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Resumo

A maldria é uma doenca infeciosa transmitida através da picada de um mosquito fémea Anopheles
infetado com o parasita protozoario do genero Plasmodium (P.), sendo o P. falciparum a espécie mais
mortal. E responsavel pela morte de milhares de pessoas por ano, nomeadamente nos paises em vias
desenvolvimento, paises esses que ndo detém as condi¢cdes necessarias para a pratica da microscopia
Gtica em larga escala, que continua nos dias de hoje a ser a técnica de eleicdo para o diagnostico da
doenca. A concecdo de testes de baixo custo e de facil utilizagéo tais como os testes de diagndstico
rapido (TDR) sdo uma mais-valia no diagnostico deste tipo de doencas. A presente dissertacdo centra-
se no desenvolvimento de um TDR num formato competitivo, baseado em nanoparticulas de ouro
(AuNP) funcionalizadas com &cido mercaptoundecanoico (MUA) ou com o pentapétido Cys-Ala-Leu-
Asn-Asn (CALNN) e conjugadas com um anticorpo monoclonal anti-PfHRP2 que reconhece
especificamente a proteina rica em histidina 2 produzida pelo P. falciparum (PfHRP2). Para isso,
utilizou-se uma tecnologia inovadora na concec¢do do TDR, a tecnologia lab on paper, que utiliza o
papel Whatman n°1. Os estudos de estabilidade de AuNP funcionalizadas com citrato de sédio, MUA
ou CALNN por variagdo da for¢a ionica e pH do meio mostraram que o pentapéptido CALNN ¢é o
agente de revestimento mais resistente a oscilaces de forga idnica, comparativamente com o citrato
de sddio e 0 MUA e que apenas as AuNP revestidas com citrato de sddio atingiram o ponto de
agregacao ao pKa da molécula de revestimento.

Os principais resultados obtidos aquando do desenvolvimento do TDR revelaram que o valor de
diluicdo 6tima de anticorpo anti-IgG (solugcdo mée a 11 mg.mL™) imobilizado na linha de controlo é
de 1:40 e 1:90, utilizando para detecdo os bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo e AuNP-
CALNN-Anticorpo, respetivamente. Com a aplicacdo da solucdo AuUNP-CALNN-Anticorpo
visualizou-se o aparecimento de cor vermelha na linha de teste, 0 que demonstra a detecao do antigénio
pelos bionanoconjugados. A detecdo ocorreu com a aplicagéo de 2,5 uL de PfHRP2 a 1,5 mg.mL™,
Numa andlise global ap6s a aplicacdo de culturas de sangue ndo infetadas ou infetadas com o parasita
da maléria, obteve-se cor na linha de controlo com uma diluicdo de 1:20 do anticorpo anti-lgG
imobilizado. Em relacéo a linha de teste, na presenca de culturas ndo infetadas, obteve-se sinal na

mesma aplicando bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo e 2,5 L de PfHRP2 a 2,6 mg.ml™.

Palavras-chave: Maléria, TDR, tecnologia lab on paper, PfHRP2, anticorpo monoclonal,
bionanoconjugados.
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Abstract

Malaria is an infectious disease transmitted through a female Anopheles mosquito bite infected with
protozoan parasites of the genus Plasmodium (P.), being the P. falciparum the most deadly specie. It
is responsible for the deaths of thousands of people every year, especially in developing countries
which do not have the proper conditions for the practice of optical microscopy. This practice still
continues to be the gold standard technique for parasite diagnosis. The low cost design and easy-to-
use tests such as the rapid diagnostic test (RDT) are a great asset for the diagnosis of these kind of
diseases. This dissertation focuses on the development of a RTD in a competitive format, based on
gold nanoparticles (AuNP) functionalized with mercaptoundecanoic acid (MUA) or with the
pentapeptide Cys-Ala-Leu-Asn-Asn (CALNN) and conjugated with the monoclonal antibody anti-
PfHRP2 that specifically recognizes the protein rich in histidine 2 produced by P. falciparum
(PfHRP2). For this purpose, it was employed a groundbreaking technology in the conception of the
RDT, the lab on paper technology, which uses Whatman paper no. 1. The stability studies of AuNP
functionalized with sodium citrate, MUA or CALNN by varying the ionic strength and pH of the
medium showed that the pentapeptide CALNN is the coating agent more resistant to the ionic strength
variations when compared to sodium citrate and MUA. The studies also indicated that AUNP coated
with sodium citrate reached the aggregation point at the coating molecule pKa. The main results when
developing the RDT showed that the optimal value for the dilution of the antibody anti-IgG (stock
solution of 11 mg.mL™) immobilized in the control line was 1:40 and 1:90, using the bionanoconjugate
AUNP-MUA-Antibody and AuNP-CALNN-Antibody for detection, respectively. Through the
application of AUNP-CALNN-antibody, a red color was visualized in the test line, showing the antigen
detection by the bionanoconjugate. The detection occurred through application of 2.5 pL of PfHRP2
at 1.5 mg.mL™%. On an overall analysis, after the infected and non-infected blood cultures with the
malaria parasite were applied, it was possible to detect a red color in the control line with a 1:20
dilution of the immobilized anti-IgG antibody. As for the test line, in the presence of non-infected
cultures, detection was accomplished using the bionanoconjugate AUNP- MUA-Antibody and 2.5 puL
of PfHRP2 at 2.6 mg.mL™.

Key-words: Malaria, RDT, lab on paper technology, PfHRP2, monoclonal antibody,

bionanoconjugate
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E.coli
EDC
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HAuCl,
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HNO3
HRP2
IFA
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Graus celsius
Microlitro
Micrémetro
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Tridimensional
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Terapias combinadas baseadas em artemisinina, (do inglés, Artemisinin-
based combinations therapies)

Alanina

Persulfato de amonia (do inglés, ammonium persulfate)
Asparagina

Nanoparticulas de Ouro (do inglés, gold nanoparticles)

Acido bicinconinico (do inglés, bincinconinic acid)
Bionanoconjugados

Albumina do soro de bovino (do inglés, Bovine serum albumin)
Concentragéo

Citrato de sédio di-hidratado

Pentapétido Cys-Ala-Leu-Asn-Asn

Centimetro

Cisteina

Acido desoxirribonucleico

Desoxiribonuclease

Escherichia coli

Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (do inglés, 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide)

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Estados Unidos da América

Acido tetracloaurico (do inglés, Tetrachloroauric acid)

Acido cloridrico (do inglés, Hydrochloric acid)

Histidina

Acido nitrico (do inglés, Nitric acid)

Proteina rica em histidina 2 (do inglés, Histidine rich protein 2)
Ensaio de imunofluorescéncia indireta (do inglés, Indirect
immunofluorescence assay)

Imunoglobulinas

Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (do inglés, Isopropyl f-D-1-
thiogalactopyranoside)

Kilo Dalton

Kilo-eletrdo volt

Litro
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MUA
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NHS

Ni-NTA
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P
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PCR

PfHRP2
pKa
pLDH

POC
QBC

SDS
SDS-PAGE

SEM

T
TDR
TEMED
UV-Visivel
\Y

E

Percurso 6tico
Luria-Bertani

Lactato desidrogenase
Leucina

Ressonancia plasmoénica de superficie localizada (do inglés, Localized
surface plasmon ressonance)
Molar

Acido mercaptacetico (do inglés, Acid mercaptoacetic)

Mililitro

Milimolar

Massa molecular

Mililitro

Acido mercaptopropionico (do inglés, Acid mercaptopropionic)
Acido mercaptoundecandico (do inglés, Mercaptoundecanoic acid)
Cloreto de sodio (do inglés, Sodium Chloride)

Hidroxido de sodio

N-hidroxisuccinimida (do inglés, N-Hydroxysuccinimide)

Niguel agarose &cido nitriloacético (do inglés, Niquel-Nitrilotriacetic acid
agarose)

Nan6metro

Nanomolar

Nanoparticula

Organizacdo mundial de saude

Plasmodium

Tampéo fosfato-salino (do inglés, Phophate buffered saline)

Reacdo em cadeia de polimerase (do inglés, Polymerase chain reaction)
Proteina rica em histidina 2 produzida pelo P. falciparum

- logaritmo (Ka)

Lactato desidrogenase do Plasmodium (do inglés, Plasmodium lactate
dehydrogenase)

Poin of Care

Quantitative buffy coat

Dodecil sulfato de sédio (do inglés, Sodium dodecy! sulfate)
Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (do
inglés, Sodium dodecyl sulfate — poliacrilamide gel electrophoresis)

Microscopia eletrénica de varrimento (do inglés, Scanning electron
microscopy)

Transmitancia

Teste de diagnostico rapido
N,N,N',N-Tetrametiletilenodiamina
Espetroscopia de ultravioleta-visivel
Volt

Coeficiente de extincdo molar
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1 Enquadramento e objetivos

Em 2013 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) registou aproximadamente 198 milhdes de
casos de malaria, que resultaram em cerca de 584 mil mortes, a maioria registados nos paises em vias
de desenvolvimento.

A malaria é transmitida através da picada de um mosquito fémea Anopheles infetado com o
parasita do género Plasmodium (P.). Das espécies P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae, a
espécie P. falciparum € considerada a mais mortal.

A microscopia 6tica ainda é nos dias de hoje considerado como o método gold standard no
diagndstico desta doenca, no entanto este método ndo estd ao alcance dos paises em vias de
desenvolvimento, uma vez que, para a Sua execuc¢ao sao necessarios equipamentos de elevado custo,
infraestruturas com as condigdes necessarias, bem como profissionais especializados e reagentes
apropriados.

Assim sendo, o desenvolvimento de testes de diagnostico rapido (TDR), que poderdo ser
utilizados por estes paises, sdo uma alternativa benéfica, na medida em que sdo répidos de executar,
de baixo custo, permitem obter com resultados em poucos minutos, sdo faceis de manusear e interpretar
e ndo necessitam de muitas infraestruturas.

O principal objetivo da presente dissertagdo centra-se no desenvolvimento de um TDR para a
detecdo de malaria em amostras clinicas num formato competitivo, baseado em nanoparticulas de ouro
(AuNP) funcionalizadas com o acido mercaptoundecanoico (MUA) ou com o pentapétido Cys-Ala-
Leu-Asn-Asn (CALNN) e subsequentemente conjugadas com um anticorpo monoclonal anti-PfHRP2
gue reconhece especificamente a proteina rica em histidina 2 produzida por P. falciparum (PfHRP2).

As nanoparticulas de ouro possuem uma elevada solubilidade em &agua, estabilidade, exibem
excelentes propriedades 6ticas, na medida em que a sua ressonancia 6tica é na gama do visivel e é
possivel funcionalizar a sua superficie com diversas moléculas biolégicas. Todas estas caracteristicas
tornam as nanoparticulas de ouro atrativas para detecdo em biossensores [1], [2].

No desenvolvimento do TDR sera utilizada uma tecnologia inovadora, designada por tecnologia
lab on paper. Recorre ao papel de cromatografia Whatman n°l, um substrato pouco dispendioso,

biodegradavel que pode ser facilmente impresso, revestido e impregnado.

Este projeto comtempla varias etapas:

Sintese, caracterizacdo e funcionalizacdo de AuNP de 17 nm e 52 nm com MUA ou CALNN e
subsequente conjugacdo com o anticorpo monoclonal anti-PfHRP2;

Estudos de estabilidade de solugdes de AUNP, AUNP-MUA, AuNP-CALNN e AuNP-MUA- anti-

PfHRP2 por variacdo de pH e for¢a idnica do meio, recorrendo a espetroscopia de UV-Visivel,
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Producdo e purificagcdo do antigénio recombinante PfHRP2, sobrexpresso em E. coli;
Projecdo do TDR utilizando o software informético adobe illustrator;
Desenvolvimento do TDR; otimizacdo de todos os componentes do teste para a aplicacdo de

culturas de sangue in vitro infetadas e nédo infetadas.
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2 Introduciao

2.1 A Malaria

A maléria é provocada pela infecdo de quatro possiveis espécies de parasitas protozoarios do
género Plasmodium, (P.), estes sdo, P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae. Existe também
uma quinta espécie, P. knowlesi cujo hospedeiro mais comum para este parasita é a Macaca
fascicularis (macaco), no entanto recentemente foi descoberto
gue este pode também infetar o Homem. A malaria tem como
modo de transmissdo uma picada do mosquito fémea
Anopheles, apresentado na Figura 2.1 [3], [4].

A maléria continua a ser uma das doengas mais perigosas

dos tempos modernos, tendo sido registados em 2013, segundo

Figura 2.1 - Mosquito fémea
a Organizacédo Mundial de Satde (OMS), uma estimativade 198  Anopheles. Retirado de

http://scientistsagainstmalaria.net/vecto
r/anopheles-vector, consultado a
mundo, resultando desses casos 584 mil mortes. A espécie P.  15.05.2015.

milhdes de casos de pessoas infetadas com malaria em todo o

falciparum é de todas a que apresenta maior taxa de mortalidade [5].

A transmiss&o da doenca ocorre em grandes areas de Africa, América Central e Sul, bem como
em algumas zonas das Caraibas e Asia, incluindo o Sul e Sudeste do continente Asiatico e o Oriente
Medio, Europa Oriental e Pacifico Sul, como se pode observar pela Figura 2.2 [6].

orth America
Far East

Caribbean

o middle "h.
" East and Asia

Indian
Subcontinent

South America Australia & =
South Pacific -~

Figura 2.2 — Mapa-mundo evidenciando areas de malaria endémica a vermelho. Retirado de
http://www.mercycorps.org/articles/thoughts-world-malaria-day, consultado a 7.08.2015.
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2.2 Ciclo de vida do parasita

O ciclo de vida do parasita pode durar aproximadamente um més e inicia-se com a transmissao
de esporozoitos méveis para a circulagdo sanguinea do hospedeiro durante a alimenta¢do do mosquito,
viajando estes posteriormente para o figado, onde cada esporozoito invade um hepatdcito,
diferenciando-se e multiplicando-se, dando origem entre 10 000 e 30 000 merozoitos filhos. Quando
ocorre o colapso dos esquizontes hepaticos, sdo libertados merozoitos que irdo invadir os eritrécitos e
dar inicio a fase assexuada. A fase assexuada tem a duracdo de aproximadamente 48 horas para o P.
falciparum, P. vivax e P. ovale, no caso do P. malariae demora cerca de 72 horas e para o P. knowlesi
apenas 24 horas.

O parasita intraeritrocitario em crescimento consome o contetdo dos glébulos vermelhos,
modifica a membrana celular de pode durar aproximadamente um més e inicia-se com a transmisséo
de esporozoitos moéveis para a circulacdo sanguinea do hospedeiro na alimentacdo do mosquito. Os
esporozoitos viajam até figado, onde cada um invade um hepatdcito, diferenciando-se e multiplicando-
se, podendo dar origem entre modo a facilitar-lhe a importagdo de nutrientes e elimina hemos
potencialmente toxicos atraves de cristalizagdo mediada por lipidos convertendo-os em hemozoina
biologicamente inerte.

Seis a oito dias apds a sua saida do figado, quando a densidade parasitaria atingiu os 50 pL de
sangue (aproximadamente 100 milhGes de parasitas no sangue de um adulto), é possivel a sua detecdo
por microscopia ou através de TDR e da-se inicio a fase assintomética da infecdo. O periodo de
incubacéo é normalmente entre 12 a 14 dias a partir do momento em que o hospedeiro é picado pelo
mosquito.

No final do ciclo de vida intraeritrocitario, o parasita ja consumiu a maior parte do contetdo dos
glébulos vermelhos e ocorreram varias divisGes nucleares. O esquizonte eritrocitario colapsa e liberta
entre 6 a 30 merozoitos filhos e cada um destes merozoitos pode invadir os eritrocitos e repetir
novamente o ciclo [4].

Alguns parasitas da fase sanguinea desenvolvem-se em formas sexuadas, os gametocitos e quando
um mosquito volta a alimentar-se de um humano os gametocitos vao ser transmitidos para 0 mosquito,
reproduzem-se, formando um oocineto e em seguida um oocisto no intestino do mosquito. O oocisto
explode e liberta esporozoitos, que vao migrar para as glandulas salivares do mosquito, aguardando a
inoculacdo na proxima alimentacdo de sangue do mesmo. Todas as multiplicacdes e diferenciacdes do
parasita no humano ocorrem por mitose, enquanto no mosquito apenas ocorrem meioses. Os sintomas
variam de acordo com a gravidade e o doente pode apresentar dores de cabeca, hipoglicemia, anemia,
febre, falha renal e maléria cerebral levando a morte [4], [7]. O ciclo de vida do parasita encontra-se

representado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Ciclo de vida do parasita da malaria, no hospedeiro e no mosquito. Nas caixas de fundo
branco encontram-se o nimero estimado de parasitas existentes em cada fase do ciclo do parasita.
Retirado de [2].

2.3 Farmacos anti malaricos

Vérios farmacos anti malaricos foram utilizados no tratamento da maléria ao longo do tempo,
todavia, 0 parasita ou o organismo hospedeiro desenvolveu resisténcia a todos eles.

O primeiro farmaco anti malarico descoberto foi a quinina (Figura 2.4), cujo seu modo de agdo
consistia na eliminacdo do parasita na fase em que este se encontrava dentro dos glébulos vermelhos.
A primaquina, a cloroquina (Figura 2.5), entre outros farmacos anti malaricos foram também utilizados
para o tratamento [3], [4]. Estes farmacos hoje em dia ja ndo sdo administrados individualmente devido
a resisténcia criada pelo parasita.

OH
/ _
(|) Cl N

Figura 2.4 — Estrutura do farmaco quinina Figura 2.5 — Estrutura do farmaco cloroquina.
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Surgiu entdo a artemisinina (Figura 2.6) e seus derivados,

CHj

isolada da planta chinesa Artemisia annua. A artemisinina e seus H
derivados demonstraram ser eficazes no tratamento da maléria, :
uma vez que, tém a capacidade de reduzir rapidamente o nimero
de parasitas do género Plasmodium em doentes infetados. As
terapias combinadas baseadas na artemisinina (ACTS) sdo, nos
dias de hoje, as recomendadas pela OMS como o tratamento de

primeira linha de maléria ndo complicada provocada pelo P.

falciparum. A expanséo ao acesso de ACTs nos paises endémicos . ,

Figure 2.6 — Estrutura do farmaco
de maléria tem sido fundamental para o recente sucesso da artemisinina.
reducdo global da doenca. O papel da artemisinina é reduzir a quantidade dos principais parasitas
durantes os trés primeiros dias de tratamento, por outro lado, o papel do farmaco parceiro é a

eliminacdo dos restantes parasitas [8].

2.4 Métodos de diagnostico

E fundamental o diagndstico rapido, precoce e preciso da doenca para uma gestdo eficaz da
mesma. O diagndstico de malaria envolve a identificacdo dos parasitas ou de antigénios no sangue do
paciente. Embora pareca ser uma pesquisa simples, a eficacia do diagnostico depende de diversos
fatores, tais como, a existéncia de cinco diferentes parasitas, as diferentes fases de esquizogonia nos
eritrécitos, o caracter endémico das diferentes espécies, a inter-relagdo entre os niveis de transmissao,
0 movimento populacional, a resisténcia aos farmacos, o uso de quimioprofilaxia (uso de farmacos
anti malaricos em doses subterapéuticas, a fim de reduzir formas clinicas graves e a possibilidade de
morte devido a infecéo pelo P.falciparum) ou mesmo o tratamento preventivo com base no diagndstico
podem influenciar a interpretacdo do diagndstico [9].

A detecdo precoce dos eventuais casos de maléria pode ser feita tanto através de diagndstico
laboratorial em centros de salde e hospitais, como por diagndstico clinico ou por testes de diagndstico
répido em instalacOes de saude periféricas onde a microscopia ndo esté acessivel.

A nivel do diagnoéstico e tratamento da doenca existem dois grandes problemas, nos paises
desenvolvidos, onde a maléria ja ndo é endémica, os profissionais de saude j& ndo estdo familiarizados
com a doenca e ao se depararem com um doente infetado podem ndo considerar a doenga entre 0s
potenciais diagndsticos. Os técnicos podem também ter falta de experiéncia ou falta de familiarizacéo
no que toca a doenca e nao detetarem o parasita a0 examinarem as amostras de sangue ao microscopio.
Nos paises em vias de desenvolvimento a maioria dos casos de febre/sintomas de infegdo viral sdo

tratados presumindo que se trata de malaria sem confirmacao laboratorial da mesma. Esta pratica pode
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entdo resultar num uso excessivo de farmacos anti malaricos e atrasos no diagnostico de outras
patologias com sintomas semelhantes [9], [10].
Existem vérios métodos para o diagnostico de maléria, o diagnostico clinico, laboratorial e

molecular.

2.4.1 Diagnostico clinico

O diagnéstico clinico é baseado nos sintomas e sinais demonstrados pelo doente e resultados
fisicos apos realizacdo de exames médicos. Os primeiros sintomas sdo febre, calafrios, dores de cabeca
e musculares, fraqueza, nauseas, vomitos, entre outros. Estes sintomas ndo séo especificos da doenca
e sdo variaveis de doente para doente.

Nos casos mais graves 0s sintomas sao mais evidentes, podendo estes ser, 0 coma, confusao,
sinais focais neuroldgicos, anemia grave, dificuldades respiratérias, hipoglicemia, falha renal,
hiperbilirrubinemia, disturbios no equilibrio acido-base e com estes sintomas o médico podera
realmente suspeitar de maléria. Se possivel, o diagnéstico clinico devera ser confirmado com

diagnostico microscopico, testes de diagndstico rapido, entre outros [9], [11].

2.4.2 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial envolve uma serie de técnicas, tais como diagnoéstico por microscopia

Otica, os testes seroldgicos, a técnica quantitative buffy coat (QBC), entre outros.

O diagnéstico por microscopia 6tica é ainda, hoje em dia, a técnica gold standard para o
diagndstico de maléria. Utiliza esfregacos de sangue, que podem ser corados com diferentes corantes,
Giemsa, Wright ou Field. Esta técnica utiliza filmes de sangue finos corados com o corante Giemsa
para rastrear a presencga ou auséncia do parasita e filmes de sangue espessos para a confirmacao da
espécie. A Figura 2.7 ilustra uma amostra de sangue de um doente infetado com o parasita da maléria.

Os processos de coloracdo e interpretacdo séo trabalhosos, morosos e requerem profissionais de
salde com experiéncia considerdvel, particularmente na identificacdo de espécies com precisdo a
baixos niveis de parasitemia ou em casos de infecdo por mais do que uma espécie. A lacuna mais
critica no diagndstico por microscopia Otica € a baixa sensibilidade, principalmente na presenca de
niveis baixos de parasitemia. Um bom profissional pode detetar até 5 parasitas por microlitro, enquanto

que um profissional médio deteta entre 50 a 100 parasitas por microlitro [12], [13], [9].
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Figura 2.5 — Amostra de sangue com a coloracdo de Giemsa. As setas a preto indicam
dois glébulos vermelhos que contém o parasita da malaria. Retirado de
http://www.cdc.gov/malaria/diagnosis_treatment/diagnosis.html, consultado a
11.05.2015.

A técnica QBC foi pensada para aumentar a detecdo de parasitas e simplificar o diagndstico na
microscopia Gtica. Consiste na coloracdo do DNA do parasita em tubos micro hematécritos com
corantes fluorescentes, por exemplo, o laranja de acridina e a sua subsequente dete¢o por microscopia
epi-fluorescente [9].

O diagnostico seroldgico baseia-se na detecdo de anticorpos contra parasitas da doenca na fase
sanguinea assexuada, utilizando técnicas como a imunofluorescéncia indireta (IFA) ou enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Se no soro do doente se verificar a existéncia do antigénio da malaria

este vai-se ligar ao anticorpo e formar o complexo anticorpo-antigenio [9], [11].

2.4.3 Diagnostico molecular

O diagnostico molecular providencia uma maior sensibilidade e especificidade quando
comparado com outros métodos referidos anteriormente. O diagnéstico molecular engloba técnicas
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), espetrometria de massa, citometria de fluxo, entre
outros.

A PCR apresenta uma elevada especificidade e sensibilidade, particularmente quando se trata de
casos com baixo nivel de parasitemia ou infe¢cGes mistas. Por esta técnica € possivel a detecdo de 1 a
5 parasitas por microlitro de sangue, enquanto por microscopia ética ou testes de diagnostico rapido a
detecdo varia entre 50 a 100 parasitas por microlitro de sangue.

Contudo esta técnica necessita de profissionais especializados, infraestruturas e equipamentos
especializados e é uma técnica bastante dispendiosa, como tal, ndo é utilizada rotineiramente por paises

em vias de desenvolvimento, devido a falta de recursos e a complexidade da mesma [9], [11].
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2.4.4 Diagnostico por testes de diagndstico rapido

A OMS estabeleceu determinadas diretrizes para o desenvolvimento de testes de diagndstico
adequadas para aplicacbes point-of-care transportadas para o acrénimo ASSURED, affordable,
sensitive, specific, user-friendly, rapid e robust, equipment-free e delivered to those in need.
Basicamente estes testes tém que ser de facil acesso, com elevada sensibilidade, especificos e a sua
utilizacdo e compreensdo acessivel, rapidos e robustos, livres de equipamentos e entregues a quem
deles necessita.

Os TDR que estdo disponiveis comercialmente possuem todos o mesmo principio, a detecdo de
um antigénio presente no sangue que vai migrar ao longo de uma membrana que contém anticorpos
especificos para o antigénio. Estes testes fornecem resultados entre 2 a 15 minutos e sdo uma
alternativa a microscopia 6tica, quando esta ndo esta ao alcance de determinados paises.

A maioria dos testes de diagndstico rapido tém como alvo a proteina especifica produzida pelo P.
falciparum, a proteina rica em histidina 2 (HRP2) ou a lactato desidrogenase (LDH).

Os TDR séo utilizados atualmente em programas clinicos, no entanto a sua precisdo necessita de
ser melhorada, reduzindo o seu custo e garantindo que o seu desempenho é fidedigno mesmo em
condicOes adversas. Apesar desta pratica ser desencorajada, muitos servicos de saude guardam a
amostra de sangue para confirmacao do resultado por microscopia 6tica até que existam técnicos
qualificados para tal, ou enviam a amostra para laboratérios comerciais ou de referéncia.

O uso de TDR ndo elimina a necessidade de verificar por microscopia se o doente esta ou ndo
infetado com o parasita. Estes podem ndo conseguir detetar algumas infecGes que contenham um baixo
numero de parasitas em circulacdo na corrente sanguinea do doente. Assim sendo, todos os resultados
negativos devem ser confirmados por microscopia [9], [11].

De acordo com a OMS os TDR devem ter uma sensibilidade minima de 95%, 100% quando a
densidade de parasitas é acima de 100/uL e especificidade minima de 90% Na Figura 2.8 encontra-se

um TDR com um resultado positivo para P. falciparum [14].

Figura 2.8 — TDR para o diagndstico de malaria. O teste revela um resultado positivo para infecéo por P. falciparum.
Retirado de http://www.cdc.gov/malaria/diagnosis_treatment/rdt.html, consultado a 5.04.2015.


http://www.cdc.gov/malaria/diagnosis_treatment/rdt.html

Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

2.5 Proteina rica em histidina 2

A proteina rica em histidina 2 (HRP2) é uma proteina rica em histidinas e alaninas que se encontra
em diversos compartimentos celulares, incluindo o citoplasma do P. falciparum e gametdcitos [15],
[16]. O gene que codifica para a HRP2 é uma cépia Unica de um gene subtelomerico localizado no
cromossoma 7 que codifica para uma sequéncia de 277 aminoacidos com a seguinte composicao, 34%
histidina, 37% alanina e 10% &cido aspartico.

Esta proteina é caracterizada por possuir multiplas repeticGes da sequéncia contigua AHH e
AHHAAD. Tem entre 60 a 105 kDa, é solivel em &gua e especifica do P. falciparum, sintetizada e
presente durante toda a fase assexuada do parasita da maléria e identificada como sendo uma proteina
com superficie exposta em eritrcitos infetados. E também encontrada em circulagdo no sangue
periférico de individuos infetados, tornando-se entdo um 6étimo alvo para o diagndstico de uma infegdo
por P. falciparum [17].

E uma proteina apenas produzida pelo P. falciparum e por mais nenhuma espécie de Plasmodium
que infete os humanos. Na fase final do ciclo, ao dar-se a rutura dos eritrocitos infetados a HRP2 é
libertada para o plasma sanguineo e circula em concentracfes elevadas, na gama dos nano e
micromolares. E relativamente estavel no plasma, onde permanece detetavel durante varios dias ou
semanas depois do tratamento [16].

A sua funcdo ainda ndo é clara, mas pensa-se que esta envolvida na destoxificagdo de grupos
Hemo livres convertendo-0s em hemozoina inactiva, na ligagdo ao Hemo, supressdo da resposta
imunitéria e ligagdo ao zinco?*. Atualmente a principal aplicacéo do conhecimento detalhado da HRP2
é a sua utilizagdo para o diagnostico de maléaria através da sua detegdo em ensaios
imunocromatograficos, levando assim ao desenvolvimento de uma serie de TDR para a maléria,
proporcionando uma alternativa ao diagnéstico microscépico [15], [16].

A quantidade de HRP2 encontrada em amostras de cultura est4 fortemente relacionada com o
crescimento do parasita e aumenta com o desenvolvimento e multiplicacdo do mesmo. Esta proteina
pode entdo funcionar como um bom indicador do crescimento do parasita e da sua inibicdo através de
farmacos anti malaricos [15].

A HRP2 pode ser detetada em eritrocitos, no soro, no plasma, no fluido cérebroespinal e até em
urina de pessoas infetadas [16]. Apesar da HRP2 apenas ser expressa pelo P. falciparum e
consequentemente os TDR baseados na detecdo deste antigénio apenas diagnosticarem esta espécie,
n&o é considerada uma limitag&o, uma vez que, em Africa 95% dos casos de malaria sdo causados por
esta espécie. [18]. Muitos estudos demonstraram que a sensibilidade de testes baseados na HRP2
diminui acentuadamente quando a densidade parasitéria desce abaixo de 100 para 500 parasitas por

microlitro [14]. Na Figura 2.9 encontra-se um modelo tedrico 3D da proteina HRP2.
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Figura 2.9 — Modelo tedrico da estrutura 3D da proteina HRP2. A magenta estdo assinaladas as hélices-o, a
azul os coils, a vermelho esta assinalado o N-terminal, uma alanina e a amarelo o C-terminal, um aspartato.
Codigo PBD:1L.8M

2.5.1 Outros antigénios do género Plasmodium

Existem mais dois antigénios expressos pelas espécies do género Plasmodium, a lactato
desidrogenase (pLDH) e a aldose. Ambos os antigénios sdo utilizados em TDR para o diagnostico de

malaria. Na Tabela 2.1 sdo apresentadas as principais caracteristicas dos antigénios pLDH e aldolase.

Tabela 2. 1 - Caracteristicas dos antigénios pLDH e aldolase.

Antigénio Caracteristicas

Enzima glicolitica e soltvel

Expressa em niveis elevados na fase assexuada do parasita
pLDH

[19], [20], [13]

Permite a diferenciacdo muito rapidamente (10 minutos)

Encontra-se nas 4 espécies de Plasmodium

Desaparece dentro de 24 horas ap6s tratamento

Principal enzima envolvida no ciclo glicolitico do Plasmodium
Aldolase

[21], [22]

Libertada para o sangue durante a infecéo

Pode ser encontrada no citoplasma do parasita em formas solGveis

2.6 Anticorpos

Anticorpos séo glicoproteinas secretadas por linfocitos B especializados, conhecidos como as

células do plasma. Também sdo denominados por imunoglobulinas (Ig*) e dependendo da classe de
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Ig, podem ser combinadas até 5 moléculas para formar um anticorpo. Em mamiferos existem 5 classes

de Ig, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. A classe determina o tipo e a natureza temporal da resposta imune.

A estrutura de um anticorpo tem a forma de um Y e é composto por duas cadeias, pesadas e leves
(Figura 2.10). Cada uma destas cadeias contém mdaltiplas regides constantes e variaveis ligadas por
pontes dissulfureto. O N-terminal das cadeias leves e das cadeias pesadas associa-se para formar um
dominio de ligagdo ao antigénio e as regides do C-terminal das duas cadeias pesadas dobram-se para
formar o dominio Fc (dominios efetores). As cadeias leves sdo constituidas por uma porg¢do variavel
N-terminal de 110 aminoacidos e uma regido constante com um comprimento semelhante. Do mesmo
modo, as cadeias pesadas sdo também divididas em regifes variaveis e constantes, contudo a cadeia
leve tem uma regido variavel e pelo menos trés regiGes constantes, cada uma com aproximadamente

110 aminoacidos.

Sitio de ligagdo ao antigénio

7/ /" Regifo varavel

Eegifo constante

Figura 210 -  Estrutura de um anticorpo. Adapatado de
https://www.pacificimmunology.com/resources/antibody-introduction/what-is-
an-antibody/, consultado a 5.06.2015.

Os anticorpos tém duas fungdes essenciais. Ligam-se aos epitopos de um antigénio pelos bracos
do Y. Cada bragco ou dominio do fragmento Fab do anticorpo monovalente contém um local de ligacéo,
tornando cada anticorpo uma molécula bivalente. A outra funcéo esta relacionada com o dominio Fc
do Y que faz parte do anticorpo e que possui fungdes efetoras bioldgicas como por exemplo a

fagocitose ou 0 combate as células cancerigenas.

A interagcdo com antigénios é fulcral para o anticorpo exercer a sua funcéo biologica natural. A
especificidade da resposta do anticorpo é mediada pelas células T ou B através de recetores associados
a membrana que ligam os antigénios de uma Unica especialidade. Apoés a ligagdo de um antigénio e a
rececdo de outros sinais de ativacéo os linfécitos B dividem-se, produzindo células de memdria B. Os
linfécitos de memoria B permanecem dormentes até serem posteriormente ativados pelo antigénio
especifico. Como a maioria dos antigénios sdo altamente complexos, apresentam inimeros epitopos
gue sdo reconhecidos por um grande namero de linfécitos. Cada linfécito ¢é ativado para proliferar e

diferenciar-se em ceélulas do plasma, e a resposta resultante do anticorpo € policlonal, ou seja,

12


https://www.pacificimmunology.com/resources/antibody-introduction/what-is-an-antibody/
https://www.pacificimmunology.com/resources/antibody-introduction/what-is-an-antibody/

Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

reconhece multiplos epitopos no mesmo antigénio. Em contraste, 0s anticorpos monoclonais sdo
anticorpos produzidos por um unico linfocito B, entdo so6 se ligam a um Unico epitopo. Cada anticorpo
individual numa mistura policlonal é tecnicamente um anticorpo monoclonal, contudo, este termo
geralmente refere-se a um processo pela qual a célula B ¢ isolada e fundida a uma linha celular imortal
—hibridoma, para gerar grandes quantidades de anticorpos idénticos. A especificidade de um anticorpo
refere-se & sua capacidade de reconhecer um epitopo especifico mesmo na presenca de varios epitopos
[23], [24], [25].

O anticorpo que seré utilizado neste projeto sera um anticorpo monoclonal anti-PfHRP2, ou seja,

s6 reconhece um Unico epitopo no antigénio HRP2 da espécie P. falciparum.

Na Tabela 2.2 e 2.3 encontram-se as principais vantagens e desvantagens de anticorpos mono e

policlonais.

Tabela 2. 2 - Vantagens e desvantagens de anticorpos monoclonais [18].

Anticorpo monaoclonal
Vantagens Desvantagens
Capacidade de produzir grandes quantidades de A sua producdo é mais dispendiosa e requer
anticorpos idénticos. mais tempo.
Apresenta elevada especificidade para um Unico Menos robusto na detegdo de proteinas
epitopo, probabilidade reduzida de reatividade cruzada. ~ desnaturadas ou com conformacdo alterada.
Melhores resultados em ensaios de quantificacdo de AlteracGes no epitopo tornam o anticorpo

niveis de proteinas. incapaz de detetar a proteina alvo.

Tabela 2. 3 - Vantagens e desvantagens de anticorpos policlonais [18].

Anticorpo policlonal

Vantagens Desvantagens

Variabilidade entre os diferentes batches

Producéo pouco dispendiosa e répida produzidos em diferentes animais a tempos
diferentes.
Elevada sensibilidade na detecdo de proteinas que estdo Purificacdo por afinidade do soro para
presentes em baixas quantidades. minimizar a reatividade cruzada
Maior afinidade contra o antigénio devido ao Maior probabilidade de reatividade cruzada
reconhecimento de multiplos epitopos. devido ao reconhecimento de varios epitopos.
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2.7 Testes imunocromatograficos de fluxo lateral

Os testes imunocromatogréaficos de fluxo lateral usualmente séo constituidos por uma linha de
teste e uma linha de controlo onde sdo previamente imobilizados os reagentes. Para futura utilizacdo
aplicar-se-a numa zona prépria a amostra (sangue, saliva, entre outros) e essa amostra ira migrar ao
longo do teste e ao fim de poucos minutos ird surgir uma resposta, nas linhas de teste e de controlo,
geralmente colorimétrica.

Nos TDR podem ser utilizadas nanoparticulas de ouro, carbono, selénio ou prata, particulas
magnéticas, quantum dots, fluoréforos organicos, corantes téxteis, enzimas, lipossomas, entre outros.

Qualquer material a ser utilizado como marcador deve ser detetavel a baixas concentracGes e deve
manter as suas propriedades mesmo apds conjugacdo. A facil conjugacdo com biomoléculas e a
estabilidade durante um longo periodo de tempo sdo caracteristicas desejaveis para um bom marcador.
Este pode estar a concentragdes na ordem dos nano molares que continua a ser opticamente detetavel.
Apos o ensaio alguns marcadores geram um sinal direto e visivel a olho nu (por exemplo, uma solucéao
coloidal de ouro) enquanto outros requerem passos adicionais para produzirem um sinal (por exemplo,
as enzimas produzem um produto detetavel ap6s terem reagido com o substrato).

Os testes de diagnéstico rapido séo aplicados em diversas areas, destacam-se as analises clinicas,
onde o rastreio de determinadas patologias pode ser feito utilizando uma variedade muito abrangente
de amostras, por exemplo, plasma, soro, urina, células e tecidos; detecdo de agentes patogénicos e
toxinas transmitidos pelos alimentos; a detecdo de poluentes toxicos e metais pesados.

Existem varios formatos em que estes testes podem ser concebidos, o formato sandwich,
competitivo e maltipla detecdo [26]. O TDR desenvolvido na presente dissertagdo baseia-se num
formato competitivo. A Tabela 2.4 apresenta algumas vantagens e desvantagens quanto ao uso dos

testes de diagndstico rapido.
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Tabela 2. 4 - Vantagens e desvantagens da utilizacdo de testes imunocromatograficos de fluxo

[19].
Vantagens Desvantagens
_ Principalmente qualitativo ou semi-
Baixo custo o
quantitativo
Estavel sob as mais variadas condi¢c@es ambientais Reprodutibilidade varia de lote para lote
) A maioria dos aparelhos pode detetar mais
Tempo de vida longo ) ) )
do que um ou dois analitos simultaneamente
T Por vezes é necessario o pré-tratamento da
Facil utilizacao
amostra
Assim que a amostra € aplicada a acéo dos
Pouca quantidade de amostra capilares ndo pode ser diminuida ou
aumentada
Aplicacdo da amostra geralmente sem pre- Tempo de analise dependente de fatores
tratamento como, viscosidade e tensdo de superficie

Elevado potencial de comercializagdo

Pouco ou nenhum consumo de energia

2.7.1 Formato sandwich

No formato sandwich um anticorpo revestido por um marcador (enzimas, nanoparticulas, corantes
fluorescentes) € imobilizado numa plataforma de conjugacéo. Na linha de teste € imobilizado um
anticorpo primario contra o analito alvo. Na linha de controlo é imobilizado um anticorpo secundéario
ou uma sonda contra um anticorpo marcado.

A amostra que contém o analito é aplicada na plataforma de aplicacdo da amostra, migrando ao
longo do teste. Na plataforma de conjugacéo, o analito alvo é capturado pelo anticorpo imobilizado,
resultando na formacdo do complexo anticorpo-analito, alcangando a membrana de nitrocelulose por
capilaridade.

Na linha de teste o complexo anticorpo-analito é capturado por outro anticorpo que é primario
para o analito. O analito fica “ensandwichado” formando 0 complexo anticorpo marcado-analito-
anticorpo primario. A intensidade da cor da linha de teste corresponde a quantidade do analito alvo e
é avaliada visualmente ou com indicador. O aparecimento de cor na linha de controlo indica que esta
esta a funcionar corretamente. Em alguns testes em formato de sandwich a linha de controlo nédo é

incluida. Na Figura 2.11 encontra-se representado um teste em sandwich [26].
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Biomolécula

conjugada marcada Biomolécula primafia  Bjomolécula secundaria
contra o analito

Sample . .
application ;_,-

pad
) ‘ 41—|

‘ T Linha de

Conjugate pad Nitrocelulose Linha de controla  Absorbant pad
= teste

b Amostra com o analito alvo
-

C Amostra sem o analito alvo >

Figura 2.11 — Esquema de um teste imunocromatografico em formato sandwich (a). Num resultado
positivo a amostra que contém o analito alvo é aplicada na plataforma de aplicacdo da amostra e migra
ao longo do teste, resultando no aparecimento de cor na linha de teste e de controlo (b). Num resultado
negativo, a amostra ndo contém o analito alvo e ao ser aplicada na plataforma de aplicagdo da amostra,
migra ao longo do teste, resultando no aparecimento de cor apenas na linha de teste (c). Adaptado de
[26].

2.7.2 Formato competitivo

O formato competitivo (Figura 2.12) é adequado para compostos de baixo peso molecular, que
ndo tém a capacidade de se ligarem a dois anticorpos em simultaneo. A auséncia de cor na linha teste
é indicadora da presenca do analito, enquanto a presenca de cor na linha de controlo e na linha de teste
indica um resultado negativo.

O formato competitivo tem dois formatos. No primeiro a solucdo que contém o analito alvo é
aplicada sobre a plataforma de aplicacdo da amostra, essa plataforma contém um anticorpo
previamente imobilizado, ocorrendo migracéo. A linha de teste contém o antigénio pré-imobilizado (o
mesmo analito a ser detetado) que se vai ligar especificamente ao anticorpo. A linha de controlo

contém o anticorpo secundario que foi pré-imobilizado, e que tem a capacidade de se ligar ao

16



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

anticorpo. Quando a amostra migra até a linha de teste, 0 antigénio pré-imobilizado na mesma, vai-se
ligar ao conjugado em dois possiveis casos, no caso de a amostra ndo conter o analito alvo ou no caso
de conter em baixas concentragdes, permitindo assim que nem todos os anticorpos do conjugado
fiquem ligados ao antigénio. O antigénio presente na amostra e o que esta imobilizado na linha de teste
competem para se ligarem ao anticorpo conjugado.

No outro formato, o analito conjugado é imobilizado na plataforma de conjugacgdo enquanto o
anticorpo primario para o analito € imobilizado na linha de teste. Apds a aplicacdo da solugdo que
contém o analito vai ocorrer competicao entre o analito e o analito marcado para a ligacéo ao anticorpo
primério na linha de teste [26].

Anticorpo conjugado Anticorpo analito . »
marcado conjugado Anticorpo secundirio

Sample =" \.‘.
application

a
| | | |
Nitrocelulose T
Conjugate pad Linhade Linhade ° PSorbantpad
teste controlo
J'l’ﬁ
3, '3 s \
b Amostra com o analito alveo I:>
==\ \

C Amostra sem o analito alvo |:>

Figura 2.12 — Esquema de um teste imunocromatografico em formato competitivo (a). Quando a amostra
contém o analito alvo e é depositada na plataforma de aplicagdo da amostra, vai de seguida migrar ao
longo do TDR e a linha de teste ira apresentar cor (b). Quando a amostra ndo contém o analito alvo e é
aplicada na plataforma de aplicacdo da amostra, vai migrar ao longo do TDR e ir4 ser vizualizada cor na
linha de controlo e na linha de teste. Adaptado de [26].

2.7.3 Formato de multipla detecéo

O formato de multipla detecdo é utilizado na detecdo de diferentes alvos. O TDR neste caso

apresenta um numero de linhas de teste igual ao nimero de espécies alvo a serem analisadas. E um
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método excelente para analisar multiplos analitos simultaneamente sob as mesmas condigdes. E (til
para o diagnostico clinico, onde multiplos analitos que s&o inter-dependentes devem ser detetados para
determinar o estagio da doenca [26].

2.8 A tecnologia lab on paper e suas aplicacbes em TDR

Apesar das tecnologias mais avangadas que existem para o diagnostico de malaria implementadas
nos paises desenvolvidos, os paises em vias de desenvolvimento ndo tém como as implementar, devido
a falta de técnicos especializados, de laboratérios com todas as condi¢Bes necessarias e sobretudo
devido a sua condicdo econémica. Torna-se, portanto, urgente o desenvolvimento de métodos para
diagnosticar a malaria que sejam de facil utilizagdo, que ndo necessitem de técnicos especializados e
que apresentem um baixo custo, tais como os testes de diagndstico réapido [27].

Uma das mais recentes aplicagdes da celulose é o papel bioativo, um produto de baixo custo e
facil producdo, modificado com quimicos biologicamente ativos, permitindo a detecdo de agentes
patogénicos. Outras aplicagdes promissoras do papel bioativo sdo o acondicionamento de alimentos,
mascaras de hospitais, tiras de papel para a detecéo e purificacdo de 4gua ndo potavel ou a averiguagéo

de pesticidas ndo permitidos em produtos de culturas.

As matrizes de papel sdo de baixo custo e podem assumir um variado leque de formatos, sendo

a sua estrutura porosa intrinseca apropriada para ensaios de fluxo lateral.

A tecnologia lab on paper foi introduzida em 2007 pelo grupo Whitesides e tem como base a
producdo de dispositivos com micro canais em papel hidrofilico pela modelagcdo de paredes de
polimeros hidrofdbicos ou cera. Sdo criadas zonas de multipla detegdo para diferentes compostos alvo
pela deposicdo de reagentes na superficie do papel, anticorpos, proteinas, entre outros. As redes
tridimensionais dos canais podem ser fabricadas pelo empilhamento de camadas alternadas de papel
padronizado e fita adesiva de dupla face com orificios, bem como dispositivos de papel 2D
completamente incluso. O movimento das amostras depositadas dentro dos canais é conduzido por
capilaridade e quando a amostra atinge a zona de dete¢do ocorre uma reagdo, por exemplo

colorimétrica ou um sistema de detecdo eletroquimico que sinaliza a reacao.

A tecnologia mais promissora para a producdo de grandes quantidades de papel padronizado
utiliza uma impressora de cera solida para a impresséo do layout do sensor em cera sélida hidrofébica.
O papel impresso é entdo processado utilizando um forno ou uma manta de aquecimento. Este

procedimento ira permitir o derretimento da cera e a sua difusdo vertical pelo papel poroso, criando
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barreiras hidrofébicas que irdo definir canais hidrofilicos, reservatorios de fluidos e zonas de reagdo
(Figura 2.13).

(d) —

front view Paper cross section

S —

Figura 2.13 — Impressora Xerox ColorQube 8570 (a). Tinteiros de cera sélida (b). Imagem obtida por
SEM da superficie do papel Whatman no.1 com e sem impresséo de cera solida, em que a verde esta
representada a impressdo a cera e a cinzento as fibras do papel (c). Micrografias Oticas da secdo
transversal do papel antes e depois da difusdo de cera por toda a espessura do papel. Para realgar o efeito
das barreiras hidrofébicas foi utilizado um corante vermelho (d). Retirado de [28].

140 °C
2 min

200 pari
»—-4

Entre outros obstaculos, os métodos para padronizacdo de massa e imobilizacdo de
biomoléculas mais delicadas no papel, tais como, anticorpos ou antigénios, sondas de acidos nucleicos
ou enzimas ainda se encontra num estagio prematuro. A estabilidade de biomoléculas na superficie do
papel a curto e a longo prazo necessita de ser otimizada e 0s ensaios atuais de bio reconhecimento
carecem de sensibilidade. A imobilizacdo de biomoléculas é influenciada pela porosidade e superficie

guimica do papel.

O papel Whatman é fabricado a partir de fibras de algodao com elevada qualidade que tenham
sido tratadas de forma a possuirem elevado contetido de celulose alfa (>98%) para garantir qualidade,
reprodutibilidade e uniformidade. A celulose é um polimero constituido por uma longa cadeia de
moléculas de pS-glucose ligadas por ligacGes f-1,4-glicosidicas. O algoddo de celulose difere da
celulose da madeira principalmente por possuir um grau de polimerizacdo e cristalinidade mais
elevados. A cristalinidade indica o grau com que as moléculas da fibra estdo empacotadas e paralelas

umas as outras. O papel Whatman apresenta uma estrutura tipica de celulose semi-cristalina [28].

O papel de filtro € um material altamente sofisticado, uma vez que pode ser fabricado fino, leve
e flexivel de acordo com a finalidade do mesmo. O principal constituinte do papel é a fibra de celulose,
despertando interesse para diversas aplicacfes. Um liquido ao ser depositado em papel penetra na

matriz da fibra hidrofilica sem ser necessario o auxilio de qualquer fonte externa. As fibras de celulose
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também podem ser funcionalizadas, alterando entdo as suas propriedades de reatividade,
permeabilidade, hidrofilicidade, entre outras. Recentemente, este material tem atraido bastante
interesse para ser utilizado em sensores, dispositivos analiticos e clinicos, entre outros, devido a sua
versatilidade, elevada abundancia e ao seu baixo custo. Um imunoensaio consiste numa tira de papel
com uma sample pad, onde se introduz a amostra, um reagent pad, contendo anticorpos conjugados a
um indicador de sinal especifico para um antigénio alvo, e uma linha de teste, para captura de
anticorpos imobilizados na superficie. Quando a amostra € introduzida na sample pad, esta migra ao
longo da tira de papel por acdo de forcas capilares, onde o antigénio presente na amostra se liga ao
anticorpo sinal. O complexo antigénio-anticorpo sinal continua a fluir ao longo da tira de papel onde
é posteriormente capturado na superficie pelo anticorpo de captura, obtendo-se um resultado positivo.

O indicador de sinal pode ser microesferas de latex coloridas ou nanoparticulas de ouro [29].

A utilizacdo do papel em TDR apresenta inimeras vantagens:

¢ Pouco dispendioso, podendo ser fabricado localmente na maioria dos paises e a partir de recursos
renovaveis e reciclaveis;

e E facilmente impresso, revestido e impregnado;

o A celulose é constituida maioritariamente por proteinas e biomoléculas friendly;

e E um 6timo filtro;

e E biodegradavel ou facilmente incendiavel;

e Asuaestrutura porosa possibilita testes de fluxo lateral, separa¢fes cromatogréficas e dispositivos

microfluidicos pouco dispendiosos [30].

Na figura 2.14 esta representado o teste de diagndstico rapido desenvolvido para a dissertagéo.

Linha de controlo

E Zon-a de lavagcm

Linha de teste

Zona de deposigio
da amostra

Figura 2.14 — TDR em papel de filtro (Whatman n°l1). As setas a verde indicam 0s Varios
constituintes do teste. Pode-se observar os canais de cera a azul que vdo formar barreiras
hidrofobicas, criando canais hidrofilicos.

2.9 Nanoparticulas de ouro como biomarcadores em imunoensaios

Nanotecnologia engloba ciéncia, engenheira e tecnologia conduzidas a nanoescala, operando no

intervalo de 1-100 nm. Nanotecnologia ndo implica trabalhar apenas com materiais a nanoescola,
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implica também que esses materiais adquiram propriedades fisicas, quimicas, mecéanicas e Oticas
diferentes, exatamente por se encontrarem a nanoescala. Quando uma particula se encontra a
nanoescala propriedades como a fluorescéncia, a condutividade elétrica, a reatividade quimica e o
ponto de fusdo sdo alteradas. O ouro a nanoescala ilustra na perfeicdo as propriedades Unicas que
advém desta escala. As nanoparticulas de ouro ndo apresentam cor amarela, como estamos habituados
a observar & macroescala, mas sim uma cor vermelha ou roxa. A nanoescala os movimentos dos
eletrbes do ouro sdo confinados, dai as nanoparticulas de ouro reagirem de maneira de diferente com
aluz [31].

As nanoparticulas de ouro tém sido extensivamente estudadas devido as suas propriedades 6ticas
Unicas resultantes da banda de ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR). Quando a
radiacdo eletromagnética interage com as nanoparticulas conduz a uma oscilagéo coletiva dos eletrdes

a superficie das mesmas originando uma ressonancia plasmonica de superficie [32], [33] (Figura 2.15)

A

Campo
elétrico

»

Comprimento
de onda

Figura 2.15 — Esquema do fendmeno de LSPR. Os eletrdes livres a superficie da nanoparticula
iniciam o seu processo de oscilagdo devido & interacdo com a luz incidente. Adapatado de [32]

Estas possuem excecionais coeficientes de absorc¢do que vdo permitir uma maior sensibilidade em
métodos de detecdo tica em comparagdo com corantes convencionais. Uma solucéo coloidal de ouro
apresenta uma banda LSPR a aproximadamente 520 nm e cor vermelha. Esta banda é pouco afetada
pelo tamanho da particula e pelo indice de refracdo do meio envolvente, mas bastante afetada pela
forma da nanoparticula e pela distancia inter-particula. O aumento do campo eletromagnético na

superficie das AuNP pela interacdo com a radiacdo eletromagnética fornece propriedades oOticas
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interessantes com um grande potencial para ensaios de bio diagndstico. O sucesso das AuNP em
ensaios bioldgicos reside na flexibilidade de métodos de sintese gerando nanoparticulas com as
caracteristicas pretendidas, a elevada solubilidade em &gua, adequada morfologia, tamanho de
dispersdo e funcionalizagdo da superficie.

Existem varios métodos de sintese de nanoparticulas de ouro, contudo, o mais utilizado € a
reducdo quimica ou eletroquimica de Ouro (l11) na presenca de um agente de revestimento, isto €, um
composto com a capacidade de se ligar a superficie da NP, blogueando o seu crescimento e
estabilizando o coloide no solvente utilizado. O controlo da forma e tamanho das nanoparticulas é
normalmente alcangado pela cuidadosa selecdo das condi¢Ges experimentais, nomeadamente, o agente
redutor, o tempo de reacgdo, a temperatura e o agente de revestimento com forte afinidade para a NP.
Isto permite a sintese de AUNP com um bom tamanho de disperséao, contudo a NP s6 é solGvel em
solventes orgénicos, requerendo assim, um passo adicional de extragdo das particulas em agua. A
reducdo do ouro pelo citrato de sodio segundo o método de Turkevich [34] é o método mais comum
para a sintese de AuNPs esféricas devido a sua simplicidade e elevado rendimento. O revestimento
das nanoparticulas com citrato de sodio evita a agregagdo entre as mesmas devido a alta densidade de
carga negativa proporcionada pelos grupos carboxilo do citrato a superficie das mesmas. A
funcionalizacdo das AuNP envolve o uso de ligandos bifuncionais, em que parte do ligando serve para
a interacdo com a nanoparticula enquanto a outra é direcionada para o exterior da superficie para

interacOes especificas com biomoléculas [35].

CsHsO7 — CsH4Os + CO2 + H + 2¢ Oxidagdo do citrato
AuCls + 2e"— AuCl + 2CI Redugao do sal de ouro
3AuCl — 2Au’ + AuCls Dismutagdo de espécies de ouro

¢ formac¢do dos atomos de ouro

Figura 2.16 — Reacdo de sintese das AUNP pelo método de Kimling. [34]

As propriedades Oticas das AuNP alteram-se quando existe conducdo dos eletrdes perto da
superficie de cada particula, ficando os mesmos deslocalizados, sendo partilhados entre particulas
vizinhas, levando a formacédo de particulas agregadas. Quando isto ocorre a banda de LSPR desloca-
se para energias mais baixas, ou seja, maior comprimento de onda, na gama do azul, deixando a solucéo
de ter a cor vermelha. A espectroscopia de UV-visivel é um método simples e confiavel para a
monitorizacao da estabilidade das AuNP. A medida que ocorre a destabilizacio das AuNP a banda vai
diminuindo de intensidade, devido a deplecdo de NP estaveis. Também pode ocorrer o alargamento da

banda ou a formacdo de uma segunda banda a maiores comprimentos de onda, devido a formacéo de
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agregados [36]. Na figura 2.29 esté representado um espetro de UV-Visivel de uma solucéo de AuNP

ndo agregada e agregada.
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Figura 2.17 — Espectros de UV-Visivel de uma solugdo de AuNP nédo agregada (a vermelho)
e agregada (a roxo). A solucéo ndo agregada apresenta um maximo de absovéancia a 520 nm e
a solugdo agregada a 587 nm.

A camada de citrato a superficie da nanoparticula pode ser substituida por outros ligandos com o
objetivo de aumentar a sua estabilidade, tais como, &cidos mercaptocarboxilicos. Estes grupos séo
ligandos mais fortes do que o citrato de s6dio proveniente da sintese. Alguns exemplos sdo o acido
mercaptoacetico (MAA), o &cido mercaptopropionico (MPA) ou o &cido mercaptoundecanico (MUA),

ilustrado na Figura 2.18.
O grupo tiol (R-SH) é o grupo que apresenta a maior afinidade para a superficie de metais nobres,

tais como o ouro (aproximadamente 200 kJ.mol?) [37].

Figura 2.18 - Acido mercaptoundecanoico (MUA)

O pentapétido Cys-Ala-Leu-Asn-Asn (CALNN), também um agente de funcionalizagéo,
ilustrado na Figura 2.19, foi construido com o proposito de reunir determinadas caracteristicas, tais
como, a uma elevada afinidade para o ouro, a capacidade de automontagem numa camada densa que

exclui as moléculas de &gua e incluir um terminal hidrofilico que assegure a solubilidade e estabilidade

em solventes aquosos.
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O grupo tiol da cadeia lateral do N-terminal da cisteina tem a capacidade de estabelecer uma
ligacdo covalente com a superficie da nanoparticula de ouro. Esta interacdo pode ocorrer também ao
nivel do grupo amina do N-terminal, uma vez que, se sabe que tem uma elevada afinidade para o ouro.

A presenga de um grupo amonia carregado positivamente na proximidade do tiol acelera
significativamente a cinética de adsorcao de tidis a nanoparticulas de ouro revestidas com citrato.

A alanina e a leucina nas posicoes 2 e 3, respetivamente, possuem cadeia laterais hidrofébicas e
foram escolhidas para promover a automontagem do péptido. As asparaginas que ocupam as posicdes
4 e 5 sdo aminoacidos ndo carregados e hidrofilicos e sdo responsaveis pela interacdo entre o anticorpo

e a nanoparticula. [38], [39].

I H H I HH I HUHTITHUH O
HQN—C—C—N—Ll‘,—C—N—tlj—C—N—ﬂ:—C—N—(lj—Ci
OH
T,H_g CHa rlst ?Hg tl:HZ
SH CH PN Pe

Figura 2.19 — Pentapéptido Cys-Ala-Leu-Asn-Asn (CALNN)

Em meio biol6gico as nanoparticulas (NP) podem interagir com diversas biomoléculas, tais como,
proteinas, acidos nucleicos, moléculas organicas, lipidos e inclusive com metabolitos biol6gicos,
ilustrado na Figura 2.20, devido ao seu nano tamanho e elevado racio superficie-massa. A adsorcéo de
biomoléculas na superficie das nanoparticulas pode ocorrer por diversas forgas, tais como, pontes de
hidrogénio, forcas de Van der Waals, atracdo electroestatica, quimiossorcdo, entre outras. A
composicao, a hidrofobicidade, a presenca de grupos funcionais especificos, pH e a temperatura afetam

a adsorgdo de proteinas a superficie das nanoparticulas. [40].

Anticorpo

PEG/ Spacer

Sonda
fluorescente

Figura 2.20 — Nanoparticula funcionalizada com diferentes moléculas para diagnéstico e drug delivery.
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A bionanoconjugac&o entre as AuUNP e anticorpo pode ocorrer por adsorgao (ao ponto isoelétrico
do anticorpo via interacdo electroestatica), por ligacdo covalente entre a superficie da nanoparticula e
0 anticorpo ou recorrendo ao uso de moléculas adaptadoras. O uso de moléculas adaptadoras
geralmente envolve a formagdo do complexo streptavidina-biotina. A vantagem que advém da ligagéo
covalente quando comparada com a adsorcao fisica é que a ligagdo impede a remogao competitiva dos
anticorpos adsorvidos pelos componentes do sangue. Bionanoconjugacgdo 6tima envolve a ligacdo
covalente do anticorpo atravées da regido Fc, deixando o sitio de ligacdo ao antigénio Fab orientado
para 0 meio de modo a preservar a sua funcdo e num racio de 1:1 de modo a permitir quantificacdo
direta [25].

2.10 TDR baseado em bionanoconjugados

O teste de diagndstico rapido desenvolvido utiliza como substrato o papel de cromatografia
Whatman n°1. Para a formacgdo dos bionanoconjugados as nanoparticulas de ouro sdo inicialmente

funcionalizadas com MUA ou CALNN de forma de promover a ligagéo ao anticorpo anti-PfHRP2.

No teste de diagndstico rapido irdo existir, as linhas de teste e controlo, em que na primeira ira
estar imobilizada a proteina que pretendemos analisar, a PfHRP2 e na outra linha ir& estar imobilizado
0 anti-lgG, um anticorpo secundario.

A solucdo de bionanoconjugados é aplicada na sua zona de aplicagdo no teste e absorvida através
de um fluxo de capilaridade ao longo do papel. O antigénio a detetar na amostra liga-se
especificamente aos bionanoconjugados, devido a forte ligagdo entre o antigénio e o anticorpo.
Através de ligacBes competitivas, a solucdo a testar ird ou ndo ligar-se ao antigénio imobilizado na
mesma e consoante se tratar de um doente infetado ou ndo com o parasita da malaria, dar um resultado
positivo ou negativo. Na Figura 2.21 encontra-se representado um esquema do TDR desenvolvido,

apresentando um resultado negativo e positivo de infecéo.

_gY ¥
Zona de aplicacdo de g‘ }:
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de BNCs

Linha de teste
(PfHRP2)

Linha de controlo
9 (Anti-1gG)
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Figura 2.21 — Esquema do TDR desenvolvido. Em (a) apresenta-se um resultado negativo e em (b) um
resultado positivo.

Num resultado negativo, a amostra ndo contem o parasita da maléria, entdo a solugdo de
bionanoconjugados ird migrar pelo papel na sua forma AuNP-MUA-Anticorpo ou AUNP-CALNN-
Anticorpo e liga-se tanto na linha de teste e de controlo, uma vez que ird ocorrer interacdo entre o
anticorpo conjugado com AuUNP e o anti-lgG imobilizado na linha de controlo e o antigénio
imobilizado na linha de teste, visualizando-se cor vermelha nas duas linhas.

Num resultado positivo, 0 parasita presente na amostra liga-se aos bionanoconjugados e quando
estes migram ao longo do papel e atingem a linha de teste ndo se ira visualizar cor na mesma, uma vez
que todos os locais de ligacdo do anticorpo estdo ocupados. Dessa forma, liga-se apenas a linha de

controlo, visualizando apenas cor vermelha na mesma.
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3 Procedimento Experimental

Neste capitulo serdo descritos todos 0s passos experimentais para o desenvolvimento do teste de
diagnostico rapido, desde a sintese de nanoparticulas de ouro, funcionalizacdo com os diferentes
agentes de revestimento e conjugacdo com o anticorpo monoclonal anti-PfHRP2. Descrevem-se
também a producdo, expressao e purificacdo da proteina PfHRP2, assim como todo o processo de

desenvolvimento e otimizagéo do TDR.
3.1 Sintese de nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNP) foram sintetizadas recorrendo ao método inicialmente
desenvolvido por Turkevich e posteriormente otimizado por J. Kimling [34]. Para a sintese das AUNP
todo o material foi mergulhado em &gua-régia durante cerca de 16 horas (mistura de acido nitrico
(HNOs, MM = 63,01 g.mol?, Panreac) e acido cloridrico (HCI, MM = 36,46 g.mol, Sigma-Aldrich)
na proporcéo de 1:3, respetivamente). No dia seguinte todo o material foi lavado com &gua mili-Q até
eliminagdo total do &cido.

Para a preparacdo da solucao de AuNP adicionou-se num baldo de fundo redondo 100 mL de agua
mili-Q e 69,2 pL da solucéo de écido tetraclorodurico (HAUCls, MM = 339,79 g.mol? 1,445 mM,
solugdo de cloreto de ouro (I11) a 30% wt, 99,99%). Adaptou-se um condensador ao baldo e a solucédo
foi submetida a aquecimento sob refluxo utilizando uma placa de aquecimento (P Selecta), sob
agitacéo suave.

Quando a solucdo entrou em ebulicdo adicionou-se 10 mL de citrato do sddio tribasico di-
hidratado (C¢HsNas07.2H.0, MM = 339,79 g.mol, 38,8 mM, > 99,0%, Sigma-Aldrich) e deixou-se
reagir durante 15 minutos. Passados 15 minutos desligou-se o aquecimento e deixou-se a solugéo a
agitar durante mais 15 minutos. Deixou-se arrefecer a solucdo de AuNP até atingir a temperatura
ambiente. A solucdo inicialmente apresentava uma cor amarela, cor esta caracteristica dos complexos
de ouro e ap6s a adi¢do do citrato de sodio a solugdo ficou momentaneamente transparente e finalmente
adquiriu a cor avermelhada, como se pode observar pela Figura 3.1. A solucdo de AuNP foi
posteriormente caracterizada por espectroscopia de UV-Visivel e armazenada a 4°C, no escuro, para

posterior funcionalizacdo.
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Figura 3.1 - Mudangas de cor obtidas durante a sintese de AuNP. A solugdo amarela corresponde
ao acido tetracloroaurico dissolvido em agua mili-Q (a). A solugdo transparente corresponde ao
passo de adigdo do citrato de sodio (b). A solugdo vermelha escura corresponde a solugdo coloidal
de AuNP (c).

3.1.1 Caracterizacao das nanoparticulas de ouro

As AuNP foram caracterizadas recorrendo a espectroscopia de UV-Visivel (VARIAN Cary
modelo 50 versdo 3.0). Todos os espectros foram tracados na gama de comprimentos de onda entre
300 e 900 nm em células de quartzo (Zuzi) com 1 cm de percurso 6tico. No espetro de UV-Visivel da
solucéo apos sintese, esta solucao coloidal de AuUNP apresenta uma banda SPR caracteristica com um

maximo de absorvancia a cerca de 520 nm.

De acordo com os parametros utilizados na sintese espera-se obter nanoparticulas esféricas com
um didmetro médio entre 10-20 nm. O diametro e a concentracdo das mesmas foi determinado pelo
método descrito por Haiss et al. [41]. Segundo este método, determina-se 0 quociente entre a

absorvancia do maximo da banda de SPR e a absorvancia a 450 nm (Equagé&o 1)

— Absi Equacdo 1
Ab5450 nm

Esse valor € substituido em Y na equacao 2, determinando-se assim o valor de x que corresponde ao
didmetro médio das nanoparticulas de ouro.

Y =0,335In(x) + 0,7301 Equacéo 2

Determinado ent&o o didmetro, é possivel, por consulta do valor de coeficiente de extin¢gdo molar
a 450 nm, 450 ,m, € desta forma pela Lei de Lambert-Beer, descrita pela equagdo 3, determinar a

concentracdo das solucdo de AuNP.

Ab5450 nm

[AuNP] = X fator de diluicao Equacéo 3

€450 nm
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As AuNP utilizadas nesta presente dissertacdo apresentaram um didmetro medio de 17 nm e uma
concentracdo de 5,70 nM.

3.2 Funcionalizacdo das nanoparticulas de ouro com MUA ou CALNN

A solucdo de AuNP foi funcionalizada com um volume previamente calculado de &cido
mercaptoundecanoico (MUA) em etanol absoluto a uma concentracdo de 10 mM, para uma razdo
molar de AUNP-MUA de 1:5000. Deixou-se incubar a solugdo durante 2 horas a temperatura ambiente.

A solucdo de AuNP foi funcionalizada com um volume previamente calculado do pentapéptido
Cys-Ala-Leu-Asn-Asnh (CALNN) a uma concentracdo de 4,68 mM, para uma razdo molar de AuNP-

CALNN de 1:1000. Deixou-se incubar a solu¢do durante cerca de 16 horas a temperatura ambiente.

3.3 Formacao dos bionanoconjugados

Durante o trabalho experimental utilizou-se trés diferentes solugdes de bionanoconjugados,
AUNP-MUA-Anticorpo, AuNP-CALNN-Anticorpo e AUNP-CALNN-(EDC/NHS)-Anticorpo. Para
tal, foi necesséaria a funcionalizagdo da solucdo de AuNP como anteriormente descrito.

O volume de 30 mL de uma solugdo de AuNP a uma concentracdo de 2,5 nM previamente
funcionalizada com MUA ou CALNN pelo processo descrito em 1.2 foi distribuido em eppendorfs de
1,5 mL e foi adicionada a solucéo de anticorpo monoclonal anti-PfHRP2 (Antibodies online), numa
razdo molar de 1:25. Os conjugados incubaram aproximadamente 16 horas a 4°C, apds o que foram
centrifugados (Eppendorf 5810R) durante 30 minutos, a 4 °C e a 16000 x g. Retirou-se o sobrenadante
e ressuspendeu-se o sedimento em 200 pL de solugdo de BSA (10 mg/mL, Sigma Aldrich). Os
bionanoconjugados incubaram com a solucdo de BSA durante 60 minutos e a 4°C. Em seguida
centrifugou-se novamente os bionanoconjugados durante 20 minutos, a 4°C e a 16000 x g. Retirou-se
novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 250 L de tampé&o fosfato de sddio 5
mM a pH=7,2. Procedeu-se novamente a uma centrifugacdo durante 10 minutos, a 4°C e a 16000 x g.
Por altimo, descartou-se novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em tampdo fosfato
de 5 mM a pH=7,2 para um volume final de 5 mL. A concentracao final de bionanoconjugados é de
15 nM, com base no valor de AuNP determinado, feitos os célculos para os efeitos de diluicéo.

Preparou-se também bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo ou AuNP-CALNN-Anticorpo
com uma razdo molar de anticorpo inferior a anterior, razdo de 1:10. Todo o procedimento
experimental para a formagdo destes bionanoconjugados foi realizado de acordo com a metodologia

acima descrita.
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Foram também formados bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo recorrendo a
nanoparticulas de ouro com 52 nm de didmetro. Todo o procedimento experimental para a formacgao
destes bionanoconjugados foi executado tal como descrito acima, exceto a razdo molar de AuNP-
MUA, que para estas nanoparticulas foi de 1:40.000. Esta razdo molar foi estabelecida em estudos
anteriores pela Mestre Mariana Roméao, que verificou que a partir desse valor toda a superficie das
AUNP ja se encontrava coberta pelo MUA. A razdo molar de AuNP-MUA-anticorpo foi 1:125. A
solucdo de AuNP de 52 nm foi sintetizada pelo Mestre Miguel Peixoto do grupo da Professora Doutora
Eulalia Pereira, UCIBIO, REQUIMTE, Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade do Porto, nossos colaboradores.

Na formagéo dos bionanoconjugados AuNP-CALNN-(EDC/NHS)-Anticorpo as nanoparticulas
de ouro foram de igual modo funcionalizadas com CALNN. Apos a funcionalizagdo com CALNN foi
adicionado 1 mM em EDC (Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida) e 2 mM em
NHS (N-hidroxisuccinimida). As solucfes aquosas de EDC/NHS foram incubadas com as AuNP
funcionalizadas durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente foi adicionado o anticorpo
monoclonal anti-PfHRP2 que incubou durante 2 horas a 4°C. Todo o procedimento experimental para

a formacdo destes bionanoconjugados foi executado tal como esté descrito acima.

3.4 Estabilidade das AuNP funcionalizadas e dos bionanoconjugados

Para a realizacdo dos ensaios da avaliagdo da estabilidade coloidal das AUNP com diferentes tipos
de revestimentos variou-se dois parametros, o pH do meio e a forga ionica.

Estes estudos de estabilidade foram realizados para quatro diferentes tipos de solugdo de
nanoparticulas de ouro: AuNP-Citrato, AUNP-MUA, AuNP-CALNN e AuNP-MUA-Anticorpo.

3.4.1 Variagdo da forga ionica do meio

Para estudar a estabilidade das AuNP variando a forca idnica do meio utilizou-se uma solucgéo de
cloreto de sddio (NaCl, Scharlau). Variou-se a concentracdo de NaCl de 0 a 2,5 M e manteve-se
constante a concentracdo de AuNP para um volume final de 1 mL. O procedimento adotado consistiu
na preparacao de varias solugdes diferentes distribuidas por varios eppendorfs. Aos varios eppendorfs
adicionou-se entdo, uma concentragdo constante de AuNP a 3 nM, concentragfes variadas NaCl na
gama de 0 a 2,5 M e um volume de &gua mili-Q apropriado de modo a perfazer o volume final de 1
mL de solugé&o.

Apobs a preparagdo das solucBes descritas acima foram tracados os espetros de UV-visivel
(VARIAN Cary modelo 50 verséo 3.0).
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3.4.2 Variagéo do pH do meio

Para o0 estudo da estabilidade das AuNP variando o pH do meio utilizou-se duas solugdes
diferentes, acido cloridrico (HCI 0,1 M, Sigma Aldrich) e hidroxido de s6dio (NaOH 0,1 M, Sigma
Aldrich). O procedimento adotado consistiu na preparacao de varias solu¢des, com uma concentracao
de AuNP constante e igual a 1 nM e um volume adequado de 4gua mili-Q adicionado a cada uma das
solucgdes de modo a obter-se um volume final de 1 mL. Preparadas as solugfes variou-se 0 pH do meio
de cada solucdo, adicionando-se a solucdo &cida ou bésica gradualmente e individualmente com o
intuito de se obter diferentes valores de pH na gama de 2 a 10, recorrendo a um elétrodo de pH para
essas medicdes (pH-meter basic 20+, Crison). Apés a alteracdo do pH do meio de cada solucédo
esperou-se rigorosamente 2 minutos até a medicdo das absorvancias no espetrofotometro de UV-
visivel (VARIAN Cary modelo 50 verséo 3.0).

A uma concentragdo constante de AuNP adicionou-se gradualmente a solugdo acida ou bésica
com o intuito de se obter diferentes valores de pH na gama de 2 a 10, recorrendo a um elétrodo de pH
para essas medic¢Oes (pH-meter basic 20+, Crison).

Para 0 estudo da estabilidade das diferentes solu¢des de AuNP recorreu-se a equacao 4. A razao
de agregacdo traduz-se no quociente entre o valor de absorvancia a cerca dos 600 nm (espécie
agregada) e o valor de absorvancia a cerca de 520 nm (espécie ndo agregada). Todos 0s espectros
foram tracados na gama de comprimentos de onda entre 300 e 900 nm em células de quartzo (Zuzi)

com 1 cm de percurso o6tico.

Abs da espécie agregada Equacio 4

Razdo d ao =
aza0 ae agregagao Abs da espécie ndo agregada

3.5 Producéo, expressao e purificacdo da proteina PFHRP2

A producdo de PfHRP2 teve como base o método descrito por Ndonwi et al. [42]. Foi utilizada a
estirpe E. coli BL 21/DE3 como célula hospedeira e o vetor de expressao pET 15b.

Com o objetivo de se obter colonias isoladas preparou-se placas de Petri com meio LBagar s6lido
e ampicilina a 100 pg.mL™ e inoculou-se com as células recombinantes de E. coli BL21. As placas
foram incubadas numa estufa a 37 °C e incubou-se durante aproximadamente 16 horas. Confirmou-se
0 aparecimento de colonias isoladas.

Preparou-se meios LB liquidos para o pré-indculo. A 100 mL de meio LB liquido adicionou-se
ampicilina a 100 pg.mL* e uma coldnia isolada de células recombinantes de E. coli BL21. O pré-
indculo foi entdo colocado num agitador orbital a 210 rpm e a uma temperatura de 37 °C durante

sensivelmente 16 horas.
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No dia seguinte retirou-se 35 mL de cada pré-inéculo e adicionou-se aos meios LB liquidos de 1
L, que continham ampicilina a 100 pg/mL. As solugdes foram incubadas a 37 °C e a 210 rpm até
atingirem uma densidade 6tica a 600 nm entre 0,75 e 0,9. Apos atingida a densidade Gtica desejada
adicionou-se 50 pL do indutor IPTG (1 M) para uma concentracédo final de 0,05 mM. Os meios foram
entdo colocados num agitador orbital durante 20 horas, a uma temperatura de 16 °C e a 200 rpm.

No dia seguinte as solu¢des foram centrifugadas a 4 °C numa centrifuga Beckman Coulter Avanti
J26-XPl, rotor JA-10 durante 40 minutos a 17,696 x g. Apos centrifugacdo dos meios, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o0 sedimento (células bacterianas) em tampéo de ligagdo (Tris 20mM
pH=8, NaCl 500 mM, Imidazole 50 mM), adicionou-se 800 pL de cocktail inibidor de protéases
(Sigma-Aldrich) e congelou-se.

Descongelou-se entdo as amostras com a finalidade de lisar as células num sistema de French
Press, adicionou-se um pouco de DNAse e fez-se trés passagens a uma pressao de 1250 psi. Apés a
lise celular centrifugou-se as amostras a 3835 x g, 4 °C e durante 90 minutos. Apos a centrifugacdo do
conteudo aproveitou-se o sobrenadante e descartou-se o sedimento. Ao sobrenadante adicionou-se 800
pL de cocktail inibidor de protéases (Sigma-Aldrich).

Para a purificacdo da proteina, recorreu-se a cromatografia por afinidade, utilizando uma resina
de niquel-agarose &cido nitriloacético (Ni-NTA), uma vez que foi inserido no vetor de expresséo da
PfHRP2 uma cauda de 6 histidinas que apresenta uma elevada afinidade para o niquel. A resina foi
introduzida na coluna e equilibrada com aproximadamente 250 mL de tamp&o de ligacdo (Tris 20mM
pH=8, NaCl 500 mM, Imidazole 50 mM). A resina foi entdo retirada da coluna e misturada com a
solucdo de proteinas durante 2 horas a 4 °C e com agitacdo lenta (placa de agitacdo magnética, P
selecta). Passadas 2 horas introduziu-se a mistura na coluna para dar inicio a purificagdo da proteina
PfHRP2. Adicionou-se tampéo de lavagem (Tris 20 mM pH=8, NaCl 500 mM, Imidazole 250 mM)
até se obter a saida da coluna uma solugdo com uma densidade 6tica inferior a 0,1 a 280 nm.
Seguidamente, utilizou-se tamp&o de eluigdo (Tris 20 mM pH=8, NaCl 500 Mm, Imidazole 1 M) para
recolher a proteina ligada a resina, até se obter novamente uma densidade ética inferior a 0,1 a 280
nm. Este processo foi repetido as vezes necessarias até toda a solucéo ser introduzida na coluna e
eluida da mesma.

As fragdes que continham proteina apresentavam densidade 6tica igual ou superior a 0,1 e foram
concentradas num Amicon com membrana de tamanho de poro de 30 kDa a 4° C. Ap@s concentracao
foi efetuada a troca de tamp@o para TBS (Tris 50 mM pH=7,4, NaCl 150 mM) em centricons com uma
membrana de tamanho de poro de 3 kDa.

Apos a producdo e purificagdo, é avaliada a pureza da proteina através de um gel SDS-PAGE a
10%. Foram preparadas as amostras com tampao de amostra (10 + 10 pL) e levadas a ebuli¢cdo durante
5 minutos. Apds a adicdo das amostras ao gel, este correu durante 60 minutos a 150 VV em tampéo Tris-

Glicina num suporte da BioRad.

32



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

Para determinar a concentracdo da proteina PfHRP2 recorreu-se ao método do &cido
bicinconinico (BCA). Todo o procedimento efetuado desde o passo de producédo, purificacdo da
proteina PfHRP2 e avalia¢do da sua pureza esta representado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Representacao esquematica do processo de producao e purificacdo da proteina PFHRP2, desde
0 crescimento até a determinagdo da concentragdo da mesma.

3.6 Projecdo do TDR recorrendo a tecnologia lab-on-paper

O teste de diagnostico rapido foi desenhado recorrendo ao programa informético adobe illustrator
CC. Para a impressdo do teste utilizou-se uma impressora com tinteiros de cera, Xerox ColorQube
8570, e a impressdo foi feita em papel de cromatografia Whatman n°1 (Whatman Celullose
Chromatography Paper Grade 1). Impresso o teste, o proximo passo foi a difusdo da cera ao longo da
espessura do papel. Para tal, aqueceu-se o papel Whatman n°1 numa placa de aquecimento (ROBAX®)
durante 2 minutos a cerca de 140°C, tal como se pode observar na Figura 3.3. O derretimento da cera
e a sua difusdo vertical pelo papel poroso cria barreiras hidrofébicas que irdo definir canais
hidrofilicos. A proje¢éo e impressdo do TDR com recurso a tecnologia lab-on-paper foi realizada no
CENIMAT-13N. Esta tecnologia tem sido desenvolvida pela minha co-orientadora Professora Doutora

Elvira Fortunato.
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Apos a impressdo do teste foi necessario recortar as linhas de controlo e de teste. Recortadas as
linhas de controlo e de teste foi introduzido um interruptor nas mesmas, um clip metéalico, com a
finalidade de levantar as linhas, isto para, ao se depositar a gota de anticorpo secundario (IgG anti-
mouse Sigma) na linha de controlo e de antigénio na linha de teste ndo ocorrer a migragdo das solugdes
para 0s outros componentes do TDR, como ilustra a Figura 3.4.

Figura 3.3 — TDR impressos em papel de cromatografia Whatman n°1 a serem difundidos numa placa de
aquecimento durante 2 minutos a 140°C.

Linha de controlo
Linha de teste

Figura 3.4 — TDR impresso em papel de filtro Whatman n°1 (a), TDR ap6s a difusdo da cera pelo
papel e recorte das linhas de teste e controlo (b), TDR com interruptor (c).

3.6.1 Evolugéo do TDR

Ao longo do trabalho experimental houve a necessidade de modificar e evoluir o formato e os
componentes do TDR. Na Figura 3.5 estdo representados os varios formatos utilizados ao longo do
projeto.

Inicialmente o TDR era constituido por uma zona de aplicacdo dos bionanoconjugados, a linha
de controlo e de teste e a zona de lavagem (Figura 3.5a). Posteriormente adicionou-se um novo

elemento ao TDR, uma zona de deposicao das culturas infetadas e ndo infetadas (Figura 3.5b). Apos
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a simulacéo de alguns resultados positivos e negativos, houve a necessidade de aumentar o canal por
onde migram as culturas (Figura 3.5c), uma vez que as culturas apresentaram dificuldade em migrar
através de um canal estreito tal como inicialmente foi projetado o TDR (Figura 3.5b). No entanto, o
formato do TDR representado na Figura 3.5¢ também apresentou desvantagens, por se apresentar ainda
estreito, sendo a migracéo das culturas lenta, o que conduziu & necessidade de se alargar ainda mais o
canal (Figura 3.5d).

Relativamente a aplicacdo das culturas de sangue infetadas e ndo infetadas com a PfHRP2 no
TDR da Figura 3.5a e nos restantes TDR da Figura 3.5, existe uma diferenca notdria entre eles. No
TDR da Figura 3.5a como ndo existe uma zona de aplicacdo das culturas, estas terdo que ser
depositadas diretamente sob a solugdo dos bionanoconjugados apds a sua secagem, engquanto nos
restantes TDR as culturas infetadas/infetadas e a solu¢do dos bionanoconjugados possuem diferentes
locais de aplicacdo no teste.

E de salientar que as linhas de controlo e de teste foram trocadas de posicéo, na Figura 3.5a a
linha de teste vem a seguir a linha de controlo, enquanto nas Figuras 3.5b, 3.5¢ e 3.5d a linha de
controlo vem a seguir a linha de teste, tal como se pode visualizar pela ordem dos nimeros na Figura
3.5.

5 5 °
1
2 1 1 1
3 3 3 3
4
4 4 4
a b c d

Figura 3.5 — Evolugdo dos componentes do TDR. 1 — Zona de aplica¢do dos BNCs, 2 — Linha
de controlo, 3 — Linha de teste, 4 — Zona de lavagem, 5 — Zona de deposicdo das culturas
infetadas/ndo infetadas.

3.6.2 Principio tedrico do TDR

O principio de funcionamento do teste de diagnostico rapido desenvolvido baseia-se num formato
competitivo. Na presenca de infegdo vai ocorrer a ligagdo do antigénio presente nas culturas com o
anticorpo conjugado com as AuNP. Quando a solucgdo de bionanoconjugados atinge a linha de teste e
de controlo sera visualizada uma linha vermelha na linha de controlo. A visualizacdo de cor na linha
de controlo diz respeito & interacdo entre o anticorpo anti-lgG imobilizado na mesma e o anticorpo

anti-PfHRP2 conjugado com as AuNP. A linha de teste seré incolor, uma vez que, todos os locais de
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ligacdo do anticorpo conjugado com as AuNP estdo ocupados com o antigénio presente nas culturas
de um doente infetado com maléria. Assim ndo ira ocorrer ligagéo entre o anticorpo conjugado com as

AuNP e o antigénio imobilizado na linha de teste.

Caso se trate do caso de um doente ndo infetado com maléria, as culturas ndo contém o parasita
da malaria. Quando as culturas atingem a zona do TDR onde se encontram 0s bionanoconjugados
imobilizados ndo ocorrera qualquer tipo de ligagdo. A solucdo ird migrar até a linha de teste que contém
imobilizada a PfHRP2, ocorrendo interagcdo com o anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com as AuNP,
verificando-se assim o aparecimento de uma linha vermelha na linha de teste. Na linha de controlo
também se iré visualizar o aparecimento de uma linha vermelha, uma vez que, 0s bionanoconjugados

se irdo ligar ao anticorpo anti-lgG imobilizado na linha de controlo.

3.6.3 Otimizacéo da zona de aplicacéo dos bionanoconjugados

No desenvolvimento do TDR foram estudados bionanoconjugados formados por nanoparticulas
de ouro funcionalizadas com MUA ou CALNN e conjugadas com uma razdo molar de anticorpo anti-
PfHRP2 1:10 ou 1:25. Com vista a determinacdo da quantidade ideal de bionanoconjugados a aplicar,
variou-se o volume de solugéo de bionanoconjugados a uma concentracdo de 15 nM a aplicar entre 30
a 60 pL.

3.6.4 Otimizacéo da linha de controlo

Para a otimizacdo da linha de controlo variou-se quatro parametros, o tempo de incubagéo, a
diluicdo e o volume de anticorpo secundario, bem como o volume da solugdo de bionanoconjugados.
Utilizou-se diferentes bionanoconjugados, AuNP-MUA-Anticorpo, AuNP-CALNN-Anticorpo e
AUNP-CALNN-(EDC/NHS)-Anticorpo. A solugdo stock de anticorpo anti-lgG encontrava-se a 11
mg.mL.

O tempo de incubag&o e o volume de anticorpo secundario, assim como o volume da solucéo de
bionanoconjugados foram variados de igual modo para todas as solugdes de bionanoconjugados a
aplicar no teste. O tempo de incubagdo da gota de anticorpo secundario foi desde 15 minutos a 16
horas, o volume de solucéo de anticorpo secundario depositado na linha de controlo foide 2a 5 pL.

As dilui¢bes de anticorpo secundario efetuadas foram diferentes consoante a solugdo de
bionanoconjugados a aplicar na zona de deposic¢do da amostra. Ao aplicar-se AUNP-MUA-Anticorpo
utilizou-se diluicBes de anticorpo secundario até 1:100 e utilizando bionanoconjugados AuNP-
CALNN-Anticorpo dilui¢des de 1:200.

Ao fim do tempo de secagem retirou-se o0 interruptor e aplicou-se a solucdo de
bionanoconjugados. O reconhecimento entre o anticorpo secundario e os bionanoconjugados demora

apenas alguns segundos.
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3.6.5 Otimizacéao da linha de teste

Na detecéo da linha de teste variou-se a concentracdo de antigénio PfHRP2 de 0,5 a 2,6 mg.mL™*
e 0 volume de antigénio entre 2 e 6 uL. O tempo de secagem da gota de antigénio é em média entre

15 a 20 minutos, tal como o tempo de secagem da gota de anticorpo secundario na linha de controlo.

3.6.6 Otimizacéo da zona de aplicacéo das culturas infetadas e néo infetadas

Para a simulacdo do TDR de um doente infetado ou ndo com maléria, usaram-se culturas de
sangue infetadas e ndo infetadas com o parasita da maléria. Essas culturas foram amavelmente cedidas
pelo grupo de investigacdo liderado pelo Professor Doutor Thomas Hanscheid. As culturas infetadas
continham um grau de parasitemia de aproximadamente 8%.

Inicialmente, para o procedimento de simulagédo do TDR de um doente infetado ou ndo com o
parasita da malaria, colocou-se os interruptores para a aplicagdo da gota de anticorpo secundario na
linha de controlo, da gota de antigénio PfHRP2 na linha de teste e da solucdo de bionanoconjugados,
como ilustra a Figura 6. Foi também necessario a criacdo de um suporte para 0 TDR ndo estar em
contacto direto com uma superficie plana, caso contrario iria ocorrer a transferéncia das solugoes
depositadas no TDR para a bancada. O suporte consistiu em apoiar o TDR em dois eppendorfs, um

em cada extremidade, como se pode observar na Figura 3.6.

Suporte de eppendorfs como

Zona de deposigao das culturas base de apoio para 0 TDR

infetadas/ndo infetadas

Solugéo de BNCs
Linha de teste
Linha de controlo

Suporte de eppendorfs como
base de apoio para 0 TDR

Figura 3.6 — llustracdo do TDR ap6s deposicéo da solucdo de BNCs e das gotas de anticorpo secundario
e antigénio e do suporte de apoio do teste.

Apobs a secagem das solugOes retirou-se os interruptores e aplicou-se a solucdo de culturas
infetadas ou ndo infetadas na zona de deposicao das mesmas. A solugdo migra até a zona de deposi¢do
dos bionanoconjugados que se encontram imobilizados no papel, que por sua vez vdo migrar, e originar
uma cor vermelha na linha de controlo. Na linha de teste apenas se visualizara cor no caso de se tratar
de um resultado negativo.
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Foram utilizados diferentes bioanoconjugados conjugados com diferentes razdes de anticorpo
anti-1gG. Utilizou-se bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo com razdo molar de anticorpo de
1:10 e 1:25, AuNP-MUA-Anticorpo com razdo molar de anticorpo primério 1:10 e 1:25 e AuNP-
CALNN-(EDC/NHS)-Anticorpo com razdo molar de 1:25.

Em suma, na otimizacdo do teste positivo e negativo variou-se diferentes pardmetros,
nomeadamente, o tipo de solugdo de bionanoconjugados, a razdo molar de AuNP — anticorpo e 0
tamanho das AuNP, na medida em que se testou nanoparticulas com didmetro entre os 15-20 nm e de
52 nm. Variou-se também o volume da solucéo de bionanoconjugados, o volume de culturas infetadas
e ndo infetadas, bem como a concentragdo do antigénio PFHRP2 a aplicar na linha de teste e a diluicdo
de anticorpo secundario na linha de controlo. Foram também utilizados TDR com diferentes formatos,

mencionados no ponto 3.6.1 na Figura 3.5.

3.7 Preparacdo do papel Whatman n°l para anlise por microscopia

eletronica de varrimento

Para que as amostras possam ser caracterizadas por microscopia eletrénica de varrimento
(SEM), estas tém que ser condutoras. Uma vez que a amostra em estudo ndo apresenta
condutividade superficial, estas tiveram que ser metalizadas, através da aplicagdo de um
revestimento ultrafino de ouro melhorando assim a sua condutividade elétrica. A preparacdo do
papel Whatman n°l1 envolveu o corte de uma pequena porgdo do mesmo e a sua colagem numa

fita de carbono, como ilustra a Figura 3.7.

O™~

p—

Figura 3. 7 — Preparacdo do papel Whatman n°1 para analise por SEM.

A andlise foi realizada num microscopio eletronico de varrimento Carl Zeiss AURIGA
Crossbeam SEM-FIB pela pés doutorada Daniela Gomes do CENIMAT-I3N (Figura 3.8). Na
obtencdo das imagens foi utilizada uma tenséo de aceleragdo de 2 kV, uma abertura de diafragma de

30 um e uma distincia de trabalho entre a amostra e a coluna de SEM de aproximadamente 5,7 mm.

38



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

Figura 3. 8- Equipamentos de microscopia eletrénica de varrimento.
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4 Apresentacio e Discussao de Resultados

4.1 Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de ouro

A metodologia utilizada para a sintese de nanoparticulas de ouro, descrita por Turkevich [34]
relevou ser reprodutivel, na medida em que todas as solugdes de AuUNP apresentam uma banda LSPR
caracteristica situada a aproximadamente 520 nm, como se pode observar na Figura 4.1. A eficacia
desta metodologia € também comprovada através da obtencdo de nanoparticulas de ouro com um

didametro varidvel compreendido entre 10 — 20 nm.
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Figura 4.1 — Espetro de UV-Visivel de AUNP com 17 nm de didmetro e a uma concentracéo de 5,70
nM. A banda LSPR encontra-se situada a 520 nm.

Durante o processo de sintese de AuNP a solugdo passou por diferentes fases. Inicialmente a
solucéo de sal de ouro apresentava uma cor amarela devido aos complexos de ouro. Quando a solucéo
entrou em ebulicdo foi adicionado o citrato de sddio, o agente redutor e estabilizador do crescimento
que funciona como agente de revestimento. A funcdo do citrato de sodio é reduzir todo o &cido
tetracloroaurico a ouro metélico, permanecendo a solugédo incolor durante alguns segundos. Formam-
se entdo ndcleos de ouro que crescem a conta da entrada de mais ouro, formando nanoparticulas. Estas
sdo revestidas e estabilizadas pelo citrato de sédio, apresentando uma cor vermelha escura
caracteristica de uma solucdo coloidal de AUNP com didmetros de cerca de 15 nm. A medida que as
nanoparticulas de ouro vdo crescendo a banda LSPR vai-se deslocando para comprimentos de onda
maiores. O crescimento das AuNP estabiliza em cerca de 17 nm de diametro, correspondendo a um

maximo de absorvancia perto de 520 nm.
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O didmetro médio e a concentragdo das AuNP foi determinado pelo método descrito por Haiss et
al [41]. O primeiro passo do calculo diz respeito ao quociente entre a absorvancia do maximo da banda
de LSPR e a absorvancia a 450 nm, apresentado na equacdo 1 do 3.1.1.

Absspr 0,516

AbSssom 0,308

O valor obtido é substituido na equacdo 2 do ponto 3.1.1, determinando-se o valor de x, que

corresponde ao didmetro médio das AuNP.

1,675-0,7301

Y =0335In(x) +0,7301 & =22

=In(x) © x = 17 nm de diametro

Calculado o didmetro das AuNP é possivel determinar a concentracdo das mesmas, recorrendo ao

valor de ¢ tabelado ¢ aplicando a lei de Lambert-Beer, representada na equagéo 3 do ponto 3.1.1.

Ab5450 nm B 0,308
[AuUNP] = m X fator de diluigdo = 324 x 10°

X 6 =570 nM
Obteve-se entdo uma solucdo coloidal de AuNP com um didmetro médio de 17 nm, a uma

concentragdo de 5,70 nM.

4.2 Funcionalizagdo de AuNP com MUA ou CALNN

Funcionalizou-se a solugdo coloidal de AuNP com MUA numa razdo molar de 1:5000 e uma
solucéo coloidal de AUNP com CALNN a uma razdo molar de 1:1000. A razdo molar 6tima para que
ocorresse revestimento total com MUA ou CALNN ja tinha sido determinada anteriormente no
laboratério, como tal prosseguiu-se os estudos com as razdes molares acima referidas.

De modo a avaliar se a funcionalizagdo com MUA ou CALNN tinha sido bem-sucedida tragou-
se o0 espetro de UV-Visivel para confirmar o deslocamento da banda de LSPR para comprimento de
onda superior ao comprimento de onda da banda de LSPR de uma solucdo de AuNP-citrato.
Tipicamente ocorre um desvio do maximo da banda LSPR de aproximadamente 2-3 nm.

Na Figura 4.2 encontram-se representados os espetros de UV-Visivel de uma solugdo de AuNP-
citrato, AUNP-MUA e AuNP-CALNN.

A solucdo de AUNP-MUA apresenta um maximo de absorvancia a 522 nm e a solugdo de AuNP-
CALNN nm exibe um méximo de absorvancia a 523 nm. Assim sendo, confirma-se que ocorreu um

deslocamento da banda de LSPR de 2 nm no caso da solugdo AUNP-MUA e de 3 nm para a solucao
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de AuNP-CALNN comparativamente com a banda de LSPR das AuNP-citrato que exibe um méximo

de absorvancia a 520 nm.
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Figura 4. 2 — Espectro de UV-Visivel de solu¢des AuNP, AuNP-MUA e AuNP-CALNN.

4.3 Formacao dos bionanoconjugados

A formagdo dos bionanoconjugados decorreu tal como esta descrito no ponto 3.3 do procedimento
experimental.

Para comprovar a formacdo dos mesmos foram tracados os espetros de UV-Visivel dos
conjugados de AUNP com MUA ou CALNN, ap6s a conjugacdo com o anticorpo anti-PfHRP2, como
ilustra a Figura 4.3.

As AuNP-MUA apresentaram um maximo de absorvancia a cerca de 522 nm (ver ponto 4.2) e
apos a conjugacao com o anticorpo ocorreu um desvio de 3 nm, apresentando agora 0 maximo da
banda de LSPR a 525 nm, como ilustra a Figura 4.3.

Em relacdo as AUNP-CALNN, estas apresentam um maximo de absorvancia a 523 nm (ver ponto
4.2) e ap6s conjugagdo com o anticorpo, ocorreu um deslocamento da banda de aproximadamente 4

nm, sendo que o0 maximo da banda de LSPR alterou para 527 nm, como ilustra a Figura 4.3.

43



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

0,8

0.7 AuNP-CALNN-Anticorpo

0,6

AuNP-MUA-Anticorpo
0,5

0,4

Absorvancia

0,3
0,2

0,1

300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.3 — Espectro de UV-Visivel de AUNP-CALNN-Anticorpo e AuNP-MUA-Anticorpo.

4.4 Caraterizacdo de AuNP de 52 nm

Foram também utilizadas nanoparticulas de ouro de 52 nm com a finalidade de melhorar a detecéo
entre o bionanoconjugado e o anticorpo anti-lgG imobilizado na linha de controlo e o antigénio
PfHRP2 imobilizado na linha de teste. As AuNP de 52 nm, possuem uma area superficial cerca de 8
vezes superior a area superficial das AUNP com um didmetro de 17 nm. Assim sendo, pensa-se que 0
uso de AuNP de maior didmetro do que 17 nm podera aumentar a sensibilidade do teste, uma vez que
sera possivel conjugar um maior nimero de moléculas de anticorpo a sua superficie, existindo assim
por nanoparticula um maior nimero de locais disponiveis para ligagéo ao anticorpo e ao antigénio. As
AuNP de 52 nm apresentam possuem uma intensidade de cor que pode ser até 4x superior a intensidade
de cor das AuNP de 17 nm de didmetro, representando uma enorme vantagem na detecdo da linha de

teste e de controlo.

Foi tracado um espetro de UV-Visivel da solucdo para confirmar o seu didmetro e concentracdo
e para avaliar o seu estado de agregagdo. O didmetro e a concentracdo da solucdo de AuNP foram
determinados recorrendo ao método de Haiss et al. [41]. As AuNP apresentam um diametro medio de

52 nm e encontram-se a 0,17 nM (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Espectro de UV-Visivel de AUNP com 52 nm de didmetro e a uma concentracao de 0,17
nM. A banda LSPR encontra-se situada a 527 nm.

O espetro de UV-Visivel da Figura 4.4 ndo apresenta indicios de agregacdo, uma vez que, a banda
de LSPR exibe uma forma estreita e um méaximo a 527 nm tal como era esperado, a um comprimento

de onda superior ao de uma solucao de nanoparticulas de ouro de 17 nm.

4.5 Estabilidade das nanoparticulas e bionanoconjugados

Na realizacdo dos ensaios de estabilidade foram estudadas AuNP revestidas com citrato de sodio
(proveniente da sintese), AuNP funcionalizadas com MUA ou CALNN e AuNP funcionalizadas com
MUA e conjugadas com o anticorpo anti-PfHRP2. Com estes ensaios pretendeu-se averiguar qual dos
agentes de revestimento confere uma maior estabilidade as nanoparticulas de ouro e qual o ponto de
agregacao para cada caso estudado.

Foi efetuada a variacdo da forca i6nica e do pH do meio, sendo a concentracdo de NaCl variada

numagamade0a2MeopHde2al0.

4.5.1 Variagéo da forca ionica

Os ensaios de estabilidade variando a forga idnica foram realizados com nanoparticulas de ouro
revestidas com citrato de sédio, proveniente da sintese, 0 MUA e 0 CALNN.

Para os estudos de estabilidade foi necessario calcular a raz&o de agregacéo para cada solucédo de
AuNP com um diferente revestimento e para os bionanoconjugados, em funcdo da forca idnica

(concentragdo de NaCl adicionada a solugéo).
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O célculo da raz&o de agregacéo foi efetuado de acordo com a equagdo 4 descrita no ponto 3.4.2
do procedimento experimental. Quando o NaCl se encontra em solucéo vai ocorrer a sua dissociacdo
em ides Na* e CI'. Os ides Na* véo interagir com as cargas negativas das moléculas que revestem as
AUNP e essa interagdo vai enfraquecer as forcas repulsivas entre cada nanoparticula, favorecendo
entdo a agregacéo entre elas.

Observando a Figura 4.5, é possivel verificar que as AuNP-Citrato se encontram completamente

agregadas a cerca de 0,1 M de NaCl e atingem o ponto de meia agregacdo a 0,065 M de NaCl. Em
relacdo as AUNP-MUA ¢ observavel que agregagam completamente a 0,25 M de NaCl e atingem o
ponto de meia agregacdo a cerca de 0,15 M. Comparando estes dois revestimentos, as AUNP-MUA
apresentam maior estabilidade & medida que se aumenta a forga ionica do meio. O MUA possui numa
das extremidades um grupo carboxilo que favorece a ligagdo ao anticorpo e na outra um tiol. E através
do grupo —SH que ocorre a ligagdo do MUA a AuNP, uma vez que existe uma grande afinidade entre
superficies de metais nobres, como € o caso do ouro, e 0s grupos tiéis, o que confere entdo a AuNP
uma maior estabilidade. O citrato de sodio ndo possui nenhum grupo tiol, pelo que a sua ligacdo
electroestatica & AUNP é mais fraca e mais facil de destabilizar.
As AuNP-CALNN agregam completamente a uma concentragdo de sal muito superior quando
comparadas com as AuNP-Citrato e AUNP-MUA. A sua agregac¢do ocorre a uma concentracdo de sal
de 0,7 M e possuem um ponto de meia agregacao por volta dos 0,3 M. Conclui-se entdo que o CALNN
é 0 agente de revestimento mais resistente a variacdes de forca idnica, comparativamente com o0s
anteriores. A estabilidade da AuNP é aumentada através da presenca do grupo tiol e ainda de interagdes
coesivas laterais entre os aminoacidos do péptido (interacdes hidrofébicas ou por pontes de
hidrogénio), isto €, a combinacdo dos aminoacidos Cys-Ala-Leu-Asn-Asn contribui fortemente para a
estabilidade que o péptido confere as AUNP. A elevada estabilidade que o CALNN oferece as AUNP
provem também da camada auto-montada compacta que este forma em torno da AuNP, no caso do
CALNN, esta interpretacdo é reforcada pela elevada densidade que o péptido confere as AuNP,
tornando assim dificil a sua destabilizac&o.

Estudou-se também a estabilidade da solugdo AuNP-MUA-Anticorpo sem bloqueio com BSA.
Esta solucdo apresentou agregacdo, apds a conjugacdo com o anticorpo anti-PfHRP2 durante cerca de
16 horas. A adicdo do anticorpo usualmente provoca alguma agregagdo a solugdo e como néo foi
efetuado o passo de bloqueio com BSA nem os passos de lavagem com tamp&o como esta descrito no
ponto 3.3 do procedimento experimental a solugdo ndo voltou ao estado coloide.

Pela Figura 4.5 observa-se que a solucdo de AuUNP-MUA-Anticorpo se encontra completamente
agregada a 0,4 M de NaCl e o ponto de meia agregacao ocorreu a aproximadamente 0,05 M de NaCl.
De forma a ser mantida a estabilidade dos bionanoconjugados devera ser efetuado o blogueio com
BSA. Para qualquer uma das solucBGes a razdo de agregacdo torna-se constante quando todas as
nanoparticulas em solucdo ja se encontram agregadas e a adi¢cdo de mais quantidade de sal ndo varia o

seu estado de agregacao.
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Na Tabela 4.1 encontram-se os valores de concentragdo de NaCl aos quais as diferentes solugdes

de AuNP atingiram o ponto de meia agregag&o.

Tabela 4. 1 - Valores de concentracdo de NaCl aos quais as diferentes solu¢fes de AuNP atingiram o

ponto de meia agregacéo.

AUNP-
. AuNP-MUA AUNP-CALNN AUNP-MUA-Anticorpo
Citrato
Ponto de meia
. 0,065 M 0,15 M 0,3M 0,05 M
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Figura 4.5 — Raz&o de agregacao de diferentes solucfes de nanoparticulas de ouro e bionanoconjugados
em funcéo da variagdo da concentracdo de NacCl.

4.5.2 Variagédo do pH

Na realizacdo dos ensaios de estabilidade com variacdo do pH do meio de 2 a 10 foram estudadas

nanoparticulas de ouro revestidas com o citrato de sodio, que provem da sintese, MUA e CALNN. O

calculo da razdo de agregacdo foi efetuado de acordo com a equacdo descrita no ponto 1.4 do

procedimento experimental.

O efeito da variacdo do pH na agregacdo das nanoparticulas € a neutralizacdo de cargas a

superficie das mesmas, isto €, cada molécula que esta a revestir as AUNP possui um determinado pKa

e quando o pH do meio é igual ao valor do pKa dos agentes de revestimento ocorre uma reducédo das

forcas de repulséo entre cada nanoparticula, possibilitando a agregacao.

A solucdo de AuNP encontra-se inicialmente numa gama de pH entre 5,5 e 6.
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Pela andlise da Figura 4.6, observa-se que de pH 10 a 4 as nanoparticulas estudadas nao
apresentam agregacao, esta é somente verificada a valores de pH inferiores a 4. O ponto de agregagédo
das nanoparticulas de ouro revestidas com citrato de sédio ocorre a pH igual a 3, o que esta de acordo
com a literatura, sendo o pKado citrato de sodio de 3,13 [43].

Em relacdo as nanoparticulas de ouro funcionalizadas com MUA e CALNN o mesmo ndo se
verifica. O ponto de agregacdo das AUNP-MUA ¢ a pH 3,5 e das AUNP-CALNN ¢ a pH 2,5, valores
de pH inferiores o valor de pKa do MUA que corresponde a 4,8 [44] quando este se encontra
imobilizado numa superficie de ouro ou ao valor do pKa do CALNN de 4 [38].

O fato de as nanoparticulas funcionalizadas com MUA e CALNN néo apresentarem o ponto de
agregacdo ao mesmo valor ou aproximado do valor do pKa dos respetivos agentes de revestimento
pode dever-se ao fato de a funcionalizacdo ndo ter sido bem-sucedida, isto é, pode ndo ter sido
completa e as AUNP ndo adquiriram uma monocamada uniforme de MUA ou CALNN, tornando-as
mais suscetiveis a agregacdo. Para reforcar esta hipotese é de salientar que o pH a que solugéo de
AUNP-MUA e AuNP-CALNN agregam se aproxima mais do valor do pKa do citrato de sodio, do que
dos pKa dos seus agentes de revestimento.

A pH basico as AuNP sdo estaveis e ndo sofrem qualquer agregacdo, devido ao pKa dos agentes
de revestimento, como se pode ver pela Figura 4.6.

Na Tabela 4.2 encontram-se os valores de pH aos quais as diferentes solu¢Ges de AuNP atingiram
0 ponto de agregacéo.

Tabela 4. 2 - Valores de pH aos quais as diferentes solu¢es de AuNP atingiram o ponto de
agregacao.

AuNP-Citrato AuNP-MUA  AuNP-CALNN

Ponto de

2} 3,5 2,5
agregacéao
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Figura 4.6 - Raz&o de agregacao de diferentes solu¢des de nanoparticulas de ouro e bionanoconjugados
em funcéo da variacdo do pH do meio

4.6 Producéo, expressao e purificacio da proteina PfHRP2

O processo de producéo e purificagdo da proteina PFHRP2 necessita de otimizagdes futuras, uma
vez que que as quantidades de proteina obtidas por litro de cultura tém sido até ao momento muito
reduzidas e sdo produzidas quantidades muito dispares de produgdo para producdo. Em producdes
anteriores foram obtidos valores de 3,8 mg.mL™ e 0,78 mg.mL de concentracgdo de proteina.

As placas com meio LBagar sélido que foram inoculadas com células recombinantes de E. coli
BL21 apresentaram no dia seguinte crescimento bacteriano com coldnias isoladas, 0 que nos permite
concluir que a temperatura de 37°C é a temperatura 6tima para ocorrer crescimento bacteriano. O
tempo também é um fator chave, na medida em que, se a incubacdo continuar ap6s as 16 horas o
numero de colonias isoladas vai diminuindo, ocorrendo um espalhamento do crescimento.

Apbs a incubagdo das colonias em meio liquido foi monitorizada a densidade 6tica do crescimento
de modo a garantir que as células bacterianas eram induzidas a uma densidade 6tica entre 0,75 a 0,9,
assegurando assim que as mesmas se encontravam na fase exponencial do crescimento e que eram
viaveis, para se induzir a producdo de antigénio recombinante com IPTG, um analogo nao
metabolizavel da lactose. De facto, o plasmideo pET15b que expressa 0 antigénio recombinante,
apresenta um promotor T7, que é induzido pela presenca de IPTG.

As solucBes bacterianas foram centrifugadas com a finalidade de separar o contetdo bacteriano
(sedimento) do sobrenadante que contém meio de crescimento. Ao sedimento adicionou-se tampéo de

ligacdo e inibidor de proteases para que estas enzimas, endogenas de E. coli e que sdo libertadas para
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0 meio aquando da lise celular, ndo quebrem as liga¢des peptidicas que ligam os aminoacidos entre si,
mantendo as proteinas estruturadas.

Antes do processo de lise celular adicionou-se também DNase a amostra para digerir o DNA
genomico, tornando assim a solugdo menos viscosa, 0 que facilita a sua passagem na French Press
[45]. A French Press utiliza altas pressdes com o objetivo de partir as membranas celulares, para que
todo o contetdo proteico seja libertado das células bacterianas.

Procedeu-se a purificacdo da proteina PfHRP2 utilizando uma resina de niquel-NTA. No vetor de
expressao foi inserida uma cauda de 6 histidinas, que possuem uma elevada afinidade para o niquel.
Pelo facto de ndo estar carregada ao pH fisioldgico a cauda de His ndo afeta o enrolamento das
proteinas e ha maioria dos casos ndo interfere com a estrutura ou funcdo da proteina de fusdo [46].

Quando a solucéo proteica é eluida na coluna, ao passar pela resina, a proteina PfHRP2 ira ficar
agarrada & mesma, ao contrario das restantes proteinas, que iriam ser eluidas. O tampao de eluicéo
apresenta uma elevada concentracdo em imidazole para permitir a elui¢do da proteina de interesse da
resina, uma vez que esta compete com a cauda de histidinas na ligacdo ao metal.

Purificada a proteina PfHRP2, procedeu-se a avaliagdo da sua pureza atraves de um gel SDS-

PAGE a 10%, como se pode observar na Figura 4.7.

Marcadores e pygteina PHRP2
peso molecular
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Figura 4. 7— Gel de SDS-PAGE a 10%. O gel correu durante 70 min a 150 V. A esquerda
encontram-se 0s marcadores de peso moleculare (valores em kDa) e a direita observa-se a
banda correspondente a proteina PfHRP2.

Através do gel de SDS-PAGE ¢ possivel observar uma banda a aproximadamente 50 kDa, que
corresponde ao peso molecular da proteina de interesse [17]. Uma vez comprovada a pureza da
proteina foi entdo calculada a concentracdo da mesma atraves do método do &cido bicinconinico

(BCA). A reta de calibracdo encontra-se na Figura 0.3 do anexo B1. Pela reta de calibracéo séo obtidos
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valores de concentracdo da proteina em estudo (ver segunda coluna da Tabela 4.3). Na terceira coluna
da Tabela encontram-se os valores das concentrac6es corrigidos para o volume. Por fim recorrendo a

média das concentragdes, determinou-se a concentragdo da proteina PfHRP2, 1,51 mg.mL ™.

Tabela 4. 3 - Concentragdo da proteina PfHRP2 obtida através do método do BCA.

Amostra
Volume da
Concentracdo (mg.mL™?) Concentragdo (mg.mL™?)
amostra (L)

2 3,16
1,67

2 3,52

5 7,41
1,54

5 7,99

10 14,30
1,46

10 14,99

15 20,58
1,36

15 20,24
Média das concentragoes 1,51

4.7 Ensaios imunocromatograficos em papel de filtro

De acordo com Bruno Viegas et al. [47] o aquecimento do papel ap6s a impressdo durante 2
minutos a 140 °C é o tempo e a temperatura suficientes para que ocorra a difusdo da cera verticalmente
ao longo do papel.

Inicialmente o TDR era constituido pela zona de aplicacdo dos bionanoconjugados, a linha de
controlo e de teste e uma zona de lavagem (Figura 4.8a).

Para a aplicacdo de culturas ndo infetadas e infetadas com o parasita da malaria foi essencial
acrescentar ao formato do teste uma zona para a deposicdo das mesmas, embora esta zona do teste
tenha sido modificada ao longo do decorrer do projeto, tal esta descrito no ponto 3.6.1 do procedimento
experimental.

O TDR necessitou de melhorias ao nivel do canal por onde migram as culturas. Foi necessario
aumentar o comprimento do canal e a sua largura, uma vez que as culturas apresentavam dificuldade
na migragao. A difuséo da cera ocorre em todas as dire¢cdes diminuindo a dimensé&o dos padrdes, fator
que foi tido em conta aquando da projecdo do teste no programa adobe illustrator cc.

Finalmente alcangou-se o pretendido, um teste com a largura e o comprimento do canal 6timos
para a migracdo das culturas até a zona de aplicacdo dos bionanoconjugados e seguindo para as linhas

de teste e controlo, como se pode ver na Figura 4.8b.
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Figura 4.8 — TDR para otimizacdo da linha de controlo e de teste (a). TDR para aplicacéo de culturas
ndo infetadas e infetadas com o antigénio PfHRP2 (b). 1 — Zona de aplicagdo dos BNCs, 2 — Linha
de controlo, 3 — Linha de teste, 4 — Zona de lavagem, 5 — Zona de deposigdo das culturas
infetadas/ndo infetadas

4.7.1 Otimizacéo do volume de bionanoconjugados na sua zona de aplicagéo

Tal como foi referido no pronto 3.6.3 do procedimento experimental foram utilizadas
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com MUA ou CALNN e conjugadas com o anticorpo anti-
PfHRP2, em duas razGes molares diferentes, 1:10 e 1:25.

Variou-se o volume da solucdo de bionanoconjugados de 30 a 60 pL e a quantidade que ficou
estabelecida para os ensaios foi de 40 pL de solucéo.

Verificou-se que 40 pL de solucéo era a quantidade 6tima para ocorrer um bom reconhecimento
entre 0s bionanoconjugados e o0 anti-lgG imobilizado na linha de controlo e o antigénio aplicado na
linha de teste. O reconhecimento traduz-se no aparecimento de cor vermelha nas linhas de teste e de
controlo.

Utilizando um volume de solugdo de bionanoconjugados inferior ao volume estabelecido, 40 uL,
a linha de teste e de controlo ndo apresentavam a intensidade de cor desejada. Volumes superiores a
este foram considerados em excesso, embora conferissem a linha de controlo uma cor vermelha muito
nitida.

E ainda de salientar que este volume de solucio de bionanoconjugados é apenas utilizado para a
otimizacdo da linha de teste e da linha de controlo. Quando se procedeu a utilizacdo das culturas ndo
infetadas e infetadas o volume da solucdo de bionanoconjugados foi variado, como apresentado no

ponto 3.6.6 do procedimento experimental.

4.7.2 Otimizacdo da linha de teste

Na otimizacdo da linha de teste variou-se a concentracdo de antigénio recombinante PfFHRP2 de

0,5a 3,8 mg.mL™%, o volume de antigénio de 2 a 6 UL e o tempo de secagem da solugéo.
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Ao fim de 15 minutos a solu¢do de antigénio aplicada na linha de teste encontra-se completamente
seca, sendo este o tempo de secagem estabelecido aquando da realiza¢éo dos ensaios. Verificou-se que
2,5 pL € o volume ideal a ser aplicado na linha de teste, uma vez que, para volumes superiores ao
estabelecido a linha de teste é incapaz de absorver todo o volume sem que se quebre.

Na detecéo da linha de teste utilizou-se duas solucdes de bionanoconjugados diferentes, AUNP-
CALNN-Anticorpo e AuNP-MUA-Anticorpo.

Com a aplicacao da solu¢cdo AuNP-CALNN-Anticorpo observou-se uma cor vermelha na linha
de teste, 0 que mostra a detec¢do do antigénio pelos bionanoconjugados. Esta detecdo ocorreu com a
aplicacdo de uma gota de 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.mL, tempo de secagem de 20 minutos e 40 pL
de bionanoconjugados. O resultado obtido encontra-se na Figura 4.9. Este resultado apenas se verificou

num Unico teste, ndo existindo reprodutibilidade do mesmo ao longo da dissertacéo.

a

Figura 4.9 — Detecdo da PfHRP2 na linha de teste utilizando bionanoconjugados AuNP-CALNN-
Anticorpo (a). Ampliacéo da linha de teste (b).

Repetiu-se as condicdes experimentais acima descritas (2,5 uL de PfHRP2 a 1,5 mg.mL™, tempo
de secagem de 15 minutos e 40 uL de bionanoconjugados) com os bionanoconjugados AuNP-MUA.-
Anticorpo. Nestas condi¢Bes experimentais ndo se observou o aparecimento de cor na linha de teste.

Como néo se visualizou cor vermelha na linha de teste, utilizando as condi¢fes aplicados nos
bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo foi novamente variado o tempo de secagem, a
concentracdo e volume de antigénio e o volume de bionanoconjugados.

Variou-se o volume de bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo de 30 a 60 pL, o tempo de
incubacdo da gota de antigénio, desde 15 minutos até cerca de 16 horas, a concentracdo de antigénio
de 0,5a3,8mg.mL e oseuvolume, de 2 a6 L. Apds a realizacédo de varios testes nunca se observou
cor vermelha na linha de teste, nem mesmo com a concentracdo mais elevada de antigénio, 3,8 mg.mL"
1.

O facto de ndo ocorrer detecdo na linha de teste por parte do antigénio PfHRP2 e o anticorpo anti-
PfHRP2 conjugado com as nanoparticulas de ouro poderia de algum modo advir da ndo formacgdo do

bionanoconjugado.
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Contudo tal ndo se verificou, uma vez que, ap6s a formacéo dos bionanoconjugados ao longo do
trabalho experimental foram tracados os espetros de UV-Visivel (ver Figura 4.3, ponto 4.3). Os
espetros revelaram um deslocamento da banda LSPR para comprimentos de onda superiores aos de
uma solugdo de AuNP funcionalizada que comprova a formagéo do bionanoconjugado.

Para reforcar esta hipotese, é de ressalvar que a linha de controlo se encontra a funcionar,
ocorrendo ligagéo entre o anti-1gG imobilizado na mesma e o anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com
as nanoparticulas de ouro.

O antigénio a concentracéo de 3,8 mg.mL™ pertencia a uma producédo de antigénio recombinante
anterior a presente dissertacdo, como tal pode ter ocorrido alguma desnaturacao do mesmo. Ocorrendo
desnaturacéo, o antigénio perde a sua funcdo, uma vez que perde o enrolamento e pode mesmo perder
0s seus elementos de estrutura secundéria.

Relativamente as outras concentracdes de antigénio testadas, de 0,5 a 2,6 mg.mL™, provém de
producdes recentes, realizadas na presente dissertacdo. Durante a sua produgdo e purificagdo foram
seguidos com 0 maximo de rigor todos os passos do procedimento de modo a garantir a integridade da
proteina. Contudo o resultado obtido com a concentracdo de 1,5 mg.mL™ e os bionanoconjugados
AuNP-CALNN-Anticorpo néo foi reprodutivel ao longo de todo o trabalho experimental.

Em estudos futuros podem ser testadas concentragdes mais elevadas de PfHRP2 para averiguar
se existe detecdo na linha de teste. A inexisténcia de cor na linha de teste pode ser devida ao fato do
antigenio se encontrar em baixa concentragao.

Outra hipdtese a considerar serd a especificidade entre o antigénio PfHP2 e o anticorpo anti-
PfHRP2. Em estudos anteriores foram realizados ensaios de Western Blot, utilizando a detecdo direta
e indireta para confirmar a ligacéo especifica entre o0 antigénio e o anticorpo. Os ensaios de detecdo
indireta por quimiluminescéncia revelaram que ndo ocorreu ligacdo entre o antigénio PfHP2 e o
anticorpo anti-PfHRP2 e nos ensaios de detecdo direta utilizando bionanoconjugados AUNP-MUA-
Anticorpo apenas foi observada uma banda muito pouco nitida a 50 kDa, peso molecular da proteina
PfHRP2.

Estes estudos de especificidade revelaram que de fato existe um problema na especificidade entre
o anticorpo anti-PfHRP2 e a proteina PFHRP2 e que talvez podera ser essa a razdo pela qual na presente
dissertacdo ndo se obteve detecdo do antigénio na linha de teste na presenca dos bionanoconjugados
AuUN-MUA-Anticorpo.

O fato de se ter obtido um Unico resultado na detecdo da PfHRP2 com a utilizacdo de
bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo ndo ter sido reprodutivel podera estar relacionado com

a falta de especificidade.
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4.7.3 Otimizacé&o da linha de controlo

Na otimizacgéo da linha de controlo variou-se o tempo de secagem da gota de anti-1gG, de 15
minutos até 16 horas, o volume de anti-lIgG de 2 a 6 L e a sua diluig&o.

Ao fim de 15 minutos a solucdo de anti-lgG aplicada na linha de controlo encontra-se
completamente seca, sendo este o tempo de secagem estabelecido para todo o trabalho experimental.

Verificou-se que 2,5 YL é o volume ideal a ser aplicado na linha de controlo, uma vez que, para
volumes superiores ao estabelecido a linha de controlo é incapaz de absorver todo o volume sem que
se quebre.

Na detecdo da linha de controlo utilizou-se duas solucdes de bionanoconjugados diferentes,
AUNP-CALNN-Anticorpo e AUNP-MUA-Anticorpo.

Variou-se a diluicdo da solugdo de anti-lgG desde sem diluicdo até 1:100, utilizando os
bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo e variou-se a diluicdo da solugdo de anti-lIgG de sem
diluicdo até 1:200 utilizando os bionanoconjugados AUNP-CALNN-Anticorpo.

Relativamente & detecdo da linha de controlo, utilizando os bionanoconjugados AuNP-MUA-
Anticorpo, a diluicdo de anti-lgG escolhida para prosseguir com o trabalho experimental foi de 1:40.

Analisando a Figura 4.10, é possivel concluir que o teste sem dilui¢do de anti-IgG € o que exibe
uma cor vermelha mais intensa. Os testes com dilui¢Bes inferiores a 1:40, também apresentam uma
intensidade de cor na linha de controlo possivel para detecdo. Porém a utilizacdo de diluicGes menores
representa um gasto mais elevado no fabrico do teste, sem que seja necessario. Utilizando uma diluigdo
de anti-lgG de 1:50 ocorreu detecdo na linha de controlo, contudo este resultado ndo foi reprodutivel,
assim sendo nao foi possivel eleger a diluicdo de 1:50 para prosseguir com os ensaios. Em relacdo as
diluicdes superiores a 1:50 (1:60 até 1:100) verifica-se que ndo ocorreu dete¢do na linha de controlo.
Assim sendo, foi escolhida a dilui¢do de 1:40, uma vez que apresenta uma intensidade cor vermelha
na linha de controlo adequada para detecéo, utilizando o menor volume possivel de solucéo de anti-
19G.

No anexo E1, Figura 0.4 encontram-se os TDR com todas as dilui¢fes de anti-IgG para a escolha
da diluigdo 6tima, aplicadas na linha de controlo na presenga de bionanoconjugados AuNP-MUA.-

Anticorpo.
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Figura 4. 10— Dete¢do do anti-1gG na linha de controlo utilizando bionanoconjugados AuNP-MUA-
Anticorpo.

Relativamente & detecdo da linha de controlo, utilizando os bionanoconjugados AUNP-CALNN-
Anticorpo, a diluicdo de anti-1gG escolhida para prosseguir com o trabalho experimental foi de 1:90,
tal como ilustra a Figura 4.11.

O teste sem diluigdo de anti-lgG é novamente 0 que apresenta uma cor mais intensa na linha de
controlo. Os testes com dilui¢Bes inferiores a 1:90, também apresentam uma intensidade de cor na
linha de controlo adequada para detegdo. Foi escolhida a diluicdo de 1:90, uma vez que exibe uma
intensidade cor na linha de teste adequada para detecdo e utiliza uma concentragdo menor de solugao
de anti-1gG. Testes com diluicBes superiores a 1:90 (1:100 até 1:200) ainda apresentaram cor na linha
de controlo, contudo a cor ndo era nitida para detecdo e ndo se verificou reprodutibilidade.

No anexo E2, Figura 0.5 encontram-se 0s TDR com todas as dilui¢Bes de anti-1gG para a escolha
da diluicdo 6tima, aplicadas na linha de controlo na presenca de bionanoconjugados AuNP-CALNN-

Anticorpo.
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Figura 4.11- Dete¢do do anticorpo anti-lgG na linha de controlo utilizando bionanoconjugados
AUNP-CALNN-Anticorpo.

Utilizando os bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo é possivel a detecdo da linha de
controlo utilizando um menor volume de solucdo de anti-lgG, quando comparado com o0s
bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo. O bionanoconjugado AuNP-CALNN-Anticorpo sera o
ideal para aplicar no teste, uma vez que permite o reconhecimento entre o anti-lIgG imobilizado na
linha de controlo e o anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com as AuNP utilizando diluicbes maiores de
anti-1gG, o que contribui para tornar o TDR menos dispendioso.

Devido & natureza quimica do CALNN era expetavel que este agente de revestimento
demonstrasse melhores resultados do que 0 MUA. Os dois agentes de funcionalizagdo possuem um
tiol na sua constituicdo, o que favorece a ligacdo a nanoparticula de ouro, contudo a presenca de um
grupo amina na proximidade do grupo tiol da cisteina do péptido também favorece a ligacdo do
CALNN a AuNP. Assim sendo, o CALNN apresenta um maior nimero de caracteristicas que
conferem uma maior estabilidade as nanoparticulas de ouro em relagdo ao MUA. Quanto a ligacédo do
anticorpo ao agente de funcionalizacdo, 0 CALNN possui duas asparaginas pelas quais se da a
interacdo com o anticorpo anti-PfHRP2, através do acido carboxilico, enquanto o MUA apenas contém

um acido carboxilico na sua constituicdo. O péptido € o melhor candidato para a funcionalizacdo da
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AUNP e para a conjugacao com o anticorpo e por conseguinte podera favorecer a ligacéo ao anticorpo

secundario imobilizado na linha de controlo [38], [39].

4.8 Aplicacdo de culturas ndo infetadas e infetadas com o parasita da

malaria utilizando bionanoconjugados formados com AuUNP de 17 nm

Na tentativa de simular um resultado negativo e positivo para infecdo pelo P. falciparum
utilizaram-se culturas ndo infetadas ou infetadas com o parasita da malaria e foram aplicadas diferentes
solucdes de bionanoconjugados. As solucdes escolhidas foram AuNP funcionalizadas com CALNN e
com o anticorpo anti-PfHRP2 numa razdo molar de 1:10 e 1:25, AuNP funcionalizadas com MUA e
com anticorpo anti-PfHRP2 numa razdo molar de 1:10 e 1:25 e AuNP funcionalizadas com CALNN
e 0 agente de ligacdo EDC/NHS e conjugadas com o anticorpo anti-PfHRP2 numa razdo molar de
1:25.

Para a realizacdo do teste foi inicialmente colocado o interruptor (clipe metélico) nas linhas de
teste e de controlo e no canal por onde migram as culturas (ver Figura 3.6, ponto 3.6.6) foi aplicado o
antigénio e o anticorpo secundario na linha de teste e controlo respetivamente, assim como 0s
bionanoconjugados. Apos a secagem das solucGes foram retirados os interruptores e aplicada a cultura
ndo infetada ou infetada na zona de aplicacdo das mesmas. A cultura vai migrar pelo teste, até ao local
onde estdo imobilizados os bionanoconjugados e posteriormente até as linhas de teste e controlo.

Aplicando 2,5 pL de solugéo de anti-lgG, na linha de controlo, numa dilui¢do de 1:40 e de 1:90,
utilizando bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo e AuNP-CALNN-Anticorpo, respetivamente,
como anteriormente estabelecido aquando da otimizacdo da linha de controlo, ndo se observou cor
vermelha na linha de controlo aquando da aplicacdo das culturas, como ilustra a Figura 4.12. Estes
resultados mostraram que ndo ocorre interacdo entre o anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com os
bionanoconjugados e o anticorpo secundario imobilizado na linha de controlo. Como tal, houve a
necessidade de se estudar vérias diluicdes de anti-IgG e a diluicdo de 1:20 foi a escolhida para
prosseguir com 0s ensaios, devido & nitida cor vermelha que se observou na linha de controlo e a
reprodutibilidade dos ensaios. Utilizando diluigdes superiores a 1:20 néo se visualizou cor na linha de

controlo, assim sendo, foi necessario utilizar maiores volumes de anticorpo secundario.
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Figura 4. 12— Em a) foi depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 pL de anti-IgG 1:90 e 60 L de
culturas infetadas e 60 puL de BNCs AuNP-CALNN-Anticorpo numa razao de 1:25. Em b) foi depositado
2,5 uL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml?, 2,5 pL de anti-1gG 1:40 e 60 pL de culturas infetadas e 60 pL de BNCs
AUNP-MUA-Anticorpo numa razéo de 1:25.

Na Figura 4.13 estdo representados testes de diagndstico rapido em diferentes condigdes
aplicando culturas ndo infetadas e infetadas com o parasita da malaria em presenca de
bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo numa razdo molar de 1:25. As condicOes utilizadas
para cada conjunto de ensaios foram repetidas 5 vezes. Nestes ensaios variou-se 0 volume de solucéo
de bionanoconjugados, a concentracdo de antigénio e a utilizacdo de culturas concentradas e ndo
concentradas.

Analisando globalmente a Figura 4.13 é observavel em todos os TDR que a linha de controlo se
encontra a funcionar, isto é, ocorreu interagdo entre o anticorpo conjugado com as AuNP e o anticorpo
secundario imobilizado na mesma.

Na simulagdo de um resultado negativo, isto &, utilizando culturas ndo infetadas com o parasita
da maléria, era de esperar a visualizagdo de cor na linha de teste, uma vez que, iria ocorrer interagdo
entre 0 antigénio imobilizado na linha de teste e o0 anticorpo conjugado com as AuNP. Contrariamente
ao esperado néo se visualizou cor vermelha na linha de teste em nenhum dos TDR. Na Figura 4.13b a
linha de teste apresenta cor muito ténue, ndo satisfatoria para diagndstico.

O facto de ndo existir cor na linha de teste em nenhuma das condi¢es podera advir do que ja foi
explicado no ponto 4.7.2. A concentracdo da PfHRP2 imobilizada na linha de teste pode néo ser a
suficiente para que ocorra interagdo com o anticorpo anti-PfHRP2. Outra hipétese a considerar também
sera a falta de especificidade na ligacdo entre o anticorpo e o antigénio.

Verificou-se também que a migracdo ndo uniforme e continua das culturas é um aspeto a
considerar, uma vez que, apds a remocao dos interruptores aquando da aplicagdo das culturas infetadas
ou ndo infetadas verificou-se uma perda de “elasticidade” por parte das zonas do papel onde se tinha
inserido o interruptor, ndo permitindo que as linhas e o canal criados ficassem permanentemente ao

nivel dos restantes componentes do teste, impossibilitando assim, a migracdo uniforme das culturas
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aplicadas. Por sua vez, esse fator pode influenciar a dete¢&o do antigénio e do anticorpo secundario na
medida em que, se o canal por onde as culturas migram se situar a um nivel mais elevado, as mesmas
ficam concentradas na sua zona de aplicacdo e grande parte ndo migra até a zona onde se encontram
imobilizados os bionanoconjugados.

Na auséncia de infecéo existe uma consequéncia proveniente da migracdo ndo uniforme, o volume
de cultura que chega a zona onde estdo imobilizados os bionanoconjugados podera ndo ser o suficiente
para que haja uma migracdo completa dos bionanoconjugados de forma a que ocorra detecdo em ambas
as linhas, teste e controlo.

Na presenca de infecdo, existem dois efeitos, a quantidade de antigénio presente na cultura
infetada que se vai ligar ao anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com as nanoparticulas de ouro pode ndo
ser a quantidade suficiente para que todos os locais de ligagdo do anticorpo fiquem ocupados com o
antigénio. A consequéncia sera o aparecimento de cor vermelha na linha de teste, devido a possivel
ligacdo entre o antigénio imobilizado na tira e os bionanoconjugados. Outro fator pode advir do facto
de uma parte do volume de cultura ficar retido na sua zona de aplicacéo e o restante que migra e atinge
a zona de imobilizagdo dos bionanoconjugados podera ndo ser o suficiente para que ocorra dete¢do na

linha de teste e controlo.
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Figura 4.13 — Simulacdo de resultados negativos e positivos para infecdo por maléria utilizando
bionanoconjugados AUNP-CALNN-Anticorpo, com uma razdo molar de 1:25. Em a) foi depositado 2,5
pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml?, 2,5 pL de anti-lgG 1:20 e 60 pL de culturas e de BNCs. Em b) foi
depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml?, 2,5 L de anti-1gG 1:20 e 60 pL de culturas concentradas
e de BNCs. Em ¢) foi depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 3,8 mg.ml%, 2,5 L de anti-IgG 1:20 e 60 pL de
culturas concentradas e de BNCs.

Relativamente & Figura 4.14, utilizou-se 0 TDR sem a zona para a aplicacdo das culturas, com o
intuito de verificar se existia alguma melhoria na detecéo ao se depositar diretamente a cultura néo
infetada ou infetada com o parasita da malaria sobre os bionanoconjugados previamente imobilizados,
contudo n&o ocorreu detegédo na linha de teste. Como as culturas foram depositadas diretamente sobre
0s bionanoconjugados e ocorre logo a sua migracdo ao longo do papel, o tempo que existiu para o
reconhecimento pode ndo ter sido o suficiente para ter ocorrido interacdo entre os bionanoconjugados
e a PfHRP2 (no caso de se tratar da cultura infetada). Contudo, se fosse esse 0 caso iria-se visualizar

num teste positivo o aparecimento de cor na linha de teste, o que néo se verificou. O resultado obtido

61



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

pode ser provavelmente devido a concentragdo do antigénio e a especificidade entre o antigénio e o

anticorpo, uma vez que para o teste negativo seria de esperar coloracdo vermelha na linha de teste.

Linha de teste

Linha de controlo

Cultura Cultura ndo
infetada infetada

Figura 4.14 — Simulagdo de resultados negativos e positivos para infe¢do por maléria utilizando
bionanoconjugados AUNP-CALNN-Anticorpo, com uma razao molar de 1:25. Aplicou-se no TDR
depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml, 2,5 pL de anti-IgG 1:20 e 50 pL de culturas e de
BNCs.

Com a finalidade de se averiguar se a diminuicdo da razdo de anticorpo conjugado com as AuNP
era de algum modo benéfica na detecdo, utilizaram-se bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo
com uma razdo molar de anticorpo de 1:10, em substituicdo dos bionanoconjugados na razdo molar

1:25 (anteriormente apresentados).

Na Figura 4.15 estdo representados dois resultados relativos a aplicagdo de bionanoconjugados
AUNP-CALNN-Anticorpo, na razdo molar de 1:10, nos quais se aplicou de 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5
mg.ml?, 2,5 pL de anti-1gG 1:20 e 60 pL de culturas e de bionanoconjugados.
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Figura 4.15 — Simulagdo de resultados negativos e positivos para infecdo por maléria
utilizando bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo, com uma razdo molar de 1:10.
Aplicagdo de 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml?, 2,5 L de anti-IgG 1:20 e 60 pL de culturas e
de BNCs.

Pela analise da Figura 4.15, verifica-se que a linha de controlo e de teste ndo apresentam cor
vermelha. As condicdes utilizadas para cada conjunto de ensaios foram repetidas 5 vezes, sempre com
0 mesmo resultado final.

O facto de ndo ter ocorrido detecdo na linha de controlo nem na linha de teste podera advir da
razdo molar de anticorpo conjugado com as AuNP ser insuficiente para que ocorresse interacao entre
os bionanoconjugados e o anticorpo secundario imobilizado na linha de controlo e o antigénio
imobilizado na linha teste. Outra agravante tem a ver com, uma parte do volume de cultura ficar retido
na sua zona de aplicagdo e o restante que migra e alcanca a zona de imobilizacdo dos
bionanoconjugados ser insuficiente para detecdo na linha de teste e controlo.

Em relagdo a linha de teste, ndo se visualizou cor aquando da simulagéo de um resultado negativo,
pelas razbes descritas acima e também possivelmente devido & concentracdo da PfHRP2 e a
especificidade do anticorpo para com o antigénio, problematica esta que se verificou ao longo de todos

0s ensaios realizados.

Na Figura 4.16 encontram-se representados simulagdes de resultados negativos e positivos, em
que se utilizou bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo, numa razdo molar de 1:25. As condicGes
utilizadas para cada conjunto de ensaios foram repetidas 5 vezes. Os TDR da Figura 4.16a e 4.16b
diferem na geometria do mesmo, no volume de solucdo de bionanoconjugados utilizado e na
concentracdo da PfHRP2.

Nos TDR da Figura 4.16a aplicou-se 2,5 puL de PfHRP2 a 2,6 mg.mL™ na linha de teste, 2,5 uL
de anticorpo secundério da linha de controlo e 60 YL de culturas ndo infetadas e infetadas com a

PfHRP2 e 60 L de bionanoconjugados.
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No resultado positivo (Figura 4.16a, cultura infetada com o parasita da maléria) utilizou-se
culturas infetadas com a PfHPR2 que se vai ligar ao anticorpo conjugado com as nanoparticulas de
ouro, e como é de esperar que os locais de ligacao ao anticorpo fiquem ocupados com o antigénio da
cultura ndo se ira visualizar cor vermelha na linha de teste, que contém imobilizado o antigénio
recombinante. Apenas se ir4 visualizar cor na linha de controlo.

No resultado negativo (Figura 4.16a, cultura ndo infetada com o parasita da maléria) observa-se
cor na linha de teste e na linha de controlo, tal como era esperado (principio tedrico), uma vez que
foram aplicadas culturas ndo infetadas com a PfHRP2. Assim ocorreu interacdo entre 0s
bionanoconjugados e o antigénio recombinante imobilizado na linha de teste e entre 0s
bionanoconjugados e o anticorpo secundario imobilizado na linha de controlo.

Contudo, ao comparar a linha de teste dos dois TDR da Figura 4.16a, verifica-se que a linha de
teste em que foram aplicadas as culturas infetadas apresenta uma cor vermelha que ndo € tao nitida
comparativamente com a linha de teste do TDR em que foram aplicadas as culturas ndo infetadas. Esta
fraca coloragéo da linha de teste de um resultado positivo podera ser devido ao facto de nem todos o0s
locais do anticorpo conjugado com as AuNP estarem ocupados com a PfHRP2 existente na cultura
infetada.

Relativamente a Figura 4.16b, aplicou-se 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.mL* na linha de teste, 2,5 uL
de anticorpo secundéario da linha de controlo e 50 pL de culturas ndo infetadas e infetadas com a
PfHRP2 e 50 uL de bionanoconjugados. E possivel visualizar que os resultados néo correspondem ao
esperado, sendo que apenas na linha de controlo é que se observa cor vermelha em ambos os testes.
Aplicando cultura infetada com o parasita da malaria obteve-se o resultado esperado, uma vez que
apenas se visualiza cor vermelha na linha de controlo. Quanto ao TDR que corresponde a um resultado
negativo pode ndo ter ocorrido dete¢do na linha de teste entre o antigénio PfHRP2 e os
bionanoconjugados por se ter aplicado a solugdo de cultura ndo infetada diretamente sobre os
bionanoconjugados imobilizados. E também de considerar os fatores referidos anteriormente, a

especificidade entre o antigénio e o anticorpo e a concentragdo a que o antigénio se encontra.
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Figura 4.16 — Simulacdo de resultados negativos e positivos para infecdo por maléria utilizando
bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo, com uma razdo molar de 1:25. Em a) foi depositado 2,5 pL
de PfHRP2 a 2,6 mg.ml%, 2,5 pL de anti-IgG 1:20 e 60 pL de culturas e de BNCs. Em b) foi depositado
2,5 uL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 pL de anti-IgG 1:20 e 50 pL de culturas e de BNCs.

Na Figura 4.17 encontram-se representados simulagdes de resultados negativos. Aplicando 2,5
uL de PfHRP2 a 2,6 mg.ml?, 2,5 uL de anti-1gG 1:20 e 60 L de culturas nédo infetadas e infetadas
com o parasita da malaria e de bionanoconjugados obteve-se em 3 testes, o resultado esperado, ou seja

tanto a linha de controlo como a linha de teste apresentam cor vermelha.

Figura 4. 17— Conjunto de TDR em que se obteve resultados negativos para infecdo por malaria
utilizando bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo com uma razdo molar de 1:25, 2,5 pL de
PfHRP2 a 2,6 mg.ml-1, 2,5 uL de anti-IgG 1:20 e 60 pL de culturas e de BNCs.
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Os TDR baseados em bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo apresentaram os resultados
esperados para um diagnostico negativo em 3 testes, enquanto nos TDR baseados em
bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo nunca foi visivel coloragdo vermelha na linha de teste
nem na linha de controlo, utilizando em ambos os bionanoconjugados uma raz&o molar de anticorpo
de 1:25.

Era de esperar que os TDR baseados em bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo
apresentassem os melhores resultados, uma vez que, como ja foi referido anteriormente, a conjugacéao
com as AuNP e com os anticorpos é favorecida em presenca do péptido CALNN, comparativamente
com 0 MUA. Ambas as moléculas de revestimento possuem um grupo tiol que promove a ligacdo as
AUNP, porém o CALNN possui um grupo amina na vizinhancga do grupo tiol que também vai auxiliar
a ligagdo do mesmo as AuNP. Em relagdo a ligacdo ao anticorpo, 0 CALNN ¢é constituido por
superficies favoraveis na ligacdo de proteina, por ser também do tipo proteico, isto é, constituido por

varios aminoacidos.

Porém, os resultados apresentados pelos bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo ndo séo
reprodutiveis uma vez que apenas se verificaram em 3 testes dos 5 efetuados. Tal como referido
anteriormente, a incoeréncia de resultados pode dever-se a falta de especificidade da ligacdo entre a
proteina PfHRP2 e o anticorpo anti-PfHRP2 e ainda a reduzida concentragdo da proteina PfHRP2 nas

culturas de sangue infetado.

Uma vez que foram realizados ensaios com bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo, a uma
razdo molar de anticorpo de 1:10, para existir um termo de comparacao realizou-se também 0s mesmos
ensaios com bionanoconjugados AUNP-MUA-AnNticorpo, na razdo molar de 1:10, tendo como objetivo
averiguar se a diminuicdo da quantidade de anticorpos conjugados com as nanoparticulas era benéfica
na detecao.

Na Figura 4.18a foi aplicado 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 uL de anti-IgG 1:20 e 60 pL
de culturas infetadas e ndo infetadas concentradas e de bionanoconjugados. Na Figura 7b foi aplicado
2,5 uL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 uL de anti-1gG 1:20 e 50 pL de culturas e de bionanoconjugados.
Testou-se culturas concentradas e sem estarem concentradas com o intuito de avaliar se as culturas
concentradas eram uma mais-valia na dete¢do. As condicGes utilizadas para cada conjunto de ensaios
foram repetidas 5 vezes.

Analisando a Figura 4.18a, o TDR que representa um resultado positivo (cultura infetada com o
parasita da maléria) apresenta uma cor ténue na linha de controlo e ndo apresenta cor na linha de teste,
tal como era esperado. A coloracdo amarela que as culturas concentradas apresentam vai influenciar o
processo de dete¢do na linha de controlo, uma vez que, a cor vermelha caracteristica na linha de
controlo vai ficar mascarada pela coloracéo das culturas, tornando-a menos percetivel. Em relacdo ao

resultado negativo (cultura ndo infetada com o parasita da malaria) ndo se observa cor nas linhas de
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teste e de controlo. O mesmo acontece na Figura 4.18b, existe detecdo por parte da linha de controlo
no teste positivo, contudo ndo ocorre dete¢do nas linhas de controlo e de teste no teste negativo.

Conclui-se que, conjugando o anticorpo anti-PfHRP2 na razdo molar de 1:10 existe
reconhecimento entre 0 mesmo e o anticorpo secundario, contudo a cor que se visualiza na linha de
controlo nédo é apropriada para diagnosticar a doenca, uma vez que no resultado positivo a mesma foi
afetada pela cor das culturas e no resultado negativo a linha de controlo apresenta uma mancha
vermelha e ndo uma cor nitida como ja se observou anteriormente noutros TDR.

Comparando os resultados apresentados pelos bionanoconjugados AUNP-CALNN-Anticorpo e
AUNP-MUA-Anticorpo a uma razdo molar de 1:10, verifica-se que ocorre uma fraca detecdo na linha
controlo utilizando os bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo, contrariamente  aos
bionanoconjugados AuUNP-CALNN-Anticorpo, que nunca se visualizou cor na linha de teste nem na
linha de controlo. Contudo, na linha de teste nunca se visualizou cor na simula¢do de um resultado

negativo para malaria, independentemente do tipo de bionanoconjugados usados.

Amostra Amostra ndo Amostra Amostra ndo
infetada infetada infetada infetada

Figura 4.18 — Simulacdo de resultados negativos e positivos para infecdo por maléria utilizando
bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo, com uma razdo molar de 1:10. Em a) foi depositado 2,5
pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 L de anti-1gG 1:20 e 60 pL de culturas concentradas e de BNCs. Em
b) foi depositado 2,5 puL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml?, 2,5 pL de anti-lgG 1:20 e 50 pL de culturas e de
BNCs.

Na Figura 4.19 encontram-se representados TDR baseados em bionanoconjugados AuNP-
CALNN-(EDC/NHS)-Anticorpo. As condicGes utilizadas na Figura 4.19a foi a aplicacdo de 2,5 uL de
PfHRP2 a 1,5 mg.ml?, 2,5 pL de anti-IgG 1:20 e 60 pL de culturas infetadas e ndo infetadas e de

bionanoconjugados. As condi¢bes da Figura 4.19b foram as mesmas utilizadas na Figura 4.19a, com
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excecdo das culturas, que foram concentradas. As condicdes utilizadas para cada conjunto de ensaios
foram repetidas 5 vezes.

Comparando os dois resultados é possivel concluir que o uso de culturas concentradas foi, mais
uma vez desfavoravel na dete¢éo do anticorpo secundario imobilizado na linha de controlo. Devido a
coloracdo amarela proveniente das culturas concentradas, o processo de detecdo na linha de controlo
vai ser afetado, na medida em que essa cor vai mascarar a coloracao vermelha caracteristica da linha
de controlo, tornando-a menos percetivel. Relativamente a Figura 4.19a, no resultado positivo ocorreu
reconhecimento entre o anticorpo secundario e o anticorpo anti-PfHR2, onde se visualiza cor vermelha
nitida na linha de controlo, enquanto no teste negativo 0 mesmo nédo acontece, observa-se apenas uma
cor muito ténue devido ao facto de as culturas estarem concentradas.

Quanto & detegdo da linha de teste, verificou-se mais uma vez, para a Figura 4.19a e 4.19b, que
no resultado negativo ndo se visualizou cor na linha de teste. Como ja foi referido em cima pode-se
tratar do problema de concentragdo da proteina PfHRP2 ou da especificidade de ligacdo entre a
proteina PfHRP2 e o anticorpo anti-PfHRP2.

Utilizou-se o agente de reticulagio EDC/NHS conjugado com as nanoparticulas de ouro, com
vista a melhorar a detecdo. As carbodimidas como o EDC catalisam a formagéo de ligacGes amida
entre grupos carboxilos e grupos aminas e € soltivel em &gua. Por outro lado, o NHS é utilizado para
aumentar a estabilidade de intermediarios em reacOes de acoplamento pela formacéo grupos funcionais
éster com carboxilatos [48], [49].

A conjugacdo das AuUNP com o agente de reticulagdo EDC/NHS conduziu a uma alteragéo de cor
da solucgéo de bionanoconjugados de vermelho para roxo, indicando agregacao da solugéo. A utilizacéo
do agente de reticulacdo ndo apresentou vantagem para a promog¢do da ligagdo do anticorpo anti-
PfHRP2 e o0 antigénio PfHRP2.
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Figura 4.19 — Simulacdo de resultados negativos e positivos para infecdo por maléria utilizando
bionanoconjugados AUNP-CALNN-(EDC/NHS)-Anticorpo, com uma razdo molar de 1:25. Em a) foi
depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 pL de anti-1gG 1:20 e 60 pL de culturas e de BNCs.
Em b) foi depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.ml%, 2,5 pL de anti-lgG 1:20 e 60 pL de culturas
concentradas e de BNCs.

4.9 Aplicacdo de culturas ndo infetadas e infetadas com o parasita da

malaria utilizando bionanoconjugados formados com AuNP de 52 nm

Foram também utilizados bionanoconjugados formados com AuNP, com 52 nm de didmetro. A
utilizacdo destas AuNP de maior didmetro relativamente as usadas anteriormente (com cerca de 15 nm
de diametro) podera permitir um aumento da sensibilidade do TDR, uma vez que possuem uma maior
area superficial, implicando a possibilidade de aumentar o nimero de anticorpos conjugados por cada
nanoparticula. Também apresentam como vantagem possuirem uma intensidade de cor que pode ser
até 4x superior a intensidade de cor das nanoparticulas de ouro de 15 nm de didmetro (anteriormente
aqui apresentadas), o que representa uma enorme vantagem na detecdo da linha de teste e de controlo.

A Figura 4.20 ilustra a simulac&o de resultados negativos e positivos de maléria causada pelo P.
falciparum utilizando as AuNPs de maior diametro na formagdo dos bionanoconjugados. A razéo
molar de MUA estabelecida para a funcionalizacdo com as AuNP foi 1:40.000 e de anticorpo 1:125,
razbes de conjugacgdo que foram estabelecidas anteriormente no laboratério [50].

Nos TDR apresentados na Figura 4.20a aplicou-se 2,5 puL de PfHRP2 a 0,95 mg.ml?, 2,5 pL de
anti-lIgG 1:20 e 50 pL de culturas e de bionanoconjugados. Na Figura 4.20b as condi¢bes foram
exatamente as mesmas, a diferenca reside no uso de culturas concentradas. As condi¢fes utilizadas

para cada conjunto de ensaios foram repetidas 5 vezes.
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Figura 4.20 — Simulacdo de resultados negativos e positivos para infecdo por maléria utilizando
bionanoconjugados AuUNP-MUA-Anticorpo. Em a) foi depositado 2,5 pL de PfHRP2 a 0,95 mg.ml,
2,5 uL de anti-1gG 1:20 e 50 pL de culturas e de BNCs. Em b) foi depositado 2,5 uL de PfHRP2 a 0,95
mg.ml?, 2,5 pL de anti-1gG 1:20 e 50 pL de culturas concentradas e de BNCs.

Analisando a Figura 4.20, € visivel que ndo ocorreu interacdo entre o anticorpo anti-PfHRP2
conjugado com as AuNP e o anticorpo secundario imobilizado na linha de controlo, nem com o
antigénio imobilizado na linha de teste. A auséncia dessa interacdo é comprovada pela auséncia de cor
na linha de controlo e na linha de teste.

A PfHRP2 utilizada nas linhas de teste destes ensaios encontrava-se a 0,95 mg.mL™, concentragéo
esta que podera ser insuficiente para que ocorra interagdo entre a mesma e o bionanoconjugado. Sera
necessario a repeticdo dos mesmos ensaios com uma concentragdo de proteina superior. Mais uma vez,
a fraca especificidade entre o antigénio PfHRP2 imobilizado na linha de teste e o anticorpo anti-
PfHRP2 podera ser um fator determinante para que ndo tenha ocorrido dete¢do na linha de teste, no
caso de se tratar de um resultado negativo.

Relativamente a linha de controlo, nunca se observou cor na mesma ao longo de todas as
repeti¢Oes. Tal ocorréncia podera estar relacionada com a razdo molar de anticorpo conjugado com as
AUNP ndo ter sido suficiente para que ocorresse interacdo com o anticorpo secundario imobilizado na
linha de controlo. A dilui¢cdo do anticorpo secundario utilizada no TDR, 1:20, também pode ser um
fator a considerar. A utilizacdo de uma diluicdo menor podera ser um beneficio para o teste, contudo
devido a limitacdes de tempo ndo foi possivel realizar esse estudo.

A retencdo das culturas ndo infetadas e infetadas com a PfHRP2 na sua zona de aplicacdo, causada
pela elevacdo das linhas de teste e controlo e ainda por parte do canal por onde as mesmas migram,

conduz a uma migracao ndo uniforme, o que influéncia a detecdo na linha de teste e de controlo.
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4.10 Ensaios imunocromatograficos em papel de fotocépia

Para além do papel Whatman n° 1 também se recorreu ao papel de fotocopia como substrato
alternativo para o teste de diagndstico rapido.

O papel de fotocOpia é um substrato de mais baixo custo quando comparado com o papel
Whatman n°1 [28], [51] sendo essa uma grande vantagem no que diz respeito ao desenvolvimento do
TDR, uma vez que, quanto menos dispendioso for o teste seja nos reagentes utilizados, seja no material
que o constitui, mais apelativo se torna para futura comercializagéo.

Uma outra vantagem é a cor que o papel de fotocdpia apresenta, uma vez que € um papel mais
branco quando comparado com o papel Whatman n°l. Na sua constitui¢cdo apresenta cloro e calcio,
dois elementos que sdo comumente utilizados no processo de branqueamento [52]. O facto de o papel
de fotocOpia ser mais branco é um beneficio para o teste, no sentido que permite uma melhor
visualizacdo da cor vermelha da solugdo de bionanoconjugados nas linhas de teste e de controlo.

O procedimento de difusdo da cera usado para o papel de fotocdpia foi 0 mesmo utilizado para o
papel Whatman n°1, tal como apresentado no ponto 3.6 do procedimento experimental.

Pretendeu-se verificar se o papel de fotocépia daria um bom substrato para o desenvolvimento do
TDR.

Ao depositar-se 40 pL da solugdo de bionanoconjugados na zona de aplicagdo dos mesmos
verificou-se que a gota ndo foi absorvida pelo papel de filtro, ndo ocorrendo a migracao da solugéo de

bionanoconjugados ao longo do teste (Figura 4.21).

Figura 4.21- Teste de diagndstico réapido utilizando papel de fotocdpia como substrato.
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O papel de fotocdpia ndo permite a migracao da solucdo de bionanoconjugados devido a sua baixa
porosidade. A porosidade do papel advém dos espagos entre as fibras e dos lumens das fibras que ndo
colapsaram no processo de fabrico do papel e da porosidade intrinseca das paredes das fibras [53].

O papel de fotocOpia apresenta uma porosidade de 49%, inferior a do papel Whatman n°1 com
uma porosidade de 68%. [28]

Na Figura 4.22 e 4.23 estdo representadas imagens de SEM do papel Whatman n°1 e do papel de
fotocdpia. As fibras do papel de fotocOpia sdo mais achatadas, comparativamente com as fibras do
papel Whatman n°1 que possuem uma forma mais cilindrica, forma esta que contribui para o aumento
da porosidade e da espessura do papel. E possivel visualizar nas imagens de SEM das Figuras 4.22 e
4.23 que o papel Whatman n°1 é mais poroso, ao contrario do papel de fotocdpia, que apresenta uma
estrutura mais compacta.

Apesar de o papel de fotocopia permitir um melhor contraste de coloragfes devido & sua cor
branca, apresenta uma ineficiente capacidade de absorcéo e de condugao das solugdes por capilaridade,
guando comparado com o papel Whatman n°1. Estes dois tipos de papel apresentam propriedades de
polaridade completamente distintas. O papel Whatman n°1 é um substrato hidrofilico, apresentando
um menor angulo de contato de uma gota de dgua depositada a superficie quando comparado com o
papel de fotocdpia, que como é um substrato hidrofébico apresenta um maior angulo de contato [53].

Em suma, o papel de fotocOpia ndo é um substrato adequado para o desenvolvimento do TDR
uma vez que ndo ocorre a conducdo da solucdo de bionanoconjugados, passo essencial para o

funcionamento do teste.
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EHT = 2.00 kV Mag= 100X Sigral A=SE2  Date :2 Mar 2012 t
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Figura 4.23 — Imagem de SEM do papel Whatman n°1 com ampliagdo de 100 x. Analise de SEM efetuada
pela pés-doutorada Daniela Gomes do CENIMAT, I3N.
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5 Conclusoes e Perspetivas Futuras

5.1 Conclusdes

Na presente dissertacdo foi possivel o desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para
detecdo do antigénio de malaria PfHRP2 em culturas de sangue infetadas com o parasita da maléria.

Inicialmente, para a formacdo dos bionanoconjugados foi necessario sintetizar nanoparticulas de
ouro esféricas. O método de Turkevich utilizado na sintese das mesmas revelou ser bastante
reprodutivel, na medida em que, ao longo do trabalho experimental das varias sinteses realizadas
resultaram nanoparticulas esféricas com didmetros semelhantes na gama de 15-20 nm.

Formaram-se bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo numa razdo molar de 1:5000:25 e
AUNP-CALNN-Anticorpo numa razdo molar de 1:1000:25 e a sua formacgdo foi confirmada por
espectrofotometria de UV-Visivel, onde foi possivel observar um deslocamento do méaximo da banda
de LSPR dos bionanoconjugados cerca de 2-3 nm quando comparado com 0 maximo de absorvancia
de AuNP-Citrato.

Nos estudos de estabilidade coloidal variando a forga ionica, a solucdo AuNP-CALNN foi a que
demonstrou os melhores resultados, sendo 0 CALNN o agente de revestimento mais resistente a
variagdes de forca idnica, em comparagdo com o MUA, citrato de sodio e o bionanoconjugado. Em
contrapartida, o bionanoconjugado AuNP-MUA-Anticorpo foi a espécie menos resistente a variacdo
da forca idnica do meio, devido a auséncia do passo de bloqueio com a BSA e aos passos de lavagem.

Em relacdo aos estudos de estabilidade em que foi variado o pH do meio verificou-se que as
nanoparticulas de ouro revestidas com o citrato de sédio provenientes da sintese atingiram o ponto de
agregacdo ao valor do pKa do citrato de sédio, no entanto 0 mesmo néo se verificou para as AuNP-
MUA e AuNP-CALNN, uma vez que o seu ponto de agregacao ocorreu a um valor de pH inferior ao
valor do pKa dos agentes de revestimento, MUA e CALNN.

Relativamente a producdo e purificacdo da proteina PfHRP2, os passos para a obtengdo da mesma
foram efetuados com sucesso. Apos a purificacdo da proteina foi realizado um gel de SDS-PAGE, de
modo a avaliar a sua pureza e visualizou-se uma banda a aproximadamente 50 kDa, que corresponde
ao peso molecular da proteina de interesse. Quanto a quantificacdo da PfHRP2, recorreu-se ao método
de BCA para o calculo da concentragédo da mesma, obtendo-se 1,51 mg.mL™.

Para o desenvolvimento do TDR foi estabelecido o volume 6timo de solugdo de
bionanoconjungados (15 nM) de 40 uL e o volume de antigénio PfHRP2 (1,5 mg.mL™) e de anti-IgG
(solugdo mée 11 mg.mL™?) a depositar na linha de controlo e de teste, respetivamente, foi de 2,5 pL.

Relativamente a linha de teste, obteve-se detecdo do antigénio pelo bionanoconjugado AuNP-
CALNN-Anticorpo ao aplicar 2,5 pL de PfHRP2 a 1,5 mg.mL™, 2,5 pL de anti-IgG a 11 mg.mL* e
40 uL e bionanconjugados. Nao se obteve detecdo do antigénio imobilizado na linha de teste pelo

bionanoconjugado AuNP-MUA-Anticorpo.
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Na otimizacdo da linha de controlo, a diluicdo 6tima do volume de anti-lgG utilizando
bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo foi de 1:40, no entanto, utilizando bionanoconjugados
AuNP-CALNN-Anticorpo a diluicdo 6tima do anticorpo secundario foi de 1:90. O uso de
nanoparticulas revestidas com CALNN revelou ser assim uma mais-valia, tornando o teste menos

dispendioso pela necessidade de menor quantidade de anticorpo anti-lgG na linha de controlo.

Aplicando culturas de sangue infetadas ou ndo infetadas com o parasita da malaria, a diluicdo
Otima de anticorpo secundario estabelecida nos ensaios anteriores ndo se verificou aquando da
aplicacdo das culturas, estabelecendo-se entdo uma nova diluicéo, 1:20.

Numa anélise global, verificou-se a interagdo entre o anticorpo secundario imobilizado na linha
de controlo e o anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com as nanoparticulas de ouro, obtendo-se uma boa
intensidade de cor vermelha na linha de controlo.

Relativamente a linha de teste, obteve-se sinal na mesma na presenga de bionanoconjugados
AuNP-MUA-Anticorpo numa razdo molar de 1:25 e aplicando 2,5 puL de PfHRP2 a 2,6 mg.ml?, 2,5
pL de anti-1gG 1:20 e 60 L de culturas.

A falta de especificidade entre o anticorpo e o antigénio, bem como a baixa concentracdo da
PfHRP2 podera ter contribuido em grande parte para a auséncia de cor na linha de teste, no caso de se

tratar de um resultado negativo.

Foram também realizados testes recorrendo a bionanoconjugados AuNP-MUA-Anticorpo,
recorrendo a AUNP de 52 nm, de modo a averiguar se o fato de possuirem uma maior area superficial
que as AuNP de 17 nm e por conseguinte a possibilidade de conjugacdo com um maior nimero de
anticorpo anti-PfHRP2 trazia vantagens na detecao, contudo ndo se obteve qualquer resultado na linha

de controlo ou de teste.

Recorreu-se ao papel de fotocopia como substrato alternativo para o TDR, devido ao fato de ser
um papel de mais baixo custo e apresentar uma cor mais branca quando comparado com o papel
Whatman n°1, possibilitando um maior contraste de cor entre os bionanoconjugados e o papel.
Contudo, devido a baixa porosidade do papel de fotocdpia ndo ocorreu migracdo da solucdo de
bionanoconjuagdos nem absorcdo dos mesmos pelo papel. O papel Whatman n°1 ao contrario do papel
de fotocdpia, apresenta uma elevada capacidade de absorc¢do e uma porosidade elevada, permitindo a

absorcdo das solugcfes aquosas e a sua respetiva migracao atraves dos seus capilares.
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5.2 Perspetivas futuras

A presente dissertacdo pode ser futuramente desenvolvida, no que respeita ao processo de
producdo e purificacdo da proteina PfHRP2, nomeadamente o passo de purificacdo onde deverao ser
revistas as concentracbes de imidazole utilizadas nos tampdes, bem como fazer um gradiente de
concentracdes no tampao de eluicdo. O objetivo sera a obtencdo de uma maior concentracdo de
antigénio PfHRP2.

Deverdo entdo ser realizados estudos de especificidade, utilizando as técnicas de ELISA ou
Western-Blot, onde em ambos os casos, devera feita a imobilizagdo do anticorpo anti-PfHRP2
conjugado as nanoparticulas de ouro para posterior detecdo pelo antigénio PfHRP2. Essa detecédo é
conseguida através da emisséo de fluorescéncia ou da detecdo por UV-Visivel.

De modo a aumentar a sensibilidade do TDR deverdo ser realizados mais ensaios com as
nanoparticulas de ouro de 52 nm, uma vez que na presente dissertacdo ndo se obteve qualquer sinal
nas linhas de teste e controlo. Podem ser utilizados diferentes agentes de revestimento para as
nanoparticulas, assim como podem ser testadas diferentes concentracdes dos agentes de reticulacdo
EDC/NHS, de forma a promover uma melhor ligagéo entre o anticorpo e as nanoparticulas de ouro.

Apos a otimizacdo de todos os componentes do TDR (resolvido o problema de concentragdo da
proteina PfHRP2 e a especificidade entre a mesma e o anticorpo anti-PfHRP2 e reajuste de volumes,
no caso de ser necessario) podera ser realizada uma plastificagdo do teste apenas onde existe a
impresséo a cera. Com a plastificacdo do TDR elimina-se o problema da elevagéo do canal por onde
migram as culturas e das linhas de controlo e de teste, o que facilita a migracéo das culturas.

Futuramente o TDR desenvolvido podera ser aplicado em amostras clinicas de sangue humano

infetado com o parasita da malaria.
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Anexos

A Eletroforese

A eletroforese é uma técnica de separagdo de moléculas que se baseia na mobilidade eletroforética
quando as mesmas sdo submetidas a um campo elétrico. A velocidade de migracdo depende da forca
do campo aplicado, da carga, do tamanho, da forma, da forca idnica, da viscosidade, e temperatura do
meio. Esta técnica pode ser realizada em condi¢fes nativas (PAGE) ou desnaturantes (SDS-PAGE).
Quando realizada em condicOes nativas o principio de separacdo baseia-se na carga e na forma das
proteinas. Quando realizada em condi¢6es desnaturantes o principio de separagdo baseia-se apenas na
massa molecular das proteinas.

Os geéis de poliacrilamida sdo formados através da copolimerizacdo de acrilamida e bis-
acrilamida. Esta polimerizacdo é iniciada pelo N,N,N',N-Tetrametiletilenodiamina (TEMED) e do
persulfato de amonio (APS). O TEMED acelera a taxa de formagéo de radicais livres do persulfato de
amonio, onde estes, por sua vez, catalisam a polimerizacao. Os radicais livres do persulfato convertem
0s mondmeros de acrilamida em radicais livres, que irdo reagir com 0s monoémeros inativados para dar
inicio a reacdo em cadeia de polimerizagcdo. A concentracdo de acrilamida determina o comprimento
das cadeias de poliacrilamida e a de bis acrilamida o grau de cross linking. Ambas as propriedades
determinam as caracteristicas do gel, em particular o tamanho do poro e a densidade. O detergente
anionico dodecil sulfato de sodio (SDS) tem como funcdo a desnaturagdo das proteinas, quebrando as
pontes dissulfureto e a dissolu¢do de moléculas hidrofobicas, levando estas a voltarem a sua estrutura
primaria e a adquirirem carga negativa. Cada corrida é composta por dois geis: o gel de carga e o gel
resolvente. O primeiro é composto por uma baixa concentracao de acrilamida, serve para concentrar a
amostra e para todas as proteinas iniciarem a corrida ao mesmo tempo. Por outro lado, o gel resolvente
€ composto por uma concentracdo superior de acrilamida, de acordo com a gama de massas
moleculares da amostra. E também utilizado um marcador de pesos moleculares de forma a
acompanhar a corrida e a estimar o peso molecular das proteinas em estudo, quando desconhecido.

A revelacdo do gel, apds cada corrida, pode ser realizada a custa de uma solugdo corante,
composta por azul de coomassie. Quando ja sdo visiveis as bandas no gel, este € entdo colocado numa
solucdo descorante [54]. Na Figura 0.1 esté ilustrado o esquema da colocacdo correta de um gel de
poliacrilamida numa tina vertical. E de referir que no decorrer deste trabalho apenas se recorreu ao
SDS-PAGE.
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Figura 0.1- Esquema de um gel de poliacrilamida numa tina vertical. Adaptado de
http://www.siumed.edu/~bbartholomew/images/chapter6/F06-21.jpg, consultado a
23.06.2015.

Al Preparacao das amostras

A Tabela 1 indica os volumes de reagentes a utilizar na preparacdo dos géis de resolucédo e de

carga.

Tabela 0.1 - Volume de reagentes a utilizar na preparacdo dos géis de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes. Os volumes apresentados sdo referentes a preparacdo de um gel de 10%.

Gel resolvente 10%o, Gel de carga 5%,

Reagentes
Vf=5000 pL Vf=3000 pL

Agua 2000 2100
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 1700 500
Tris-HCI 1,5 M, pH = 8,8 1300 380

SDS 10% 50 30

APS 10% 50 30

TEMED 2 3

De modo a desnaturar as amostras, foi adicionado uma solu¢do denominada tampé&o de amostra,
composta por SDS, B-mercapetanol e azul de bromofenol, na proporgdo 1:1 as amostras em estudo.
Estas sdo posteriormente fervidas durante 2- 3 minutos. De seguida aplicou-se entdo as amostras no

gel SDS-PAGE. Todas as corridas foram realizadas a 150 V durante 70 minutos em tamp&o de corrida
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(Tris-Glicina). O marcador de pesos moleculares (Bio-Rad LMN Range) foi utilizado na mesma
proporcédo de volumes, 10 pL de marcador e 10 pL de tamp&o de amostra.

Apos a eletroforese o gel é mergulhado numa solucéo corante azul de Coomassie R-250 0,5%
(azul de coomassie R-250, 15 mL de &cido acético, 90 mL de metanol e agua até perfazer 200 mL de
solucéo) durante 30 minutos e depois numa solucdo descorante (75 mL de &cido acético, 450 mL
metanol e agua ate perfazer 1L de solugdo) até as bandas ficarem percetiveis.

B Quantificacdo de proteinas pelo método do &cido bicinconinico

A quantificagdo de proteinas pelo método do acido bicinconinico (BCA) baseia-se na formagéo
do complexo Cu2*-Proteina sob condi¢des alcalinas, seguido da reducdo de Cu?* para Cu* pelos
aminoacidos cisteina, triptofano, tirosina e pela ligacdo peptidica. O BCA forma um complexo azul-
parpura com Cu* em meio alcalino, permitindo a monitorizacéo alcalina de Cu?* pelas proteinas a um
méaximo de absorvancia a 562 nm (Figura 0.2). E um método aplicavel a uma larga gama de
concentragdes, é rapido e sensivel [55], [56], [57]

Passo 1 Proteina + Cu?* OH L, Proteina + Cu*
= 7\ ,
00C N N COO0
A TN
Passo 2 Cu*+BCA —p :C@‘
ooc—’ W' N N_coo
BCA-Cu*

Figura 0.2— Formacdo do complexo BCA-Cu+. Adaptado de [56]

B1 Determinacdo da concentracéo da proteina PfTHRP2 pelo método do BCA

O metodo do BCA consiste na preparagdo de uma solucéo contendo BCA (solucdo A) e sulfato
de cobre (Il) na proporcdo de 50:1. A solucdo deve ser homogeneizada no vortex. De seguida
adicionou-se varias quantidades de proteina padrdo (BSA 1 mg.mL*) e uma quantidade fixa da solugéo

preparada anteriormente, como se pode observar pela Tabela 0.2.

85



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

Tabela 0.2 - Volumes em pL de proteina padrdo e de solugdo A+B

Eppendorf  pL de proteina padrao ML da solucdo A+B

0 - 1000
1 4 1000
2 8 1000
3 12 1000
4 16 1000
5 20 1000
6 24 1000

Preparou-se solugdes com a proteina PfHRP2 e solugdo A+B, como se pode ver na Tabela 0.3.
As solucdes séo preparadas em duplicado.

Tabela 0.3 — Volumes em pL de proteina HRP2 e de solucdo A+B.

Eppendorf puL de HRP2 pL da solugdo A+B
7 2 1000
8 2 1000
9 5 1000
10 5 1000
11 10 1000
12 10 1000
13 15 1000
14 15 1000

Todas as solugdes foram incubadas numa estufa a 37°C durante 30 minutos. Apds esse tempo,
foram medidos os valores de absorvancias ao comprimento de onda de 562 nm, e criada a reta de
calibragdo (Figura 0.3) que nos permitiu, posteriormente, calcular as concentracdes da proteina em
estudo (PfHRP2). Os célculos podem ser consultados no ponto 4.6 da apresentacdo e discussao de

resultados.

86



Desenvolvimento de um teste de diagndstico rapido para a detecdo de malaria em amostras clinicas

0,8
07 e °
)

g 0,6 .?- ......
~ o ..
K05 e
©
204 o y =0,0224x + 0,2112
& . e R2 =0,9708
2 03 Y
o e
802 ¢
< 7V o

0,1

0
0 5 10 15 20 25 30
Concentracdo de BSA (pg.mL1)

Figura 0.3 — Reta de calibracdo obtida pelo método de BCA para a quantificacdo da proteina PfFHRP2 recombinante.

C Espetroscopia de UV-Visivel

A absorcdo da radiacao eletromagnética na regido do ultravioleta e visivel por parte de moléculas
esta associada a transicdes eletronicas, que ocorrem quando, um eletrdo transita de um estado de mais
baixa energia para um estado de energia mais elevada, por interacdo da radiacdo eletromagnética com
0 meio envolvente.

Quando a radiacdo eletromagnética atravessa uma amostra, parte da radiagdo vai ser absorvida,
enguanto a restante sera transmitida pela mesma. A razédo entre a intensidade de luz que atravessa a
amostra, lo € a que sai da amostra, | € denominada por transmitancia, T (equacéo 1).

Iy

T = Equagdo 1
I

A quantidade de luz absorvida quando um feixe de radiacdo monocromatica atravessa 0 meio
envolvente depende da concentracgdo, do coeficiente de extingdo molar e do percurso 6tico da radiacao.

A absorvancia (Abs) de uma solucdo é o logaritmo negativo da transmitancia (equacéo 2)

Abs = —log(T) Equacéo 2

E possivel determinar a concentracio (c) de um composto, através da lei de Lambert-Beer, que
indica que para uma solucdo ideal existe uma relacdo linear entre a concentracao e a absovancia, desde
que o percurso 6tico (I) se mantenha constante. O coeficiente de extingdo molar (g) é caracteristico
para cada tipo de transicdo eletrénica em cada espécie absorvente e depende do comprimento de onda.

A lei de Lambert-Beer esta representada pela equacao 3 [58], [59].

Abs=cX & X1 Equagdo 3
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D Microscopia eletrénica de varrimento

A microscopia eletrénica utiliza um feixe de eletres de modo a produzir uma imagem
magnificada da superficie da amostra. O principio de funcionamento da microscopia eletronica
de varrimento baseia-se na incidéncia de um feixe de eletrdes num ponto da superficie da amostra
e na recolha dos sinais eletronicos emitidos pelo material. As amostras sdo percorridas
sequencialmente por um feixe de eletrdes acelerado por uma tensdo, finamente focado através de
um sistema de lentes eletromagnéticas. Da interacdo do feixe eletronico com a amostra resulta a
emissdo de diversos tipos de radiacdo e eletrGes, entre os quais os eletrbes secundarios utilizados

na formulagéo da imagem da amostra [60], [61].
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Conjunto de TDR utilizados para estabelecer a dilui¢cdo 6tima de anticorpo anti-1gG a
aplicar na linha de controlo utilizando bionanoconjugados:

E1 AuNP-MUA-AnNticorpo

ili

i
Sem 1:10 1:20 1:25 1:30
diluicéo

1:35 1:40

170 1:80 1:90 1:100

1:45 1:50 1:60

Figura 0.4 — Estudo da diluicdo 6tima de anti-lgG a aplicar na linha de controlo utilizando
bionanoconjugados AUNP-MUA-Anticorpo.
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E2 AuNP-CALNN-AnNticorpo

ilifilili

Sem
diluicéo

Alili
ifilili

1:80 1:90 1:100 1:120 1:140 1:160

1:40 1:45

Figura 0.5 — Estudo da diluicdo 6tima de anti-lgG a aplicar na linha
de controlo utilizando bionanoconjugados AuNP-CALNN-Anticorpo.
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