliminagdo da maior quantidade de proteinas contaminantes. Efetuou-se eletroforese em gel de
agarose, apés duas lavagens com 1h de incubagéo, para as razes molares [Soro]/[[AUNP-MUA-BSA-
Antigénio] de 0,3 e 1,5 (FIGURA 3. 19). Apesar do estabelecimento do patamar para a razao molar de
1,5, a crescente quantidade de agregados (a partir da raz8o molar de 1), impossibilita a distincdo
clara entre a interagdo de AuNP-MUA-BSA e AuNP-MUA-BSA-Antigénio com o soro policlonal. Na
FIGURA 3. 19, é possivel concluir que a razao molar de 0,3 é suficiente para uma interagdo eficaz
entre antigénio e anticorpo, observando-se uma diferenca de mobilidade entre AUNP-MUA-BSA-
Anticorpo e AUNP-MUA-BSA-Antigénio-Soro, confirmando também a ligagdo do anticorpo (colunas 4
a 9), de maneira estavel e reprodutivel, em comparacdo com bionanoconjugados sem anticorpo
(coluna 1 a 3).

Concluiu-se que a aplicacdo de uma razdo molar de [Soro]/[AuNP-MUA-BSA-Antigénio] de 0,3,
seguida da incubacéo durante 1h a 4°C, e 2 ciclos de lavagem com centrifugacao € a condigdo ideal

para a ligacdo entre os antigénios e os anticorpos.
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5 | CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A presente dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento de um imunoensaio baseado em
nanoparticulas de ouro (AuNP) para a detecéo rapida de anticorpos circulantes anti-P. jirovecii. Para
tal, foi necessaria a otimizacdo da expressao e da purificacdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo, anteriormente desenvolvido a partir de sequéncias especificas constituintes da proteina
de superficie Msg de P. jirovecii. (Tomas, 2014) Apds otimizacao da purificacdo do antigénio rsm por
IMAC, conjugou-se o antigénio com as AuNP, adequadamente funcionalizadas, para a formacao de
bionanoconjugados AuNP-Antigénio rsm estaveis. Finalmente, estudou-se a capacidade de ligacédo
dos bionanoconjugados aos anticorpos anti-arsm, presentes em soro policlonal produzido em

murganho.

No presente estudo: 1) otimizou-se a purificacdo do antigénio sintético recombinante multiepitopo,
concluindo-se que o melhor tampéo para o efeito é o tampédo Tris-HCI pH 8,0 [20mM Tris-HCI;
500mM NacCl; 500mM Imidazole; pH 8,0]; 2) obteve-se o antigénio recombinante sintético
multiepitopo na sua forma mais pura; e 3) desenvolveu-se bionanoconjugados estaveis, robustos e
com resultados reprodutiveis ao longo dos ensaios, constituidos por AUNP-MUA-BSA-Antigénio rsm,
indicando que a BSA parece ter capacidade de se ligar a antigénios com caracteristicas hidrofébicas,
permitindo o desenvolvimento de imunoensaios com base bionanotecnologia. Para a formacéo destes
bionanoconjugados foi, no entanto, necessaria a dialise prévia das amostras de antigénio rsm para o
tampé&o Tris-HCI pH 8,0 [10mM Tris-HCIl; 20mM NaCl; 2% glicerol; pH 8,0], devido a presenca de
elevadas concentracbes de imidazole e NaCl no tampéao de eluicdo, provenientes do processo de
purificacdo do antigénio. Com este tamp&o isento de sais, foi assim possivel o estudo com AuNP
esféricas sem o risco de ocorréncia da sua agregacdo. Gracas a formacdo de complexos BSA-
Antigénio, foi possivel desenvolver bionanoconjugados estaveis e robustos compostos por razdes
molares de 1:225:300, relativas a [AuNP]/[BSA]/[Antigénio], que apresentam uma capacidade 6tima
de ligacéo a soro policlonal contendo anticorpos anti-arsm.

A presente dissertagdo permitiu também inferir sobre a capacidade de ligacdo do soro policlonal
aos bhionanoconjugados AuNP-MUA-BSA-Antigénio, concluindo-se que para a razdo molar
[Soro]/[AUNP-MUA-BSA-Antigénio] de 0,3, verifica-se uma ligacdo preferencial dos anticorpos pelos

bionanoconjugados.

Futuramente, e de modo a aprofundar os conhecimentos obtidos ao longo da dissertacdo, poder-

se-ao efetuar os seguintes estudos:

Caracterizacdo dos bionanoconjugados complementada por técnicas de dispersdo de luz tais

como com potencial zeta, dispersdo de luz dinamica (DLS) e NTA (Nanoparticle-tracking analysis).

O potencial zeta esta relacionado com a carga superficial da camada de hidratacdo das AuNP.
Através da sua medicdo, ndo s6 é possivel provar que efetivamente existe conjugacdo entre
biomoléculas e AUNP como também determinar qual a concentracédo de biomoléculas que satura a

superficie das AuNP.
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Estudo estrutural por cristalografia de raios-X e/ou Ressonancia Magnética Nuclear do antigénio

recombinante sintético multiepitopo: Este estudo ndo se encontra efetuado e poderia auxiliar na

compreensdo da estrutura proteica e elucidar sobre a forma como o antigénio se liga a BSA —
através de simulacédo -, e sobre a razdo das suas caracteristicas hidrofobicas — apesar de estar

descrito como maioritariamente hidrofilico.

Purificacdo do soro policlonal, de modo a poder-se averiguar a presenca/auséncia de interacdes

das nanoparticulas com possiveis contaminantes presentes no soro.

Em dltimo recurso, poderd ser efetuada a alteracdo da bactéria utilizada na expressdo do
antigénio rsm: Como verificado anteriormente, a proteina rsm é desenvolvida durante a expressdo em
corpos de inclusdo. Como alternativa a E. coli XJb(DE3) utilizada na presente dissertagdo, foram
desenvolvidas pela Novagen, estirpes denominadas Origami™, nomeadamente Origami'"'2(DE3),
que apresentam mutacdes nos genes da tioredoxina reductase (trxB) e glutationa reductase (gor)
permitindo o desenvolvimento de ligagbes dissulfureto no citoplasma de E. coli e corrigindo a
tendéncia para o desenvolvimento de corpos de incluséo, cuja formacgéo leva, maioritariamente, ao
desenvolvimento de proteina com folding incorreto e tendéncias hidrofébicas. Estas estirpes incluem
também a cépia cromossomal do gene RNA polimerase T7 sob o controlo do promotor lacUV5, tal e
qual como a estirpe XJb(DE3). (Lebendiker e Danieli, 2014)

ApOs a concretizacdo destes ensaios, juntamente com os resultados obtidos neste projeto de
Mestrado, serd possivel o desenvolvimento de um teste seroldgico rapido para a detecdo de
anticorpos circulantes anti-P. jirovecii, para além de revelar uma capacidade inerente da BSA como
transportador de pequenos antigénios, capacidade essa que ndo se encontra descrita na literatura

consultada.
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7 | ANEXOS

7.1 ANEXO|

Vetor de expressdo pLATE3L1 - Elementos genéticos constituintes e funcdes
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FIGURA I. 1 | Vetor de expressé@o pLATE31. Adaptado de Tomés, 2014.

TABELA I. 1 | Elementos genéticos constituintes do vetor de expressdo pLATE31 e funcgdes.

Constituinte Funcao

bla (Ap) Gene da B-lactamase que confere resisténcia a ampicilina, sendo Util na sele¢cdo e manutengdo
a(Ap

de colénias transformadas em cultura.

TrrnBT1-T2 Terminador da transcricdo que previne a expresséo basal do gene.

LacO Operéo lac que controla a expressao genética.
Pz Promotor da RNA polimerase T7 que dirige a transcrigdo do gene clonado.
RBS Local de ligacé@o do ribossoma para uma traducao efetiva do gene clonado.
6xHis Cauda C-terminal de histidinas
Pret Promotor Pt que reduz a expressao basal a partir do promotor T7.
Tr7 Terminador da transcri¢cao a partir do promotor T7.
Lacl Repressor lac que efetua o controlo da expresséo basal através do promotor Prs.
rop Proteina que regula o nimero de cépias do plasmideo.

rep (pMB1) Origem de replicacao (rep) do plasmideo pMB1

TABELA |. 2 | Composicéo do antigénio recombinante sintético multiepitopo. Adaptado de Tomas,
2014.

GTTEILKQVLLNEHKDTLKDQESCVKYLKEKCNKWSRRGNDRFSLVCVFLEG
GGGGVAEVFGRYVGLKERCNKLESDCGIKEDCKDLEGVCGKIQGGGGGTST
ITSKITLTSTRRCKPTKCTTGDDAEDVKPSEGLKMSGW SVMRGHHHHHH

Sequéncia de aminoacidos

do antigénio rsm
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7.2 ANEXOII
Otimizacédo da purificacdo de antigénio rsm por IMAC
Para a otimizagdo da purificagdo do antigénio rsm, foi efetuado o mesmo protocolo em cada
ensaio, com ligeiras altera¢Bes, e utilizada uma coluna de cromatografia HiTrap de 1mL (GE
Healthcare Life Sciences) empacotada com 1mL de resina Sepharose 6 FastFlow (GE Healthcare Life

Sciences) com ides Cu** imobilizados [Sulfato de cobre penta-hidratado 0,1M; Merck].

1° Ensaio — Comparacéao entre 8 tampdes

Para o primeiro ensaio de purificacdo, purificou-se oito amostras de 2mL. O presente ensaio teve

como intuito o estudo de oito tampdes diferentes na purificacdo do antigénio, efetuando-se 0 mesmo

protocolo para cada um.

TABELA I. 3 | Tamp®8es de lavagem e ligagdo estudados.
1) Fosfato de sddio [500mM NaCl; 20mM NaHPO4; 20mM Imidazole; pH 7,4]
2) MES [500mM NaCl; 20mM MES (99%, Sigma-Aldrich); 20mM Imidazole; pH 6,0]
3) MES [500mM NacCl; 20mM MES; 20mM Imidazole; pH 6,5]
4) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES (99%, Sigma-Aldrich); 20 mM Imidazole; pH 7,5]
5) HEPES [500mM NaCl; 20mM HEPES; 20mM Imidazole; pH 8,0]
6) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base (99%, AppliChem); 20mM Imidazole; pH 8,0]
7) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 20mM Imidazole; pH 8,5]
8) Bicarbonato de s6dio [500mM NaCl; 20mM NaHCO3 (99%, Sigma-Aldrich); 20mM Imidazole; pH 8,5]

Primeiramente, aplicou-se 10mL de tampéo de ligacdo, seguidos de 2mL de amostra [sedimento
ressuspendido em ureia e tampé&o de ligacéo; 1:3], aplicados lentamente para garantir que o antigénio
com cauda de histidina se liga aos ides cobre imobilizados, repetindo-se o procedimento duas vezes.

De seguida, aplicou-se 10mL de tampéao de ligacéo, e, por fim, 20mL de tampé&o de eluigéo.

TABELA I. 4 | Tampd®es de eluicdo estudados.
1) Fosfato de sodio [500mM NaCl; 20mM Na;HPO,; 500mM Imidazole; pH 7,4]
2) MES [500mM NacCl; 20mM MES; 500mM Imidazole; pH 6,0]
3) MES [500mM NaCl; 20mM MES; 500mM Imidazole; pH 6,5]
4) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; pH 7,5]
5) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; pH 8,0]
6) Tris-HCI [500mM NacCl; 20mM Tris-base; 500mM Imidazole; pH 8,0]
7) Tris-HCI [500mM NacCl; 20mM Tris-base; 500mM Imidazole; pH 8,5]
8) Bicarbonato de sodio [500mM NaCl; 20mM NaHCO3; 500mM Imidazole; pH 8,5]

Apé6s a fase de aplicacdo do tampéo de eluicdo, a coluna foi lavada com 5mL de tampdo de
remocéao de cobre [20mM Na,HPO,; 500mM NaCl; 50mM EDTA; pH 7,4], e de seguida, com 10mL de
agua Milli-Q, 5mL de NaOH 0,1 M, pH 12 e 15mL de agua Milli-Q. No final, adicionou-se 3mL de 0,1M
Sulfato de cobre penta-hidratado, colocando-se a 4°C durante 30min, e antes de nova utilizacdo, a
coluna é lavada com 20mL de agua Milli-Q. Este passo de remocao e lavagem de coluna foi efetuado
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entre todos os ensaios de purificagdo, tornando a coluna apta para uma nova purificagdo. O volume
eluido durante a purificagéo foi recolhido em fragbes de 1mL e armazenado a 4°C. Por ELISA indireta
foi possivel confirmar a presenca do antigénio rsm, enquanto que por eletroforese em gel de SDS-

PAGE a 15% foi possivel confirmar a pureza da proteina em estudo.

2° Ensaio — Presenca e auséncia de glicerol

Neste ensaio, estudou-se o efeito do glicerol na purificagao do antigénio rsm. O glicerol atua como
co-solvente estabilizador de proteinas em solugBes aquosas, por isso foi testado o efeito da sua
presenca em quatro tampdes de eluicdo diferentes, em comparacéo com a auséncia de glicerol nos
mesmos quatro tampdes de eluicdo, mantendo os tampfes de lavagem e ligacao constantes. Para
tal, sujeitou-se oito amostras ao ensaio de purificacdo. Para o presente ensaio, estudou-se o efeito de
oito tampdes diferentes na purificagdo do antigénio rsm, efetuando-se o mesmo protocolo para cada
um dos tampdes. Aplicou-se 10mL de tampdo de lavagem e de seguida, aplicou-se a 2mL de
amostra, repetindo-se o procedimento duas vezes. Posteriormente, aplicou-se 10mL de tampéo de

ligacdo e 20mL de tampéo de eluicdo. A combinacao de tamp®&es encontra-se na TABELA I. 5.

TABELA I. 5| Combinacéo de tampdes de lavagem, ligacéo e elui¢do utilizada no 2° ensaio.

Tampado de lavagem e ligagéo Tampado de eluicédo
1) HEPES [500mM NaCl; 20mM A) HEPES [500mM NaCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; 5% glicerol;
HEPES; 20mM Imidazole; pH pH 7,5]
7,5] B) HEPES [500mM NaCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; pH 7,5]
2) HEPES [500mM NacCl; 20mM C) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; 5% glicerol;
HEPES; 20mM Imidazole; pH pH 8,0]
8,0] D)HEPES [500mM NaCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; pH 8,0]
3) Tris-HCI [500mM NacCl; 20mM E) Tris-HCI [500 mM NaCl; 20 mM Tris base; 500 mM Imidazole; 5%
Tris-base; 20mM Imidazole; pH glicerol; pH 8,0]
8,0] F) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris base; 500mM Imidazole; pH 8,0]
4) Tris-HCI [500mM NacCl; 20mM  G) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 500mM Imidazole; 5% glicerol;
Tris-base; 20mM Imidazole; pH pH 8,5]
8,5] H) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 500mM Imidazole; pH 8,5]

ApoOs a fase de aplicagdo do tampao de eluicao, foi efetuado o protocolo de remogédo do cobre e
preparacdo para novos ensaios. O volume eluido durante a purificacdo foi recolhido em fragGes de
1mL e armazenado a 4°C. Por ELISA indireta foi possivel confirmar a presenca do antigénio rsm nas
fracBes eluidas com tampdo de eluicdo e a auséncia do mesmo nas restantes fracdes e por

eletroforese em gel de SDS-PAGE a 15% foi possivel confirmar a pureza da proteina em estudo.

3° e 4° ensaios — Alteracdo do tampao de lavagem e ligacdo

Os seguintes ensaios tiveram como intuito o estudo de diferentes tampdes de ligacdo, permitindo
compreender que combinacdo de tampBes permitiia um aumento da capacidade de ligacdo da
proteina a resina bem como a eliminacdo da maior quantidade de proteinas contaminantes. Foram

testados trés tampdes de lavagem e ligacdo e dois tampdes de eluicao diferentes. Para tal, sujeitou-
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se seis amostras ao ensaio de purificagdo. O processo de purificacdo foi efetuado como no ensaio

anterior. A combinacéo de tampdes testada encontra-se na TABELA I. 6.

TABELA I. 6 | Combinacéo de tampdao estudados no 3° e 4° ensaios.

Tampéo de lavagem e ligagdo Tampdo de eluicéo

1) Fosfato de sédio [500mM NaCl; 20mM Na;HPO4; 20mM Imidazole; pH 7,4] A) Tris-HCI [500mM NacCl;

2) Bicarbonato de s6dio [500mM NaCl; 20mM NaHCOs; 20mM Imidazole; pH 8,5] 20mM Tris-base; 500mM

3) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 20 mM Imidazole; pH 8,0] Imidazole; pH 8,0]
1) Fosfato de sédio [500mM NaCl; 20mM Na;HPO4; 20mM Imidazole; pH 7,4] B) HEPES [500mM NacCl;
2) Bicarbonato de sédio [500mM NaCl; 20mM NaHCOs; 20mM Imidazole; pH 8,5] 20mM HEPES; 500mM
3) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES; 20mM Imidazole; pH 7,5] Imidazole; pH 7,5

ApoOs a fase de eluicdo da proteina em estudo, efetuou-se o passo de remocgdo de cobre e
lavagem da coluna, conforme exposto nos ensaios anteriores. O volume eluido durante a purificagéo
foi recolhido em fragBes de 1mL e armazenado a 4°C. Por ELISA indireta foi possivel confirmar a
presenca do antigénio rsm nas fracdes eluidas com tampéo de eluicdo e por eletroforese em gel de

SDS-PAGE a 15% foi possivel confirmar a pureza da proteina em estudo.

5° ensaio — HEPES pH 7,5 / Tris-HCI pH 8.0

Apbs se ter chegado a conclusdo de quais os dois melhores tampdes em estudo, efetuou-se o

seguinte ensaio para uma comparac¢do do antigénio purificado final obtido através da purificacdo com
cada um dos tampdes. Para tal, sujeitou-se duas amostras de 2mL ao ensaio de purificagdo. Para o
presente ensaio, efetuou-se 0 mesmo protocolo para cada um dos tampdes. Aplicou-se 10mL de
tampéo de lavagem, correspondente a cada tampao:

1) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES; 20mM Imidazole; pH 7,5]
2) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 20mM Imidazole; pH 8,0]

De seguida, aplicou-se a 2mL de amostra, repetindo-se o procedimento duas vezes. De seguida,
aplicou-se 10mL de tampéo de ligacdo — tampdo igual ao da lavagem — e, por fim, 20mL de tampéao
de eluicdo, correspondente a cada tampao:

1) HEPES [500mM NacCl; 20mM HEPES; 500mM Imidazole; pH 7,5]
2) Tris-HCI [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 500mM Imidazole; pH 8,0]

Apés a fase de eluicdo da proteina em estudo, efetuou-se o passo de remocao de cobre e
lavagem da coluna, conforme exposto nos ensaios anteriores. O volume eluido durante a purificacao
foi recolhido em fracdes de 1mL e armazenado a 4°C. Por ELISA indireta foi possivel confirmar a
presenca do antigénio rsm nas fragdes eluidas com tampéo de eluicdo, enquanto que por eletroforese

em gel de SDS-PAGE a 15% foi possivel confirmar a pureza da proteina em estudo.
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6° ensaio — Purificacao final do antigénio rsm para bionanoconjugacao

Para a futura conjugagdo com as nanoparticulas de ouro (AuNP), purificou-se dez amostras: seis
de 6mL e quatro de 2mL, com o tampao Tris-HCI pH 8,0 como tampao de lavagem, ligacéo e eluicéo.
Aplicou-se 10mL de tampao de lavagem Tris-HCI pH 8,0 [500mM NaCl; 20mM Tris-base; 20mM
Imidazole; pH 8,0]. De seguida, aplicou-se 2mL de amostra, repetindo-se o procedimento duas vezes,
lavou-se novamente a coluna com 10mL de tampao de ligacdo Tris-HCI pH 8,0 [500mM NacCl; 20mM
Tris-base; 20mM Imidazole; pH 8,0] e, por fim, 20mL de tampé&o de eluigdo Tris-HCI pH 8,0 [500mM
NaCl; 20mM Tris-base; 500mM Imidazole; pH 8,0]. Para cada purificacdo juntou-se as fracdes qua
apresentavam maior valor de absorvancia por ELISA indireta - indicativo de maior concentragdo de
antigénio - em falcons de 15mL, sendo de seguida armazenados a 4°C. Parte do volume de proteina
purificada obtida foi dialisada com o intuito de remover a concentracdo elevada de imidazole e de
NaCl, possiveis interferentes na bionanoconjugagdo com AuNP, através de uma fita de dialise com
porosidade 12,400 MWCO (Molecular Weight Cut-Off, D-0655, Sigma), contra o tampéo Tris-HCI pH
8,0 [10mM Tris-base; 20mM NacCl; 2% glicerol; pH 8,0]. Para determinar a concentracdo de antigénio
rsm presente em cada volume purificado armazenado, recorreu-se ao método do Acido Bicinconinico

(BCA) e por eletroforese em gel de SDS-PAGE a 15% foi possivel avaliar a sua pureza.

7.3 ANEXO Il

Marcador de pesos moleculares

TABELA I. 7 | Constituicdo do marcador de pesos moleculares_(made in house). Mw (do inglés,
Molecular weight)

Componentes presentes do Marcador Mw
Albumina de soro bovino (do inglés Bovine serum albumin; Sigma) 66,6 kDa
Ovalbumina de galinha (do inglés, Ovalbumin from egg white; Sigma) 45 kDa
Anidrase carbonica (do inglés, Carbonic anhydrase from bovine eritrocytes; Sigma) 30 kDa
Tripsinogénio (do inglés, Trypsinogen; Sigma) 23,9 kDa
RNAse A (Roth) 13,7 kDa
A e — o666kDa
W —» 45kDa
C .. — 30kDa
D —> 23,9kDa
E ww —> 137kDa

FIGURA |. 2 | Marcador de pesos moleculares composto por A. Albumina (Sigma); B. Ovalbumina
(Sigma); C. Anidrase carbonica (Sigma); D. Tripsinogénio (Sigma); E. RNAse A (Roth)
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7.4 ANEXO IV
Eletroforese de proteinas SDS-PAGE
Para a realizacdo de uma eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE 15%, procedeu-se a
preparacdo de uma solugéo de separacgéo (resolucdo) e de uma solucdo de stacking (concentracéo).
Na presente dissertacéo, o gel de separacédo foi preparado com o intuito de se obter um gel com 15%
em acrilamida e o gel de stacking com o intuito de se obter um gel com 6% de acrilamida. Os

respetivos reagentes encontram-se descritos na TABELA I. 8.

TABELA I. 8 | Composi¢ao das solugdes de separagéo e stacking que compdem o gel de SDS-PAGE a 15%.

Gel de separagéo Gel de stacking
Reagentes . . . .
(Acrilamida a 15%) (Acrilamida a 6%)
Agua desionizada Milli-Q 3,5mL 3,1mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5mL -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 1,25 mL
40% Acrilamida/Bis 3,72 mL 0,75 mL
10% SDS 0,1 mL 0,1 mL
10% Persulfato de aménia 0,05 mL 0,05 mL
TEMED 0,01 mL 0,01 mL

A eletroforese em gel de SDS-PAGE (do inglés, Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) é uma técnica utilizada na analise qualitativa de volumes complexos de proteina e
gue se fundamente pela separacdo das proteinas de acordo com o seu peso molecular, permitindo,
uma determinacdo relativa do tamanho das proteinas em estudo. O gel de SDS-PAGE contém na sua
constituicdo acrilamida/bis, sendo formado pela polimerizagdo dos mondémeros de acrilamida na
presenca de bisacrilamida. O processo de polimerizacdo é iniciado apdés a adicdo da solugdo de
persulfato de aménia e estabilizado pelo reagente TEMED (tetra-metil-etilenodiamina). Findo o
processo de polimerizagdo, as amostras sdo previamente fervidas durante um curto tempo em
tampdo de amostra. Este tamp&o contém na sua constituicdo B-mercaptoetanol - reduz as pontes de
dissulfureto (S-S) que permitem o estabelecimento da estrutura tercidria das proteinas — e SDS —
detergente aniodnico que desnatura as proteinas e confere uma densidade uniforme, possibilitando a
separacdo unicamente dependente da massa —, originando proteinas com estrutura linear e carga
negativa. Apos a aplicacdo das amostras e na presenca de uma corrente elétrica, estas migram em

direcdo ao polo positivo, sendo separadas de acordo com o seu tamanho (peso molecular).

O gel de SDS-PAGE é constituido por dois géis diferentes: gel de separacdo/resolucdo — inferior -
e o gel de stacking/concentracdo — superior. O gel de stacking permite que as proteinas sejam
concentradas numa unica linha, possibilitando a passagem para o gel de separagdo ao mesmo tempo
e a comparacdo das mobilidades. A distancia de migragdo de cada proteina é controlada pela
percentagem de acrilamida presente em cada gel. Desta forma, quanto menor o tamanho da proteina,
maior a sua facilidade em atravessar os poros formados pela acrilamida, variando estes com a

concentracao de acrilamida/bisacrilamida presente em cada gel. (Wilson e Walker, 2010)
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7.5 ANEXOV
Método do Acido Bicinconinico (Bicinchoninic Acid Assay)

O método do &cido bicinconinico, referido na seccdo 2.2.4 dos materiais e métodos, é
frequentemente utilizado para determinar a concentracdo proteica. Na presenca de proteinas e em
combinacdo com ides Cu(ll), o acido bincinconinico (BCA) desencadeia uma mudanca de cor de
verde para roxo. Esta mudanca de cor resulta da reducdao de Cu(ll) a Cu(l) devido a presenca de
ligacdes peptidicas levando a formacdo de complexos de Cu(l) com BCA que absorvem fortemente a
562nm. Este método permite detetar até 0,5ug/mL de proteina. Apos incubacdo das amostras de
interesse durante 30min a 37°C, mediu-se, com recurso a um espectrofotébmetro (Varian Cary,
modelo 50 versdo 3.0), os volumes crescentes de BSA, com o intuito de construir as retas de

calibracéo, e assim determinar a concentracdo da proteina em estudo.

TABELA 1. 9 | Concentracéo de proteina em estudo, proveniente do Ultimo ensaio de purificagdo efetuada.

Purificacdo Concentragdo (mg/mL) Média das concentragdes Volume (uL)
1,181366086

1 1,02714324
0,872920394
0,71939075
2 0,846168757
0,972946763
0,459203452
3 0,480408237

0,501613021
0,526634634

4 0,523189694
0,519744754

0,813355506

5 0,859192849
0,905030191 10
1,278051734
6 1,416823626
1,555595517
0,960093975
7 0,877512783
0,794931591
1,284208417
8 1,273336351
1,262464285
1,126819611
9 1,168369413
1,209919214
0,815242291
10 0,788485915
0,761729538
TABELA 1. 10 | Concentragéo do antigénio rsm, apos dialises, e do soro policlonal anti-arsm.
Concentragdo (mg/mL) Média das concentragdes Volume (pL)
- 6,531432629
Dialise 1 6,092928648
5,654424667
. 10,08778286
Dialise 2 8,578917265
7,07005167 10
18,41 -
Soro Fator de diluicdo x5 = 96,35621263
20,33
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FIGURA I. 3 | Reta de calibracdo. Desvio padréo representativo de quadruplicados.

7.6  ANEXO VI

Tampdes e concentragdes de EDC/NHS testadas

TABELA I. 11 | Bionanoconjugados com EDC/NHS. Tamp®8es e concentragfes testadas para a sua formacao.
Tampodes Concentragdes de EDC/NHS testadas
1. 0,2mM EDC/0,2mM NHS
2.0,8mM EDC/0,8mM NHS
3. 1mM EDC/1mM NHS
4. 2mM EDC/2mM NHS

MES
10mM pH 7
[10mM CgH13NO,S; pH 7]

PBS 1x
pH 7,4
[137mM NacCl; 2,7mM KCI; 10mM NaxHPO4; 1,8mM
KH2POy4; pH 7,4]

1. 0,2mM EDC/0,8mM NHS
2.0,4mM EDC/ImM NHS
3. ImM EDC/3mM NHS
4. 2mM EDC/5mM NHS

Agua Milli-Q

1. 0,2mM EDC/0,2mM NHS

2. 0,4mM EDC/0,4mM NHS

3. 0,8mM EDC/0,8mM NHS
4. 1mM EDC/1ImM NHS

Fosfato de sodio (PB)
5mM pH 7,2
[5mM; Fosfato de sédio monobésico dihidratado

(NaH2P04.2H,0) e Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO4,)

1:1; pH 7,2]

1.0,2mM EDC/0,2mM NHS
2.0,2mM EDC/0,4mM NHS
3. 0,4mM EDC/0,8mM NHS
4.0,5mM EDC/1ImM NHS
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66,6 kDa
45 kDa
30 kDa

23,9 kDa

13,7 kDa

7.7 ANEXO VI

3° e 4° ensaio de purificacdo: Resultados
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FIGURA I. 4 | Gel em SDS-PAGE a 15%. A. Tris-HCI pH 8,0 (M. Marcador de peso molecular; Lavagem
e ligacdo com: 1. Fosfato de sddio pH 7,4; 2. Bicarbonato de sddio pH 8,5; E. extrato); B. HEPES pH 7,5
(M. Marcador de peso molecular; Lavagem e ligagdo com: 1. Fosfato de sodio pH 7,4; 2. Bicarbonato de
sodio pH 8,5; E. extrato); C. HEPES pH 7,5/Tris-HCI pH 8,0 (M. Marcador de peso molecular; 1. HEPES
pH 7,5; 2. Tris-HCI pH 8,0; E. extrato).
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FIGURA 1. 5 | Purificacdo por IMAC. A. Tris-HCI pH 8,0 ou B. HEPES pH 7,5. Representacdo dos
resultados obtidos por ELISA indireta e resultante da analise dos produtos da purificagdo por IMAC.

7.8 ANEXO VI
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FIGURA 1. 6 | Purificagdao por IMAC: Antigénio rsm para conjugacdo com AuNP. Resultados obtidos
por ELISA indireta A. Utilizacado de 6mL de amostra; B. 2mL de amostra
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7.9 ANEXO IX
Western-Blot
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*+= (16,7 kDa)

A B

FIGURA |. 7 | Western-Blot: Resultados provenientes da aplicagdo do: A. Primeiro protocolo; B.
Segundo protocolo. Representagdo de antigénio rsm com 16,7kDa e proteina contaminante com 38kDa.

7.10 ANEXO X
Resultados dos ensaios com EDC/NHS
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FIGURA |. 8 | Espetroscopia de UV-Vis: Espectros obtidos com indicacdo da absorvancia méaxima de
SPR. A. Tampao MES [1. 0,2mM EDC/0,2mM NHS; 2. 0,8mM EDC/0,8mM NHS; 3. 1ImM EDC/1mM NHS;
4. 2mM EDC/2mM NHS]; B. Tampéo PBS [1. 0,2mM EDC/0,8mM NHS; 2. 0,4AmMEDC/1mM NHS; 3. 1mM
EDC/3mM NHS; 4. 2mM EDC/5mM NHS]; C. Agua Milli-Q [1. 0,2mM EDC/0,2mM NHS; 2. 0,4mM
EDC/0,4mM NHS; 3. 0,8mM EDC/0,8mM NHS; 4. 1imM EDC/1mM NHS]; D. Tampao Fosfato de sddio
(PB) [1. 0,2mM EDC/0,2mM NHS; 2. 0,2mM EDC/0,4mM NHS; 3. 0,4mM EDC/0,8mM NHS; 4. 0,5mM
EDC/1mM NHS].
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FIGURA I. 9 | Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Bionanoconjugados AuNP-MUA-EDC/NHS-
Antigénio rsm, testados com raz8es molares de antigénio desde 0 a 1500 e diferentes tampdes, tais
como: A. Agua Milli-Q [0,2mM EDC/0,2mM NHS]; B. Tamp&do PBS [0,2mM EDC/0,8mM NHS]; C.
Tampé&o PB [0,4mM EDC/0,8mM NHS]; D. Tamp&o MES [1mM EDC/1mM NHS]. Anodo (-)/Céatodo (+)
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FIGURA 1. 10 | Mobilidade eletroforética (n) de bionanoconjugados AuNP-MUA-EDC/NHS-Antigénio,
avaliada através da aplicacdo eReuss. Desvio padrdo representativo de triplicados. Bionanoconjugados
com EDC/NHS: A. Agua Milli-Q [0,2mM EDC/0,2mM NHS]; B. Tamp&o PBS [0,2mM EDC/0,8mM NHS];
C. Tampéao PB [0,4mM EDC/0,8mM NHS]; D. Tamp&do MES [1mM EDC/1mM NHS].
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FIGURA I. 11 | Espectroscopia de UV-Vis: Espectros obtidos para AuNP-Citrato; AuNP-MUA (1:5000) e
bionanoconjugados com EDC/NHS em diferentes tampdes (indice de agregacéo; Pico da banda de SPR):

1. PBS (0,26; 526 nm); 2. Agua Milli-Q (0,30; 528 nm); 3. PB (0,28; 526 nm); 4. MES (0,29; 527 nm).

7.11 ANEXO Xl

Resultado dos ensaios com bionanoconjugados AuNP-MUA-BSA-Antigénio
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FIGURA I. 12 | Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Migragbes dos bionanoconjugados compostos por
razBes molares BSA por antigénio de 0 a 1. Razdes molares de antigénio por AUuNP: A. 150; B. 300; C. 450; D.
600. Anodo (-)/Catodo (+). E. Mobilidade eletroforética (u). Desvio padréo representativo de triplicados.
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FIGURA 1. 13 | Eletroforese em gel de agarose a 0,3%. Bionanoconjugados compostos por razdes
molares BSA/Antigénio (0,75; 1) e razdes molares Antigénio/AuNP de 25 a 600. A/B. BSA por antigénio
a 0.75. C/D. BSA por antigénio a 1. Anodo (-)/Catodo (+) Mobilidade eletroforética (u) dos
bionanoconjugados AuNP-MUA-BSA-Antigénio: Desvio padrdo representativo de triplicados.
Bionanoconjugados com: 1. BSA/Antigénio a 0,75; 2. BSA/Antigénio a 1.
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7.12 ANEXO Xl

Resultado de ensaios com soro policlonal
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FIGURA I. 14 | Eletroforese em gel de agarose a 0,3% e mobilidade eletroforética (1) de AuUNP-MUA-
BSA-Antigénio-Soro. Ligacdo dos bionanoconjugados AuNP-MUA-BSA-Antigénio (compostos pela
raz6es molares 1:300:225 (AuNP:Antigénio:BSA)) a anticorpos anti-arsm apoés diferentes tempos de
incubacdo: A. 1h a 4°C; B. 2h a 4°C; C. o/n a 4°C; e diferentes razdes molares [soro]/[AuNP-MUA-BSA-
Antigénio] de 0 a 15. Anodo (-)/Catodo (+). Representacdo da equacdo de Langmuir e desvios padrdes
representativos de triplicados.
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Razao molar de soro aplicada
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FIGURA I. 15 | Eletroforese em gel de agarose a 0,3% e mobilidade eletroforética (u). Ligacdo de
AuNP-MUA-BSA-Antigénio [raz8o molar 1:225:300] a anticorpos anti-arsm, com raz8es molares de
[soro]/[Antigénio] de 0 a 1,5: AuNP-MUA (cinzento); AuNP-MUA-BSA (vermelho); AuNP-MUA-BSA-
Antigénio (preto) A. Sem lavagem; B. 1 lavagem; C. 2 lavagens. Anodo (-)/Catodo (+). Desvio padréo
representativo de triplicados.
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