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RESUMO

As espécies de fungos: Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) e
Paracoccidioides lutzii (P. lutzii), sdo causadoras da paracoccidioidomicose (PCM),
infeccdo com diferentes manifestacdes clinicas localizadas ou disseminadas, com
possibilidade de evoluir para a letalidade. No diagndstico da PCM, o principal
antigeno € a glicoproteina exocelular de 43 KDa (Gp43), reagindo com 100% dos
soros de pacientes inoculados P. brasiliensis. Entretanto o Gp43 nao pode ser
utilizado como um marcador para o P. lutzii, pois este antigeno ndo é reconhecido
em pacientes infectados por ele. Neste contexto, 0 nosso trabalho buscou identificar
e registrar diferencas na composicao bioquimica entre essas duas espécies (P.
brasiliensis: Pb03, Pb18 e P. lutzii: Pb01) por espectroscopia no infravermelho, uma
vez que manifestacdes clinicas e o tratamento dos infectados diferem baseados no
agente causador, tornando importante a sua identificacdo correta. De forma
complementar, foi possivel identificar molecularmente o P. lutzii, por meio de testes
colorimétricos utilizando a metodologia label-free, combinando uma solucéo coloidal
de nanoparticulas de ouro (AuUNPSs), genes especificos e amostras testes. Para esse
estudo, AuNPs foram sintetizadas por reducédo do cloreto de ouro por citrato de
sédio, obtendo-se uma solugdo com um maximo de absorcdo na banda de 523 nm,
obtendo-se como resultado, particulas com formato esférico e diametro médio de 22
nm. A diferenciacdo bioquimica entre as espécies foi realizada por meio da
Transformada de Fourier no Infravermelho (FT-IR), uma técnica de obtencao rapida
de resultados e de menor tempo necessario de preparacdo das amostras. Foram
produzidos, na média, trinta espectros de cada amostra das culturas dos fungos.
Nos resultados desta andlise apareceram diferencas nos modos vibracionais de
proteinas nas bandas em 1032, 1150, 1204, 1234, 1256, 1310, 1450, 1536, 1628 e
1656 cm™; de lipidios nas bandas em 1744, 2852, 2922, 2956 cm™; de material
nuclear nas bandas em 1076 e 1116 cm™, de estiramentos OH nas bandas em 3290
e 3432 cm™. Com intuito de confirmacdo dos resultados obtidos com o FT-IR, o
estudo estatistico Principal Component Linear Discriminant Analysis (PC-LDA)
também foi utilizado para as conclusdes. Com relacdo aos testes colorimétricos,
foram realizados 50 testes, em triplicatas. Os resultados, apdés 3 metodologias
estatisticas aplicadas, mostraram mudanca de coloracdo da solucdo coloidal de
nanoparticulas de ouro na presenca de DNA do fungo, para os testes positivos em
98% dos casos, confiirmando que o0s microrganismos foram identificados
molecularmente de forma correta.

Palavras-chave: Diferenciagdo bioquimica. Espectroscopia no infravermelho. FT-IR.
Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioides lutzii. Nanoparticulas de ouro.



BIOCHEMICAL AND COLORIMETRIC DIFFERENTIATION BETWEEN
SPECIES Paracoccidioides brasiliensis AND Paracoccidioides lutzii
ABSTRACT

The fungal species Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) and
Paracoccidioides lutzii (P. lutzii) cause paracoccidioidomycosis (PCM), a chronic
granulomatous disease with a wide variety of localized or disseminated clinical
manifestations that may progress to lethality. In the diagnosis of PCM, the main
antigen is the 43 kDa exocellular glycoprotein (Gp43), reacting with 100% of sera
from patients inoculated with P. brasiliensis. However, Gp43 cannot be used as a
marker for P. lutzii because this antigen is not recognized in patients infected with it.
In this context, our work sought to identify biochemical differences between these two
species (P. brasiliensis: Pb03, Pb18 and P. lutzii: Pb01) by infrared spectroscopy.
Clinical manifestations and the treatment of the infected ones differ based on the
causative agent, making important their correct identification. In a complementary
way, we also sought to identify P. lutzii molecularly by means of colorimetric tests
using the label-free methodology combining a colloidal solution of gold nanoparticles
(AuNPs), specific genes and test samples. For this study, gold nanoparticles were
synthesized by reduction of the gold chloride by sodium citrate, obtaining a solution
with a maximum absorption in the 523 nm band, resulting in particles with spherical
shape and average diameter of 22 nm. Biochemical differentiation between species
was performed using a Fourier Transform in Infrared (FT-IR), a fast technique and
short time needed to prepare the samples; thirty spectra of each sample of fungi
cultures were produced. The results of this analysis showed differences in the
vibrational modes of proteins in the 1032, 1150, 1204, 1234, 1256, 1310, 1450, 1536,
1628 and 1656 cm™ bands; lipids in the 1744, 2853, 2922, 2956 cm™ bands; nuclear
material in the 1076 and 1116 cm™ bands; of OH stretches in the 3290 and 3432 cm’
! bands. In order to confirm the results obtained with the FT-IR, the Principal
Component Linear Discriminant Analysis (PC-LDA) statistical study was also used for
the conclusions. Regarding colorimetric tests, 50 tests were performed, in triplicates.
The results, after 3 applied statistical methodologies, showed a change in the color of
the colloidal solution of gold nanoparticles in the presence of fungus DNA, for
positive tests in 98% of the cases, confirming the correct molecular identification of
the microorganisms.

Keywords: Biochemical differentiation. Infrared  spectroscopy. FT-IR.
Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioides lutzii. Gold nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

Paracoccidioidomicose (PCM) € uma das mais frequentes, sisteméaticas
e endémicas infec¢gbes por fungos na América Latina (FORTES et al., 2011),
sendo 80% dos casos reportados no Brasil (COLOMBO et al., 2011). As
estimativas de incidéncia, por ano, variam de 0,7 a 3,7 casos por 100 mil
habitantes (MARTINEZ, 2017), sendo esta enfermidade a 82 causa de
mortalidade entre as doencas infecciosas parasitarias no pais (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). Os agentes causadores desta doenca sdo os fungos
das espécies Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) e Paracoccidioides
lutzii (P. lutzii).

Os testes soroldgicos de diagnéstico da PCM tradicionais, baseados na
identificacdo de anticorpos especificos, detectam a presenca do antigeno
Gp43, revelando o P. brasiliensis como o causador. O teste ELISA tem sido
utilizado com mais frequéncia para o diagnostico e para permitir avaliar a
resposta a infeccdo (CASTILHO et al.,, 2015). Em contrapartida, pacientes
infectados, de especificas regifes do Brasil, principalmente no Centro-Oeste,
apresentam pouca ou nenhuma presenca do Gp43, quando submetidos aos
testes de diagndsticos baseados na deteccdo de antigenos, convergindo a
causa da infeccdo ao P. lutzii. Outro fato relevante para a identificacdo correta
do patégeno é o relato de manifestacdes clinicas diferentes da PCM tipica
causada pelo P. brasiliensis, atribuidas ao P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2014).
Esta variacdo regional de antigeno necessita da administracdo de diferentes
testes para uma maior sensibilidade (MARQUES, 2013). Neste contexto,
tornam-se necessarias formas de diagnostico mais precisas e identificacao
correta dos agentes causadores. Técnicas alternativas, baseadas em
espectroscopia e na utilizacdo da nanotecnologia que possam reconhecer
essas diferentes espécies, aumentam a eficiéncia nas conclusées e respostas
relacionadas a PCM.

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR),
um método de analise que identifica e diferencia, com rapidez, microrganismos
(BEEKES et al., 2007), pode ser utilizada na caracterizacdo e discriminacao de
amostras biologicas (DUKOR; STORY; MARCOTT, 1999). Esta técnica baseia-
se na interacdo da radiacdo eletromagnética, na regido do infravermelho
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médio, com o material de interesse (HELM et al., 1991). Quando a frequéncia
da radiacdo e a frequéncia de vibracdo das moléculas da amostra coincidem,
existe a probabilidade dessa energia ser absorvida e gerar vibragdes Unicas
gue caracterizam o composto. Nos espectros obtidos, obtemos informacdes da
composicdo quimica da matéria organica do material analisado (DAVIS;
MAUER, 2010).

A Nanotecnologia é o estudo do entendimento, controle e reestruturacédo
da matéria em escalas nanométricas para a criacdo e utilizacdo de materiais
com novas propriedades e funcbes (SANCHEZ; SOBOLEV, 2010). A sua
utilizacéo, com aplicagbes na area quimica, fisica, de biologia, dos materiais e
de engenharia, visa, entre outras, a reducédo de custos de producéo, melhora
nos processos/produtos e resolucdes na area da saude (HORTON; KHAN,
2006). Essas estruturas de diferentes tamanhos e formas possuem
propriedades especificas para aplicacdes na medicina, como na fabricacdo de
farmacos, nos diagnésticos, em terapias, em implantes e nas cirurgias (JAIN,
2008). Nanoparticulas metalicas, como a de ouro (AuNPs), sdo amplamente
utilizadas em processos para auxilio aos diagnoésticos, dadas as suas
caracteristicas de tamanho, geometria, estabilidade coloidal e propriedades
Oticas na regido visivel do espectro eletromagnético (FAGUNDES et al., 2014).
AuNPs reagem com moléculas de DNA em testes colorimétricos para detec¢ao
molecular. Essas metodologias, entre elas a label-free, se destacam como
alternativas rapidas e baratas. Tais métodos buscam a obtencdo de maior
sensibilidade e especificidade dos testes de diagnéstico.

Neste contexto, este trabalho buscou métodos alternativos para a
diferenciacdo entre as duas espécies de Paracoccidioides estudadas, sendo
realizados por meio da FT-IR e de teste colorimétrico via nanotecnologia
(COMPARATO FILHO, 2017). A FT-IR foi utilizada para caracterizar e
discriminar uma espécie de outra, pois apresentam composi¢cdes bioquimicas
diferentes, sendo confirmadas pela estatistica multivariada com a utilizacdo da
analise de discriminante linear, baseada nas componentes principais (Principal
Component and Linear Discriminant Analysis PC-LDA). Para os testes
colorimétricos adotou-se a metodologia label-free, e os resultados foram

analisados por um modelo matemético de separacdo, curva ROC e ajuste
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Gaussiano dos espectros UV-visivel. Os detalhamentos destes tOpicos serdo

feitos na revisdo bibliografica, permitindo um melhor entendimento.
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2 OBJETIVOS

A diferenciacdo bioquimica das espécies de fungos Paracoccidioides
brasiliensis (Pb03 e Pb18) e Paracoccidioides lutzii (Pb01) via FT-IR.
O desenvolvimento de um teste colorimétrico especifico, via metodologia

label-free, para a deteccdo molecular do Paracoccidioides lutzii.

2.1 Objetivos especificos

1 Destacar as diferencas espectrais e principais bandas de
absorcdo das amostras de Paracoccidioides sp por FT-IR, para fundamentar a

analise dos espectros.

2 Identificar as regides de separacao por meio da segunda derivada
dos espectros FT-IR entre os fungos: a) Pb0O1l e Pb03; b) Pb01 e Pbl8 e c)
Pb03 e Pb18.

3 Exibir as diferencas quantitativas dos modos vibracionais nas
regides de polissacarideos, lipidios, proteinas, acidos nucleicos, fosfatos,
citosina, timina, adenina e colageno dos espectros dos fungos, por meio da
deconvolucdo de bandas nas regides espectrais.

4 Utilizar nanoparticulas de ouro com a metodologia label-free para
a identificagéo molecular do Paracoccidioides lutzii (Pb0O1).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Paracoccidioides spp.

O género Paracoccidioides é classificado taxonomicamente no filo
Ascomycota, na ordem Onygenales e familia Onygenaceae (SAN-BLAS et al.,
2002). Em trabalho publicado no Boletim Epidemiologico Paulista, em 2008,
Moreira (2008) os descreve no filo Ascomycota, classe Pleomycetes, ordem
Onygenales, familia Onygenaceae, género Paracoccidioides e espécies
brasiliensis e lutzii, no caso do P. brasiliensis e P. lutzii, respectivamente.
Marques, em 2013, acrescentou a classe Euromycetes e especificou a familia
como Ajellomycetaceae (Onygenaceae). Esta familia de fungos apresenta
algumas caracteristicas micolégicas e ecoldgicas comuns, tais como
dimorfismo, producdo de artroconidios, ocorréncia em areas geograficas
restritas e afinidades para derivados de produtos animais ou remanescentes
como acido Urico (BUSTAMANTE-SIMON et al., 1985). Cinco espécies
filogenéticas compdem o género, que diferem em viruléncia, adaptacdo da
cultura e induzem distintas respostas imunes do hospedeiro (DESJARDINS et
al., 2011). Quatro das quais (S1, PS2, PS3 e PS4) comp6em o complexo de
espécies brasiliensis. As linhagens de genes nucleares suportam esse cenario
de divergéncia (TURISSINI et al., 2017).

O interesse em estudos no P. brasiliensis se intensificou em funcdo da
paracoccidioidomicose, doenca importante no Brasil e em paises da América
Latina. Somente muitos anos depois, a espécie P. lutzii foi descoberta para
estudos e pesquisas. Distinta das outras espécies, apresenta respostas
diferentes ao hospedeiro. Possui exclusivos niveis de viruléncia, resisténcia a
fungicidas e taxas de proliferacdo (TEIXEIRA et al., 2009). Ambos os fungos
sao termodimorficos e sofrem uma transformacéo complexa in vivo e in vitro, a
temperatura de 37°C, que consiste na mudanca da sua forma micelial, n&o
patogénica, que cresce em temperatura ambiente, para uma forma patogénica
de levedura (QUEIROZ-TELES, 1994). Estudos protedmicos, ou seja, do
conjunto de proteinas e suas isoformas expressas em uma amostra bioldgica,
mostram comparacdes de micélios, micélio-a-levedura e levedura do P.
brasiliensis (ARAUJO et al., 2019).
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Dados computacionais permitiram a identificacdo de 312 proteinas
diferencialmente expressas em diferentes estagios morfoldgicos. As células de
levedura empregam, preferencialmente, a beta-oxidag&o aerdbica e o ciclo do
acido tricarboxilico, acompanhados de fosforilacdo oxidativa para producdo de
ATP, em comparacdo aos micélios e a transicdo das células micélio-a-
levedura. Células de levedura apresentam uma reprogramacao no metabolismo
de aminoacidos e na indugcdo de determinantes de viruléncia e proteinas de
choque térmico, permitindo a adaptacdo as condicbes ambientais durante o
aumento da temperatura.

Evidéncias apontam o solo como o mais provavel habitat saprébico do P.
brasiliensis e do P. lutzii durante a fase micelial. A infeccdo comeca pela
inalacdo de conidios; crescentes no solo, 4gua ou planta (MARTINS et al.,
2012) e transportados pelo ar, como exemplificado no diagrama da Figura 1.

Figura 1 — Ciclo biolégico do P. brasiliensis e P. lutzii
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Fonte: Shikanai-Yasuda et al (2017).

Ao atingirem as células epiteliais dos pulmdes, ocorre a transformacao
morfologica para a forma de levedura, que se espalha pelo sistema sanguineo,
provocando a disseminacdo (BRUMMER et al.,, 1993). ApoOs a inalacao,
individuos infectados podem apresentar a forma aguda, subaguda ou cronica
da doenca, de acordo com a tolerancia fangica para varias condi¢cées, como
influéncias hormonais e resposta do sistema imunolégico (BAGAGLI et al.,

2008). O desenvolvimento da PCM entre jovens ocorre em semanas ou meses
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apos o contato com o fungo, o qual € mais severo e responsavel por altas taxas
de mortalidade. Contrariamente, em adultos pode permanecer em laténcia por
alguns anos, embora a infec¢cdo ocorra na grande maioria dos casos em
adultos (BORGES-WALMSLEY et. al., 2002).

Durante as condi¢cdes normais de crescimento, a levedura progride para
um ponto inicial especifico do ciclo celular, que precede o desencadeamento
de trés etapas, denominadas de brotamento, iniciacdo da sintese de DNA e
duplicacdo do corpo do fuso, um passo primario da divisao celular (HARTWELL
et al., 1974). Estes organismos parecem possuir pontos de controle alternativos
para a regulacdo da progressao do ciclo celular, especificamente no que diz
respeito a sintese de DNA e a divisao celular (ALMEIDA et al., 2006).

Evidéncias de infeccdo natural foram observadas em alguns animais
selvagens e domésticos, por via intradérmica e testes soroldgicos; o fungo tem
sido frequentemente isolado em tatus, consumidos como alimento suplementar
por alguns povos da América Latina (CADAVID; RESTREPO, 1993). Os tatus
constroem suas tocas no solo, em pequenas areas e possuem habitos de
migracdo para areas quentes. O habitat propicio ao fungo, preferencialmente
tem a presenca de vegetacdo e umidade no solo (RESTREPO et al., 2000). A
ocorréncia de queimadas ou incéndios em areas florestais altera as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, como escassez de agua,
reducdo da taxa de infiltracdo do solo, dinamica de nutrientes e degradacédo de
ecossistemas. No solo, a atividade microbiana depende, em sua maioria, da
temperatura e acidez. O fogo destr6i os microrganismos a superficie (LEITE,
2011).

Uma caracteristica dessa familia de fungos é a sua capacidade de
degradar a queratina, cabelos e unhas, e dai a sua associa¢cao frequente com
animais e seus dejetos, penas e 0ssos (BAGAGLI et al., 2006). Animais
infectados sistematicamente, disseminam o fungo para o ambiente por meio de
suas carcacas (BAGAGLI et al., 2008). Este grupo de patdgenos fangicos
adaptou-se para conseguir se manter associado a hospedeiros do reino animal,
embora ndo se desvinculando da fase saprébica no ambiente fisico
(UNTEREINER et al., 2004).

Durante o tempo de vida do fungo no hospedeiro, ocorrem adaptacdes
para a sua sobrevivéncia. Alguns compostos de parede celular, considerados



22

importantes para a nutricdo fangica e invasdo de tecidos animais, foram
observados no género P. brasiliensis (ODDS, 1985). A genbmica comparativa,
como exemplo: o tamanho do genoma, o numero de genes e a funcéo
metabdlica, também fornece dados sobre a estratégia que os patdégenos
fungicos produzem para se adaptar aos habitats e nichos especificos. Podem,
conforme algumas andlises, diminuir na medida que os organismos se tornam

mais dependentes de seus hospedeiros (CUSHIOM, 2004).
3.2 A biologia do Paracoccidioides spp

A transicdo de micélio para levedura é essencial para que os membros
do género estabelecam a enfermidade, visto que as cepas que ndo se
diferenciam em células de levedura sédo avirulentas (NEMECEK et al., 2006),
acontecendo na faixa de temperaturas entre 35°C e 37°C. Em tecidos,
apresentam-se na forma de células globosas ou ovais grandes, como mostrado
nas micrografias da Figura 2 (RICHARDSON; WARNOCK, 1997).

Figura 2— Morfologia das leveduras: a) P. brasiliensis e b) P.'Igtzii

Fonte: Teixeira et al (2009)

Em temperatura ambiente, estes fungos crescem em forma de micélio,
como hifas ramificadas e septadas das quais clamidosporos e aleuroconidios
sao produzidos (MANDOLESI, 2004). Em 2014, Teixeira et. al. publicaram na
Medical Mycology, uma analise morfolégica, considerando o numero de
conidios entre grupos envolvendo o P. brasiliensis e o P. lutzii, que varia com a
capacidade, de cada isolado, de produzi-los. Constataram algo entre 30 e 100

conidios por isolado. Os resultados estdo mostrados no grafico da Figura 3.
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Para o P. lutzii, o comprimento varia entre 1,49 ym e 28,15 pum com valor
meédio 9,88 um + 5,00 um. Por outro lado, o do P. brasiliensis, varia entre 1,65

pm e 11,06 pm com valor médio 4,72 ym + 1,50 pm.

Figura 3 — Valores médios de tamanhos e caracteristicas dos conidios nos isolados de
P. brasiliensis e P. lutzii
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Fonte: Teixeira et al (2014) e Teixeira et al (2009)

Os genomas do P. brasiliensis, dos isolados Pb18 e Pb03, possuem
tamanho similar entre 30,0 Mb e 29,1 Mb (DESJARDINS et al., 2011; FEITOSA
et al., 2003). Enquanto para o P. lutzii o tamanho é de 32,9 Mb. O namero total
meédio de genes iniciais previstos é de 7875 e 9132 para o P. brasiliensis e P.
lutzii, respectivamente. O Pb18 e o Pb03 apresentam 96% de similaridades em
suas sequéncias, mas quando comparados ao P. lutzii o valor é de 90%
(ARANTES et al., 2015). Elementos transponiveis, ou seja, sequéncias de DNA
que podem mudar suas posi¢cdes dentro do genoma, podem ser uma das
razdes para 0 aumento do genoma do P. lutzii, ja que eles constituem 16% do
genoma total. No P. brasiliensis esse valor é de 8% ou 9% (DESJARDINS et
al., 2011). Proteinas antigénicas como 27 kDa e GP43, sdo menos abundantes
no P. lutzii (PIGOSSO et al., 2013). Fato que dificulta o diagnéstico da PCM por
esta espécie (BATISTA JUNIOR et al., 2010). A Tabela 1, mostra informacdes
das quantidades de proteinas transmembranares, secretadas e ancoradas por
GPI do P. brasiliensis e do P. lutzii, comparando os genomas dos isolados.

Proteinas secretadas foram estimadas com a utilizacdo do modelo markov
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oculto (HMM). Ancoradas por GPI foram obtidas através do sistema de

previsao GPI (PredGPI), com taxa de falsos positivos < 0,005.

Tabela 1- Comparativo de quantidades de algumas proteinas do P. brasiliensis e do P. lutzii

P. lutzii P brasiliensis

Pb03 Pb18
Proteinas transmembranas 1121 1057 1084
Proteinas secretadas 297 291 322
Proteinas ancoradas-GPI 61 63 62

Fonte: Desjardins et al (2011).

De forma geral, quanto a composicdo da parede celular, existem
variacbes entre as espécies, como de proteinas, glicoproteinas, lipidios e
polissacarideos (quitina e glucanas), associadas a superficie (DE GROOT et
al., 2005). No P. brasiliensis, os componentes em maior nimero na parede
celular sdo os polissacarideos quitina e glucanas (KANETSUNA; CARBONELL,
1970). A quitina representa 43% do peso seco da parede na forma de levedura
e 13% na forma de micélio (BULAWA; OSMOND, 1990). Quitina estd em maior
quantidade na forma de levedura (KANETSUNA et al.,, 1969). Enquanto
micélio, possui maior teor de proteinas, entre 24% e 41% do que a de levedura,
entre 7% e 14% (MANOCHA, 1980). Lipidios representam entre 5% e 10% e
glucanas entre 36% e 47%, em ambas as formas. A Figura 4 ilustra a forma
com que as estruturas estdo organizadas para ambas as fases (KANETSUNA
et al., 1972).

Figura 4 — Hipotese da formacdo de membrana micélio e levedura do P. brasiliensis.
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Fonte: Kanetsuna et al (1972).

Considerando-se o total de lipidios extraidos da forma de levedura, ha

uma porcentagem de fosfolipidios. Fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
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cerebrosidios em maiores quantidades. Difosfatidilglicerol, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol e &cido fosfatidico em menores quantidades (MANOCHA,
1980).

A parede celular dos fungos é uma estrutura de protecéo, tanto quanto
ao meio ambiente e células do hospedeiro. Sua relevancia durante a luta do
fungo pela infeccao relaciona-se com os processos de adesao, resposta imune,
obtencéo de nutrientes, viruléncia e dano aos tecidos (HEILMANN et al., 2011).
Basicamente sdo compostas de polissacarideos que incluem quitina e
glucanas, e diferentes proteinas frequentemente cobertas com carboidratos e
lipidios (XIE; LIPKE, 2010). No Paracoccidioides sp, ela é estruturada em
camadas. Em micélio (150 nm), apresentam [-1,3-glucana, B-1,6-glucana e
quitina; em levedura (600 nm), apresentam B-glucana, a-glucana e quitina.
Proteinas, produzidas de acordo com as condicbes de crescimento, fatores
ambientais e estagio de desenvolvimento dos fungos (MORAN et al., 2011);

séo encontradas nas paredes das duas formas (SAN-BLAS, 1982).

3.3 Epidemiologia da paracoccidioidomicose

As manifestacdes clinicas e radioldgicas, ou sintomas da doenca, podem
ser confundidos com histoplasmose, leishmaniose ou tuberculose. Essas
manifestacfes podem sofrer variagdes, desde ulceracbes bucais isoladas até
envolvimento pulmonar. Outros érgaos podem ser atingidos, permanecendo
sequelas quando néo houver diagndstico e tratamento corretos (TRAINOTTI et
al., 2016). No estado de Goias, diferentemente de outras regibes do pais,
foram observadas em pacientes, a presenca frequente de formas linfatico-
abdominais da PCM (TEIXEIRA et al., 2014). Assim como, em estados vizinhos
cujo agente causador identificado foi o P. lutzii, relatadas intensas peritonites
progressivas seguidas de disseminacdes no baco, figado, linfonodos e
mesentério intestinais, ndo observados em infectados hospedeiros pelo P.
brasiliensis (MOLINARI-MADLUM et al., 1999).

Podem ser classificadas como de forma aguda/subaguda, mais
presentes entre criangas e jovens, ou cronica, atingindo mais homens adultos
(ANASTACIO et al., 2007). Na primeira forma, a doenca se desenvolve em

poucas semanas ou meses ap0s contato com o fungo. Na segunda forma, o
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periodo de incubacdo pode variar, mas a doenca se manifesta depois de anos
da exposicdo ao fungo (MARTINEZ, 2017).

As manifesta¢cdes cutineas sdo Ulceras com base granulomatosa e
pontilhado hemorragico (MARQUES et al., 2007). A observagcdo de lesdes
infiltradas, pode ser mal interpretada e confundida com outras doencas
granulomatosas, como tuberculose, devido as semelhancas clinicas e
histopatoldgicas entre elas (MARQUES et al., 2008).

Inferir o historico epidemiolégico ndo € uma tarefa simples devido a
constante migracdo de hospedeiros humanos, ao prolongado periodo de
laténcia da PCM e a escassez de isolados ambientais (THEODORO et al.,
2012). A Figura 5 mostra os dados de internacdes de casos da doencga, de
1998 até 2006, no Brasil.

Figura 5 — Distribuicdo da taxa absoluta e taxa de internag&o por milhdo de habitantes por
paracoccidioidomicose, por ano, no Brasil
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Fonte: Coutinho (2011).

Neste contexto, os trabalhadores rurais que convivem com atividades
relacionadas ao solo e a agricultura sdo os mais infectados. Em 2013 foi
publicado em um informativo da Escola Nacional de Saude Publica Sergio
Arouca, que o Brasil detinha 80% dos casos desta doenca. Em 2016 ja era
responsavel por 52% das mortes por micoses brasileiras (VARGAS, 2013).

Entre as regibes afetadas estd o estado de RondbOnia, onde foram
relatados mais de 2163 casos no periodo de 1997 a 2012, confirmando a
elevada incidéncia da enfermidade (SHIKANAI-YASUDA, 2015). Na época, a
construcdo de hidrelétricas na regido, atraiu milhares de pessoas para o

estado, contribuindo para o aumento do numero de casos de infeccéo
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(MARTINEZ, 2017). A Figura 6 mostra regibes de maior incidéncia das

espécies.

Figura 6 — Predominancia geogréafica nacional do P. brasiliensis e P. lutzii
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Fonte: Adaptada de Gegembauer et al (2014).

Diferencas ecolégicas em um espaco geografico podem colaborar com o
isolamento e divergéncia das espécies (ARANTES et al., 2015). Variacdes
climaticas e de recursos ambientais criam barreiras divisérias que apoiam estas
divergéncias/adaptacbes das espécies e favorecem o isolamento reprodutivo
(THEODORO et al., 2012). A queima de biomassa nos ecossistemas, como
tem ocorrido no norte do pais, nas regiées amazénicas, ha varios anos, é um
dos fatores mais importantes de impacto sobre o clima, a biodiversidade e
habitat de organismos/microrganismos (MELO et al., 2011). Com o habitat e
nichos destruidos, varios animais sdo mortos. Nao havendo condicfes ideais
no ambiente, o crescimento e desenvolvimento de microrganismos, dos
horizontes superficiais do solo, sdo reduzidos (GUIMARAES et al., 2014). A
diminuicdo do numero de animais, reduz a oferta de hospedeiros. As condi¢cdes
do solo desfavoraveis ao fungo impactam na sua proliferacdo. Embora, no
Brasil, a regido de maior incidéncia do P. lutzii seja a centro-oeste, ja houve
casos de registros da PCM, devido a esse agente causador, na regiao norte
(SILVA et al., 2012).
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Na regido centro-oeste do Brasil, a maior parte das chuvas ocorre no
verao tornando os invernos secos. O clima € tropical, porém ao norte da regiao
€ equatorial. As temperaturas variem entre 15 °C e 30 °C. O relevo caracteriza-
se por misturas sedimentares e rochosas no Planalto Central, pela Terra Rocha
formada por restos de rochas basélticas no Planalto Meridional e uma
depressdo na Planicie do Pantanal. Predomina-se o Cerrado, a Floresta
Amazonica mais ao norte e a Vacaria (GEOGRAFIA OPINATIVA, 2013). Na
regido sudeste, o clima é tropical no litoral, setentrional na regido mineira e
oeste paulista com variacdes secas e chuvosas e quedas de temperatura nas
maiores altitudes. O subtropical € encontrado ao sul de Sdo Paulo com
variacdes térmicas e pluviosidade. O semiarido ao norte de Minas. Seu relevo
mostra planicies costeiras, serras com formacgdes cristalinas, planaltos e
escarpas. Encontram-se também sedimentos vulcanicos. A predominancia € de
florestas tropicais, mas ha matas Ciliares, de Galerias, o Cerrado e a Caatinga
(GEOGRAFIA OPINATIVA, 2013). Na regido sul, o clima é temperado ou
subtropical com amplitude térmica elevada. H4 temperaturas negativas nas
serras, regular distribuicdo de chuvas ao ano e ventos que influenciam nas
temperaturas. O relevo predominante € planaltico. As Araucarias e as
Pradarias estdo nas regibes frias. Mangues e Restingas no litoral
(MAXIEDUCA, 2018). Essas diferencas regionais séo indicios de separacdo
geografica no territério nacional mais adaptaveis ao habitat do P. brasiliensis e
ao P. lutzii.

O diagnéstico definitivo desta infeccdo ocorre entre 2 e 3 semanas,
verificado o aparecimento de colénias de micélios em amostras apds incubacao
entre 25 °C e 30 °C. Identificacdo microscopica do P. brasiliensis tem sido
usada como um método tradicional de diagnéstico. Um diagnostico rapido em
24 horas pode ser feito por meio do teste de exoantigeno, com resultados
satisfatérios superiores a 90%. Entretanto, soros de pacientes com
blastomicose, esporotricose ou histoplasmose podem provocar reagdes
cruzadas. O teste de imunodifusdo também oferece um diagndstico correto de
aproximadamente 90% dos casos (RICHARDSON; WARNOCK, 1997). O teste
sorologico, referéncia para a infec¢do, depende da presenca da Gp43, que € a
principal glicoproteina antigénica secretada pelo fungo (SAN-BLAS et al.,

2002). Entretanto, como relatado no item 3.2 o P. lutzii ndo responde a Gp43,
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aumentando o numero de diagnodstico falso-negativo. Algumas formas de
diagnostico estdo sendo substituidas por técnicas moleculares avancadas
como a Polymerase Chain Reaction (PCR), que € mais rapida, possui maior
especificidade, sensibilidade e outras vantagens (BECK; HENRICKSON, 2010).
Todavia, a utilizacdo de equipamentos dedicados e mao de obra especializada
tem sido uma barreira para sua disseminagao.

Neste contexto, novas formas de diagndstico com melhor custo/beneficio

sao de extrema importancia no combate desta enfermidade.

3.4 FT-IR como ferramenta de diagndstico

Técnicas de analise e caracterizacao da saliva, por FT-IR, séo utilizadas
como alternativa no diagnéstico de distirbios metabodlicos e alteracdes
fisiologicas em atletas, apresentando alta sensibilidade, informacdo em tempo
real e a ndo necessidade de uso de reagentes (CAETANO JUNIOR et al.,
2015). Componentes bioquimicos da saliva possuem bandas especificas na
regido do infravermelho, alguns sdo biomarcadores relevantes para avaliar o
estresse fisico (DIAZ et al., 2013). A Biopsia liquida, uma ferramenta de
diagndstico ndo invasiva, baseada em liquidos corporais, como a saliva, é
utilizada no auxilio ao diagnéstico de cancer bucal pelas informacdes obtidas
sobre circulacdo de células tumorais, moléculas de DNA ou RNA e
microvesiculas extracelulares (LOUSADA-FERNANDEZ et al., 2018; WONG;
NONAKA, 2018). Espectros caracteristicos da saliva de pacientes e de
individuos saudaveis foram comparados, obtendo-se uma plataforma de auxilio
no diagnostico precoce de cancer bucal (ZLOTOGORSKI-HURVITZ et al.,
2019). A analise de bandas de absorgcdo tem sido relevante em estudos de
outros tipos de canceres, como: de colorretal, mama, eséfago, pele e ovario,
onde é possivel se verificar que houve um aumento e replicagdo de DNA, como
uma caracteristica determinante da doenca (GAO et al., 2015). Dados
mostram, para auxilio no diagnéstico, que os modos vibracionais moleculares
em 2052 cm™ e 924 cm™ que identificam pacientes com doencas cronicas de
rins, com especificidade superior a 85% e sensibilidade superior a 95%
(RODRIGUES et al., 2019). O sangue € um fluido biolégico também estudado

na espectroscopia no infravermelho, pois reune moléculas bioquimicas
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secretadas de varios tecidos. Esta pratica é promissora para a clinica e para o
diagndstico de varios tipos de canceres, Alzheimer, hipertensédo pulmonar e no
monitoramento de cirroses e diabetes. O diagnostico da dengue viral, por
espectroscopia, se demonstra um meétodo alternativo para a distincdo de
pacientes infectados e néo infectados (NASEER et al., 2019].

A tecnologia de nanoparticulas metélicas combinada com DNA,
envolvendo propriedades 6ticas, surgiu como auxilio aos diagnosticos, em
funcdo das altas frequéncias de resultados cruzados dos testes soroldgicos.
Com o intuito de aumentar a sensibilidade e especificidade dos testes para a
PCM. Fagundes et al., em 2014, ap0s a utilizacdo desta tecnologia em testes
colorimétricos non-cross-linking, analisaram as diferencas bioquimicas obtidas
com as amostras dos testes, de resultados positivos e negativos para a
doenca, através dos espectros da FT-IR. O estudo revelou a formacédo de
bandas adicionais em um dos espectros, indicando a formacéo da fita dupla de
DNA. As diferengas nos modos vibracionais foram determinantes para a
diferenciacdo das amostras como um método de classificacdo dos resultados
(FAGUNDES et al., 2014). A mesma metodologia, com a utilizagdo de
nanoparticulas de ouro e testes colorimétricos non-cross-linking, foi utilizada
por Castilho et al.,, em 2015. Neste trabalho, a sequéncia de DNA selecionada
para a realizacdo dos testes foi uma proteina de 27 kDa, secretada pelo P.
brasiliensis. O grupo analisou os espectros das amostras com AuNPs, nos
quais puderam confirmar, através dos modos vibracionais observados, a
funcionalizacdo das nanoparticulas, realizada com a sequéncia desta proteina
e grupo tiol. Através da FT-IR foi possivel identificar as diferentes bandas
presentes de uma maneira rapida e precisa (CASTILHO et al., 2015).

O trabalho publicado por Ferreira et al., em 2015, refere-se a mesma
metodologia, com a utilizacdo da glicoproteina Gp43, mais detectada nos
testes soroldgicos, para auxilio ao diagnéstico da PCM. Amostras do
Paracoccidioides brasiliensis, foram analisadas por FT-IR. Os espectros
caracteristicos e distintos do fungo, na sua forma de micélio e de levedura,
foram observados para ilustrar diferencas bioquimicas entre as duas formas.
As principais diferencas se relacionam com os modos vibracionais de 1,3-B-
glucana, geralmente encontrada na forma de micélio, de 1,3-a-glucana,

encontrada em forma de levedura, e de quitina (FERREIRA et al., 2015).
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A Tabela 2 relaciona frequéncias de absorcdes registradas por FT-IR, de

grupos funcionais, em estudos sobre o Paracoccidioides brasiliensis, tanto na

sua fase micélio como levedura (FERREIRA et al. 2015).

Tabela 2 — Frequéncias de absorcdo no infravermelho caracteristicas do P. brasiliensis nas

suas

(continuacdo...).

fases

N° de N° de AtribuicGes de modos vibracionais Referéncias
onda onda
micélio | levedura
cm™) | (cm™)
3485 3485 O —H U de grupos hidroxila [San-Blas et al., 2002]
3438 3442 L assim. (NH)(NHy), quitina [Tomazett et al., 2010]
3402 3402 U (NH) [Ferreira et al., 2015]
3355 NH quitina [Tomazett et al., 2010]
3197 3197 U sim. N — H U (amida A) de proteinas [San-Blas et al., 2002]
3100 U assim. (NH)(NH2), NH quitina [Tomazett et al., 2010]
3073 Overtone: 1533 x 2 = 3066 cm™" [Ferreira et al., 2015]
3035 1Banda de combinagéo: 1624+1435 = 3059 cm’™ | [Ferreira et al., 2015]
3011 Insaturado =CH U de lipidios ou &cidos graxos | [Ferreira et al., 2015]
2964 2964 C—-H VU assim. de — CHs [San-Blas et al., 2002]
2927 2926 C - H vibragdo de U (alifatica), acido linoleico | [Ferreira et al., 2015]
2886 U sim. (CH)(CHs) quitina alifatica grupo CH, [Ferreira et al., 2015]
2873 C—-H VU sim. de — CH3 [San-Blas et al., 2002]
2854 C —H U sim. de > CH,em &cidos graxos [San-Blas et al., 2002]
1746 1746 > C O U de ésteres, > C O VU de &cidos | [San-Blas et al., 2002]
carbdnicos, acidos nucleicos
1722 U (C = 0) acido carboxilico (acido linoleico) + | [Brummer et al., 1993]
b (NH>)
1685 1685 Componentes da banda de amida I; U (C = O) | [San-Blas et al., 2002]
+ 6 (NH>)
. . San-Bl t al., 2002; T tt et
1655 1659 Amida | de estruturas a-helicoidal; NH b de g_égmg;sse”vi etal, 1982]16‘263 ©
grupos amida, a-quitina
San-Bl t al., 2002; Sil t al.,
1627 1627 Amida I; U (C = N) + b (NHy); tipica de B- [lgagr:” aseta vaeta
quitina
1544 1551 Tipica de B-quitina [Silva et al., 1994]
B tal., 1993
1452 1459 Amida Il, ou '5(CH) desoxirribose C — H 6 | [Brummereta ]
para o grupo metileno
1442 _CH, ) [Ferreira et al., 2015]
1407 1411 Amida Il + U (CN) [Ferreira et al., 2015]
1376 1375 U (CN) da amida; N — C, quitina [Tomazett et al., 2010]
1341 1348 § (HCH)(CH>) [Ferreira et al., 2015]
1311 1314 § (HCH)(CH>) [Ferreira et al., 2015]
1259 v (CN) + G(CH) [Ferreira et al., 2015]
1240 1238 U assim. PO,— grupo fosfodiéster [Ferreira et al., 2015]
1154 1151 Galactose, glucose, frutose [Shikanai-Yasuda et al., 2006]
1077 1077 Glucose, frutose [Shikanai-Yasuda et al., 2006]
1032 B-glucanas [Kanetsuna et al., 1972]
1027 a-glucanas; U (CO), U (CC), UV (CCly) | [Shikanai-Yasuda et al., 2006;

polissacarideos; frutose, sacarose

Kanetsuna et al., 1972]
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1000 [Shikanai-Yasuda et al., 2006;

B-glucanas; U (C—N) + 6(NH), galactose Kanetsuna et al., 1972]

Tabela 2 -Frequéncias de absorcao no infravermelho caracteristicas do P. brasiliensis nas suas
fases (concluséo...).

980 6(CH) [Ferreira et al., 2015]
960 960 B-glucanas; U (CC) + U (CO) [Kanetsuna et al., 1972]
927 927 [Shikanai-Yasuda et al., 2006;
a-glucanas; 6(NCN); sacarose Kanetsuna et al., 1972]

Fonte: Ferreira et al (2015).

Esta técnica tem sido usada na caracterizacdo biolégica de amostras e
de suas composi¢cdes quimicas, como uma alternativa aos testes clinicos. A
espectroscopia vibracional se estabeleceu recentemente no campo da
biomedicina por seus resultados satisfatorios e abrangéncia de aplicabilidades,
como identificacdo e diagnostico de isolados clinicos de espécies e o impacto
de parametros como: polimorfismo do cariétipo, conteddo de DNA e tratamento
fangico (POTOCKI et al.,, 2019). Em sistemas biolégicos complexos, como
células, o espectro representa a soma das contribuicdes de biomoléculas como
acidos nucleicos, lipidios, acucares, proteinas e parametros metabdlicos
presentes (PETIBOIS; DELERIS, 2006; PETIBOIS et al., 2006). Passaram a
ser estudadas também, as vibracdes moleculares de estruturas de células e
microrganismos. Artigos de revisdo e capitulos de livros fornecem resultados e
dados desses estados vibracionais (THEOPHANIDES et al., 1988). Verificam-
se as bandas com relacdo ao numero de onda correspondente, que podem ser
atribuidos as vibracdes desses compostos.

Como vantagens desta técnica pode-se destacar: alta sensibilidade e
especificidade, possibilidade de automacdo, identificacdo e quantificacdo de
grupos funcionais em estudos microbiolégicos (WU et al., 2014], identificac&o
de microrganismos (MARTIN et al., 2017) e distingdo de espécies (ERGIN et
al., 2016).

3.5 Nanotecnologia

Ha indicios da utilizacdo de materiais ou compostos, como cosmeéticos,
vitrais e armas metalicas, constituidos de particulas nanométricas, desde a
antiguidade. Maquiagens encontradas dos antigos egipcios, analisadas

guimicamente, revelaram a presenca de nanoparticulas de chumbo. Um sabre,
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de rigidez extraordinaria devido aos compostos de carbono semelhantes aos
nanotubos, foi descoberto na Siria, datado entre os anos 1000 e 1300 (SILVA,
2015). No vitral multicolorido da Catedral de Notre Dame, em Paris, temos o
resultado de um processo de fusdo do vidro com materiais nanoestruturados. A
luz solar ao atravessar os vitrais, contendo nanoparticulas, se espalha de forma
diferente em funcdo da Ressonancia Plasmoénica de Superficia (SPR).
Nanoparticulas de ouro, com didmetros de 50 nm e 100 nm, presentes nos
compostos, proporcionam tons resultantes verde e laranja, respectivamente
(TERRA et al.,, 2014). Este efeito é devido a perturbacdo causada por uma
onda eletromagnética. As nanoparticulas podem ter uma oscilagédo coletiva dos
elétrons, quando irradiadas por um comprimento de onda (L) inferior ou igual a
seu didmetro. Dessa forma, os elétrons confinados ficam submetidos ao
mesmo campo, logo, em um determinado intervalo de tempo ocorre a
separacdo dipolar de cargas na superficie desta particula (JAIN et al., 2007,
KREIBIG; VOLLMER, 1995). Estas oscilacfes plasmonicas sdo compostas de
decaimentos radiativos (espalhamento) e néo radiativos (absor¢édo) temporais,
compondo a extingdo da luz visivel, formando uma banda de absorcao,
denominada de SPR (MAIER, 2003). O fenbmeno ocorre em nanoparticulas
onde existam elétrons livres, de conducéo, em suas superficies (LIZ-MARZAN,
2004). A Figura 7 ilustra como o espalhamento e a absorcdo afetam a
aparéncia de uma solucédo coloidal de AuNPs com 70 nm de diametro, os
espectros caracteristicos desses efeitos em um intervalo de comprimento de
onda entre 500 nm e 900 nm, e outros dois conjuntos de espectros
caracteristicos do mesmo fenémeno para AuNPs nao esféricas, em formato de

bastao.
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Figura 7 — Absorcdo A) e espalhamento B) de uma mesma solugdo de AuNP esférica.
Espectros de absorcdo e de espalhamento de nanoparticulas em formato esférico C) e de
bastao D)

x10*
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Fonte: Chang et al (2012).

No destaque A), a solugdo € vermelha, pois absorve o verde/amarelo da
luz. No espalhamento, destaque B), a solucédo é verde/amarelo. Em ambos os
casos, a ressonancia plasmoénica de superficie ocorre na banda de 550 nm. Do
destaque C) para o destaque D), observa-se um deslocamento dos espectros
para regibes menos energéticas, além de uma reducdo nos valores maximos
de absorc¢édo. Isto ocorre devido a alteracdo do formato das nanoparticulas, de
esféricas para bastdo. A alteracdo no formato e tamanho, provoca resultados
espectrais diferentes e consequentemente, cores observadas na solucao
também diferentes.

Mie, no final do século XIX, foi 0 precursor na explicacdo da origem das
cores nessas nanoestruturas. Anos mais tarde, em 1904, sua teoria foi
complementada com os modelos de Maxwel-Garnett, que explicavam as
interacOes entre nanoparticulas metalicas e o meio. Por equacdes propostas
por Maxwel, em 1865, a luz podia ser classificada como uma onda
eletromagnética, com oscilagbes de campos elétricos e magnéticos,
perpendiculares entre si, em fungcdo do tempo. Teoria comprovada por Hertz,
em 1888, que demonstrou que cargas em oscilacdo irradiavam ondas

eletromagnéticas e eram captadas por antenas distantes. Paralelamente,
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Faraday, em 1857, descreveu que a coloracdo de coloides dependia da
concentracdo e do tamanho das particulas na solugdo. O conjunto dessas
pesquisas e resultados contribuiu para despertar o interesse na interacdo dos
campos eletromagnéticos com a matéria e nos fendbmenos de transmissao,
reflexdo, espalhamento e absorcédo da luz (SANTOS et al., 2016).

Mie iniciou suas explicagbes propondo equagcbes mateméaticas,
considerando uma onda eletromagnética interagindo com uma esfera
condutora circundada por um meio dielétrico com determinado indice de
refracdo. As solucdes para as interacdes e espalhamento das nanoparticulas
levam a séries de mudltiplos dipolos induzidos, conforme Equacdes 1 e 2
(SANTOS et al., 2016).

c,, = %Z (2L+1)Re(a, +b,)
X -
, [1]

" 2 2
c,, =?§(2L+1)(\%\ +|b,)
, 2]

sendo Oext e Oesp solucbes das equacbes para as secdes de choque, L g
um indexador do comportamento do campo da onda (bipolar ou quadripolar)
sobre a particula e, conforme Equacdo 3 (SANTOS et al., 2016):

: [3]

b

os valores de L e "L sdo descritos através das Equacbes 4 e 5 (SANTOS et
al., 2016).
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_my, (mx)y, (x) =y, (mx) v, (x)
v, (mx)&, (x)—m&, (mx)y,(x)

y VL (), () v, (mx)my, (x)
oy, (mx) &, (x)-v, (mr) m&, (x)

da;

, [4el3]

m = ny/nm , sendo n,, o indice de refracdo da particula e ny, o indice de refragéo

do meio, Ve éi sao funcgdes cilindricas de Ricatti-Bessel.

Considerando-se as nanoparticulas com diametro muito menor que o
comprimento de onda, a interacdo cria campos de dipolo induzido. Com essa
particularidade em que o campo elétrico € considerado estatico

temporariamente Mie obteve a Equacéo 6 (SANTOS et al., 2016).

6 =926V 0(0)
C [a._ (ﬂ))-i— Zﬂm] + Ez(ﬂ])
, (6]

sendo V¥ o volume da particula, @ a frequéncia angular da luz extinta, ¢ a

velocidade da luz, &m € € (@)= g, (w)+ ig,(m)

sdo funcbes dielétricas do
meio e do material. Dessa forma e com alguns valores condicionadores, a
ressonancia é atingida. A incidéncia do campo provoca deslocamento dos
elétrons, que induzem ao dipolo e geram um campo elétrico restaurador. A
forca restauradora e a inducdo do dipolo, acopladas, geram a ressonancia
plasmonica (CHANG et al., 2012).

Desconsiderando-se as restricoes de Mie, quanto maiores as
nanoparticulas, maiores os desvios. As inducdes eletromagnéticas geradas nao
sdo uniformes e provocam deslocamentos da frequéncia de excitagdo
plasménica para bandas de energia menores, devido a maior densidade de
cargas nas nanoparticulas. Neste caso, a funcdo dielétrica tera um
comportamento diferente, explicado pelo modelo de Drude-Lorentz, que

considera transicbes entre bandas de energia. Maxwell e Garnett
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desenvolveram uma teoria que consideravam sistemas com interacdo entre
campos eletromagnéticos de nanoparticulas vizinhas, com formatos e
tamanhos diferentes. Na teoria, determina-se um fator de ajuste, que leva em
consideracdo volumes de particulas envolvidas e que deve ser considerado.
Pela teoria de Lorentz, calcula-se a polarizacédo das propriedades dielétricas e
encontra-se o campo elétrico efetivo. A relagdo de Maxwell-Garnett é verificada
pela Equacédo 7 (SANTOS et al., 2016).

: [7]

A funcéo do campo elétrico efetivo pode provocar uma maior separacao
de cargas no sistema e consequentemente, uma forca de restauracdo menor,
que se reflete no efeito da ressonancia plasmonica (SANTOS et al., 2016).

Na década de 90 houve um grande interesse cientifico na area de
nanotecnologia, muitas vezes referenciada como a revolugdo nano e
comparada, por muitos, a revolucao industrial.

Em um breve relato visionario, em 1959, Richard Feynman ao palestrar
para a Sociedade Americana de Fisica, referiu-se a manipulacdo da matéria
em escalas atdmicas e moleculares, dando uma ideia do que estaria por vir. O
aperfeicoamento de técnicas de caracterizagdo, como o Microscopio eletrénico
de varredura por Tunelamento (Scanning Tunelling Microscope, STM),
Microscopio eletrbnico de Transmissdo (MET), como também modelos
computacionais e técnicas de sinteses possibilitaram o controle refinado das
nanoestruturas. Esta nanociéncia desenvolve pesquisas com materiais de
dimensdes da ordem de 1 a 100 nm, sendo um novo universo em virtude
desses corpos possuirem propriedades singulares, ndo observadas quando em
dimensbdes macrométricas (DISNER; CESTARI, 2016). Essa denominagao foi
citada, pela primeira vez, em um artigo cientifico publicado em 1974, pelo
professor Norio Taniguchi, da Universidade de Ciéncia de Toquio (ZHANG;
WEBSTER, 2009]. Em 1986, Gerd Binning e Heinrich Rohrer receberam o
prémio Nobel de Fisica pelo invento do STM (FRITZ et al., 2002).
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Nos anos 80 a nanotecnologia foi difundida. O interesse pela ciéncia e
novas descobertas, como o fulereno, uma molécula esférica de perfeita
simetria, a consolidaram a partir dai. No inicio dos anos 90, a descoberta dos
nanotubos de carbono revolucionou o mundo cientifico (IIJIMA, 1991).

Grandes oportunidades, inumeras aplicabilidades e importante utilizacéo
da nanotecnologia relacionam-se com diagndsticos, terapias e tratamentos de
doencas, cosmeéticos, eletrdnicos, equipamentos esportivos, agricultura,
alimentos, energia e tecidos, dentre outros.

Nanofibras, se comparadas aos tecidos tradicionais como algodao e
polyester, sdo extremamente resistentes, possuem elevada capacidade de
absorcao e de filtragem, que podem ser utilizadas, por exemplo, em mascaras
de protecédo; pela relacdo area superficial por massa. Outras aplicacdes sdo em
roupas esportivas de alta performance, com preocupacfes relacionadas a
transpiracdo corporal, a resisténcia ao vento, a umidade e ao conforto. Alguns
polimeros podem ser transformados em nanofibras, por eletrofiacdo, uma
tecnologia de grande potencial nesse segmento. Nanoparticulas metalicas
estdo sendo usadas em tecidos ou fibras, com finalidades antibactericidas,
protetoras de ultravioleta, catalizadoras, antichamas, dentre outras (KIEKENS,
2019). Técnicas de absorcdo, em monocamadas, envolvendo nanoparticulas,
também sdo utilizadas em materiais téxteis. Em 2017, grafeno foi introduzido
em jaquetas de esquiar, para garantir uma temperatura corporal uniforme,
durante competicdo esportiva. Com o auxilio dessa tecnologia, roupas tendem
a ser mais do que um acessorio. Serdo capazes de avaliar biologicamente os
corpos: batidas do coracdo, pressdo sanguinea e temperatura (MONTAZER;
HARIFI, 2018). Poderdo aquecer ou resfriar os corpos, dependendo das
condi¢cbes externas. Enfim, inUmeras propriedades poderédo ser acrescidas em
tecidos ou fibras. Tudo isso, sem desconsiderar estudos conclusivos de
toxicidade (KIEKENS, 2019).

Os cosméticos sempre acompanharam a humanidade ao longo da
histéria. Nos Ultimos anos, produtos de beleza baseados em nanotecnologia
contém ingredientes benéficos nas categorias onde os medicamentos
tradicionais podem né&o atuar (HAMEED et al., 2019). Técnicas de modificacao
em nanocarreadores e de aplicagdo de antioxidantes sdo usadas na industria

de cosméticos (PATWEKAR et al., 2014). Comercialmente, foram introduzidos
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no inicio dos anos 90. Nos anos seguintes, marcas famosas como Chanel
apareceram no mercado com desenvolvimento de novos produtos dessa linha.
Maquiagem desenvolvida com titanio, por exemplo, causam o efeito
fotocrémico, que permite um mesmo resultado na pele, esteja ela exposta a luz
solar ou a |luz artificial. Os nanossomos, S&80 pequenas estruturas
desenvolvidas que transportam ingredientes ativos ao exterior da pele. Cremes
anti-rugas usam nanocapsulas para incorporar vitaminas. Empresas como
Johnson & Johnson desenvolvem produtos com essa tecnologia. Nessa area,
312 patentes estdo relacionadas com dermatologia e cosméticos. O processo
quimico de emulsdo, que envolve tecnologia e esta na maioria dos processos
dessa linha, tem potencial para moldar o futuro dos produtos cosmeéticos
(HAMEED et al.,, 2019). Condicionadores ou lo¢gbes para pele e cabelos
utilizam essa técnica, que agrega ao produto propriedades atraentes ao
consumidor (SHARMA; SARANGDEVOQOT, 2012).

Oportunidades envolvendo nanotecnologia também sao discutidas na
agricultura e seguranca alimentar, que estdo ainda em fase de pesquisas na
sua maioria. J. Scott Angle, diretor do Instituto Nacional de Comida e
Agricultura dos Estados Unidos, declarou que, diferentemente da area da
saude, em agricultura os investimentos sdo menores, embora existam centenas
de ideias sendo desenvolvidas. As aplicacdes incluem producdo agricola,
saude animal e preservacdo de alimentos. A maior oportunidade envolve
fertilizantes. Nesta area, essa tecnologia oferece formas de potencializar a
obtencdo de micronutrientes mais diretamente na parte comestivel de uma
colheita, o que reduziria a necessidade de solo melhorado. Outro exemplo,
seria a reducgéo de pesticidas, com a possibilidade de carreadores para alvos
especificos. Sem falar na otimizacdo das questdes ambientais e reducdo de
custos (MULLEN, 2019).

A energia renovavel é um dos focos principais de pesquisa. A solar,
tecnologia fotovoltaica, ainda é a menos utilizada no mundo. Com a
nanotecnologia e engenharia viavel pode-se criar um sistema capaz de
aproveitar o trabalho fotovoltaico para producédo de energia (SINGH; GUPTA,
2019). Um exemplo € a célula solar, que tem sido testada com varios
componentes por questbes de custo, e suas aplicagbes com Plug-in Electric
Vehicle (SANDALOW, 2009). A corrente elétrica € produzida quando fétons de
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luz caem sobre a placa, emitindo elétrons. A presenca de 6xidos contendo
nanoparticulas, com didmetros entre 10 e 30 nm, no circuito € a Unica via para
a circulacédo da corrente. A pelicula fotovoltaica fina, um filme com espessura
de poucos nandmetros, € uma tecnologia de sucesso na célula solar
transparente. A tecnologia é de baixo custo e o resultado é um material de
estrutura rigida, mas flexivel (ZWEIBEL, 2000). O objetivo, para uma maior
eficicia, é reduzir a espessura do filme, que s6 é possivel com a manipulacéo
de materiais e uso da nanotecnologia (SINGH; GUPTA, 2019).

Os avancgos tecnologicos envolvendo materiais em escala nanométrica
colaboraram com o surgimento de novos ramos do conhecimento, como a
nanomedicina e a nanobiotecnologia (MARTINS; TRINDADE, 2012). Os
chamados nanobiossensores, apresentam progressos positivos quanto a
deteccdo de marcadores bioldgicos, deteccdo de bactérias, de virus,
diagnéstico de diabetes, infec¢cdes e doencas oncoldgicas (BARROSO, 2014).
De fato, as novas areas sdo multidisciplinares, chamadas de convergéncia
tecnoldgica, envolvendo a nanotecnologia, a informatica, a biotecnologia e as
ciéncias cognitivas (MOREIRA, 2018), propiciando pesquisas e
desenvolvimento de novos produtos (PACHECO, 2017).

3.6 Testes colorimétricos

A demanda por formas de diagnéstico de doencas que reduzam custos,
tempo de espera e que sejam mais precisas e eficazes é sempre crescente. Os
resultados em pesquisa e desenvolvimento com nanoparticulas metalicas, com
resultados perceptiveis na regido visivel do espectro eletromagnético, tém
colaborado muito como alternativas de trabalho nesse sentido. O efeito da
mudanca de cor em uma solucao coloidal € causado pela aglomeracao dessas
nanoparticulas e o processo envolvido é o da ressonancia plasmonica. Nesta
solucdo, é necessaria a presenca de um agente estabilizador para que se
mantenha o tamanho, a morfologia e a ndo aglomeragdo das particulas
(KRENN et al., 1999).

A estabilidade dessa solucédo depende das interacdes entre as particulas
presentes no meio. A repulsdo por forcas de Coulomb ocorre entre as

nanoparticulas, uma vez que suas areas superficiais possuem cargas,
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auxiliando para uma estabilizacdo eletrostatica, impedindo a aglomeracao.
Porém, se houver alteracdo de pH na solucéo, essa estabilidade pode ser
interrompida. Por essa razao, a presenca de um estabilizador, atua como uma
camada protetora, envolvendo as nanoparticulas, evitando a agregacao entre
elas e mantendo a solucdo coloidal estavel por um periodo maior
(KHLEBTSOV; KHLEBTSOV, 2011). Os primeiros trabalhos de referéncia
sobre sintese de solug¢do coloidal com nanoparticulas foram publicados em
1951, por Turkevich et al.; e em 1973, por Frens.

Embora forcas eletrostaticas repulsivas estejam presentes na solucéo e
contribuindo para a estabilidade, as forcas atrativas de Van Der Walls, entre
particulas idénticas, também estédo presentes, colaborando para o equilibrio de
forcas e formando uma barreira energética (KRALCHEVSKY et al., 2008]. Esta
barreira, que caracteriza a estabilidade do sistema, pode aumentar ou diminuir,
pois é influenciada pela constante de Hamaker (influéncia na intensidade da
forca de Van Der Walls), do potencial elétrico das superficies das particulas e
da concentracdo do eletrdlito (meio) (ZHOU et al., 2009). A Figura 8, mostra um
esquema ilustrativo do comportamento da pressdo de desequilibrio (P),
provocada por essas forcas, em funcdo da distancia (h) ou tamanho, em escala

nanomeétrica, dessa barreira de energia.

Figura 8 — Esquema do comportamento da pressédo gerada por forcas (Coulomb e Van Der
Walls) em funcéo da distancia.
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Fonte: Adaptado de Kralchevsky et al (2008).

Esse minimo primario, representa a menor distancia entre
nanoparticulas, na qual o processo de desestabilizacdo seria irreversivel. O
minimo secundario, representa uma distancia limite para agregacdo, porém o
processo é reversivel. Condicdes melhores de equilibrio estdo representadas
pelos pontos 1, 2 e 3. Quando as nanoparticulas sdo envolvidas por uma
camada organica, na sua sintese ou funcionalizacdo, esses processos de
desestabilizacdo que provocaria a aglomeracéo das particulas, sdo eliminados
ou minimizados (VIEIRA, 2015).

Neste contexto, nanoparticulas de ouro apresentam propriedades
diferenciadas como a elevada estabilidade quimica e eficiente absorgéo de luz
visivel na regido SPR (ANIKEEVA; DEISSEROTH, 2012). Permitem a
funcionalizacdo com tidis, dissulfetos e aminas, conjugando-as com
biomoléculas, visando aplicacdes biomédicas (OJEA-JIMENEZ; PUNTES,
2009). Possuem elevados coeficientes de extingdo para as bandas que
originam suas intensas cores, dependentes do tamanho, concentracdo e

distancia interparticulas; o que as tornam opc¢cOes para estratégias
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colorimétricas de deteccdo e sequenciamento de DNA (MIRKIN et al., 1996).

Alguns exemplos de resultados colorimétricos sdo mostrados na Figura 9.

Figura 9 — Solucdes coloidais de nanoparticulas de ouro, demonstrando o processo de
ressonancia plasménica, com resultados colorimétricos em funcdo dos didmetros.

:

18nm 250nm

Fonte: Figueira; Santos (2017).

A deteccéo colorimétrica de DNA com a utilizagdo de AuNPs foi descrita
por Mirkin et. al. em 1996. Nesse trabalho, os autores potencializavam
aplicacdes de solucbes coloidais de metais e semicondutores, em sensores
quimicos, fabricacdo de nanoestruturas e métodos de microimagem.
Propuseram a funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro com sequéncias de
oligonucleotideos tiolados, complementares a uma sequéncia de DNA alvo,
possibilitando explorar propriedades oticas, eletrbnicas e estruturais dos
coléides resultantes dessa hibridacdo. Demonstraram a atratividade dessas
nanoparticulas para utilizagdo de sensores colorimétricos e estratégias de
sequenciamento para DNA (MIRKIN et al., 1996).

Em 1998, Storhoff et. al. descreveram a deteccdo de polinucleotideos,
alguns até com alguma mutacdo de base, baseada em sondas de
nanopaticulas de ouro, utilizando o processo de funcionalizacdo das suas
superficies. Ao identificar o alvo, no processo de hibridagdo, o autor relata a
mudanca de cor observada na solucdo, do tom vermelho para um roxo,
referindo-se a ressonancia plasménica. Essa metodologia de deteccdo

colorimétrica e determinacdo da sonda, conclui, podem ser Uteis no diagnostico
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de doencas genéticas que contenham mutacdes de nucleotideo Unico
(STORHOFF et al., 1998).

Este método chamado de cross-linking utiliza nanossondas, que sao
nanoparticulas de ouro funcionalizadas a duas sequencias diferentes de
oligonucleotideos complementares ao alvo de interesse. Quando acontece a
hibridacdo destas nanossondas com o alvo, hd uma aproximagao/aglomeracéo
das nanoparticulas de ouro, alterando a cor da solu¢do. A Figura 10, ilustra o

teste cross-linkig e o resultado colorimétrico.

Figura 10 — llustracéo do teste colorimétrico cross-linking
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Fonte: Laboratério de Nanossensores (IP&D)

Esta metodologia foi aprimorada por Baptista et al. em 2005, passando a
se chamar de non-cross-linking. De acordo com o seu trabalho, nanoparticulas
de ouro funcionalizadas com Tiol, foram utilizadas em ensaio colorimétrico para
deteccdo de uma sequéncia especifica de RNA total extraido de célula.
Destaca o baixo custo da metodologia, a obtencéo de resultados em menos de
15 min, a ndo necessidade de controle de temperatura e a facil identificacédo
dos resultados colorimétricos (BAPTISTA et al., 2005).

Em 2006, P. Baptista et al. usaram o método colorimétrico para
identificacdo rapida e com alta sensibilidade para deteccdo do Mycobacterium
tuberculosis, em 73 amostras clinicas. Um oligonucleotideo especifico, com tiol
(tio-GGACGTGGAGGCGATC), foi utilizado para funcionalizagdo da
nanoparticula de ouro. Enfatizam que o custo total, por amostra, foi menor do
que US $0.35 (incluindo PCR de primeira rodada), que é consideravelmente
menor do que para outros métodos, finalizam (BAPTISTA et al., 2006). Em
2012, Martins et al., realizaram testes colorimétricos semelhantes para a
identificacdo do P.  brasiliensis. Um fragmento especifico (SH-
TCCGTAGGTGAA), de uma sequéncia de DNA com 647 pares de bases, foi
selecionado para a construcdo das nanossondas. Os resultados dos testes
foram satisfatorios (MARTINS et al., 2012). Em 2015, Ferreira et al. consideram
a técnica adequada por contribuir com estudos epidemiolégicos e para
realizacdo de testes em areas mais remotas e carentes de recursos pois nao
requer procedimentos adicionais, além da amplificacdo de genes, sendo mais
seguras e baratas do que métodos de eletroforese. Nesse trabalho,
funcionalizaram nanoparticulas de ouro com tiol modificado e sequéncia
especifica (SC4-GGTGCGAGGTC). O gene gp43 foi a sequéncia alvo, pois € o
maior componente antigénico do P. brasiliensis. Sugerem, portanto, que esta é
uma alternativa de colaborar com diagnosticos relacionados ao fungo
(FERREIRA et al., 2015). Em publicagdo de 2019, Candido et al., utilizaram
outra sequéncia com tiol (Tiol-GCGCACAAGTAGAGT), para identificagdo
molecular do P. brasiliensis. O grupo realizou 100 testes no total, entre
positivos e negativos. Os resultados colorimétricos foram acompanhados de

analise por espectroscopia na regido visivel do espectro eletromagnético. Uma
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das analises estatisticas utilizadas, calculou a sensibilidade dos testes em 92%
e a especificidade em 80% (CANDIDO et al., 2019).

A técnica possibilitou se reduzir a uma Unica sequéncia de
oligonucleotideos associada a adicdo de uma solucdo salina reveladora de
baixo custo. O mecanismo de acdo baseia-se na estabilizacdo coloidal das
nanossondas quando hibridizadas e, na mudanca de coloragdo devido a
aglomeracao das nanossondas pela agéo da solugéo reveladora para DNA nao
complementar (BAPTISTA et al., 2005). Neste caso, nos testes positivos, 0
DNA complementar se liga as nanossondas, aumentando a estabilidade da
solugdo. A mudancga de cor, do tom vermelho para o azul, ocorre nos testes
negativos por interferéncia da solucéo salina. Outra vantagem desse método,
além do menor custo, € o aumento nos valores de sensibilidade e
especificidade nas deteccdes de sequéncias de DNA e RNA (DORIA et al.,

2007). A Figura 11, ilustra o teste non-cross-linkig e o resultado colorimétrico.

Figura 11 — llustracéo do teste colorimétrico non-cross-linking
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Fonte: Castilho et al. (2015).

Porém este método também foi aperfeicoado e substituido por uma
versdao mais simples chamada de label-free. Com esta técnica é possivel
reduzir custos com reagentes e tempo de procedimentos. Os testes sdo feitos
utilizando solugbes com nanoparticulas de ouro, oligonucleotideos e uma
solucéo reveladora, que s&o adicionados ao DNA teste (COMPARATO FILHO,
2017). Os testes apresentaram bons resultados de especificidade e
sensibilidade (WANG et al., 2006).

Dentre estas metodologias, o label-free apresenta a grande vantagem de
nao haver a necessidade do procedimento de funcionalizacdo, dispensando
consumo de tempo e reagentes (HUIXIANG; ROTHBERG, 2004). Elimina-se a
utilizacdo de oligonucleotideos tiolados, também a incubacdo e a purificacao
dos nanossensores. A funcionalizacdo de AuNPs pode ocorrer entre 24 e 48
horas (CANDIDO et al., 2019).

Em 2016, Comparato Filho et al. publicaram estudos sobre a influéncia
da concentracdo de oligonucleotideos, presentes em solucdo salina, na
estabilidade coloidal de nanoparticulas de ouro. A pesquisa obteve resultados
importantes e necessarios para a continuidade dos testes de identificacdo
molecular pela metodologia label-free (COMPARATO FILHO et al., 2016). Em
2018, realizaram testes colorimétricos com intuito de auxiliar no diagndstico da
paracoccidioidomicose. Para a identificacdo do agente causador, realizaram
duas baterias de testes, uma para cada oligonucleotideo. Utilizaram duas
sequéncias especificas (GP43 e GP27) do patdgeno. Para a primeira, 0s
resultados de sensibilidade e especificidade foram superiores aos 95%. Para a
segunda, os resultados foram superiores aos 91% (COMPARATO FILHO et al.,
2019). No mesmo ano, Baetsen-Young et al., exploraram as propriedades
Oticas de nanoparticulas de ouro para a deteccdo de DNA alvo e estudo da
estabilidade coloidal. Utilizaram dextrina, em vez de citrato na sintese, para o
desenvolvimento de um nanossensor de DNA genémico ndo amplificado, além
de uma sequéncia especifica para sonda. Concluiram que as nenoparticulas,
neste caso, sdo mais estaveis, mesmo para concentracdes de solucdes salinas

cinco vezes maiores. A deteccdo do DNA alvo, também péde ser efetuada em
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limites menores, dispensando reagentes caros e sensiveis a temperatura
(BAETSEN-YOUNG et al., 2018).

Khanylle et al., no artigo publicado de 2019, realizaram testes para
deteccdo de dopamina. Varias concentracdes foram testadas adicionadas as
AuNPs, ocasionando, ao longo dos testes, mudancas na forma e tamanho das
particulas e, consequentemente, na cor final da solugcdo, que puderam ser
confirmadas nas curvas espectrais observadas na regido do visivel. A partir de
uma concentracdo 2,5 nM, as mudancas de cor puderam ser facilmente
observadas. A sonda foi experimentada em amostras de sangue. Os resultados
foram satisfatorios e conclusivos. Os autores acreditam se tratar de uma
promissora alternativa para deteccado da dopamina sem instrumentagcao e para
aplicac6es de diagnéstico rapido (KHANYLLE et al., 2019). Yousefi e Saraji, em
artigo publicado no mesmo ano, desenvolveram um sensor Otico para a
deteccdo da adenosina na urina humana. Utilizaram nanoparticulas de prata,
de ouro e uma sonda especifica de reconhecimento. A faixa de concentracéo
da adenosina foi de 60 nM até 280 nM, com limite de deteccédo a 21 nM. Os
testes puderam ser realizados com amostras de urina de pacientes com
cancer. Os resultados confirmaram o excelente potencial da metodologia
(YOUSEFI; SARAJI, 2019). Os testes foram feitos em duas triplicatas. No artigo
publicado em 2019, Candido et. al., utilizaram a metodologia label-free para
identificagdo do P. brasiliensis com uma outra sequéncia especifica (rRNA). Os
resultados foram satisfatorios. A estatistica dos resultados foi apresentada
através de dois métodos (curva ROC e ajuste de curvas Gaussianas). A
acuracia, cujo valor mais préximo de 1 indica exceléncia nos resultados,
calculada por ambos foi de 0,976. Uma concluséao de alta sensibilidade e alta
especificidade (CANDIDO et al., 2019).

A Figura 12, ilustra o teste label-free e o resultado colorimétrico. A Figura
13 mostra um diagrama dos testes, contendo, desde a desnaturacao do DNA e

a aglomeracao das particulas.

Figura 12 — llustracao do teste colorimétrico label-free
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Fonte: Laboratério de Nanossensores (IP&D)

Quanto ao processo de desnhaturacdo do DNA, aumentando-se a
temperatura, as pontes de hidrogénio se rompem. Diminuindo-se a
temperatura, ocorre a hibridagdo, devido a interacées intermoleculares
relacionadas as cargas envolvidas, e uma hélice complementa a outra devido

ao pareamento das bases nitrogenadas (ROSELINO, 2008).

Figura 13 — Diagrama do mecanismo do teste label-free
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Fonte: Huixiang e Rothberg (2004).

Neste método, o teste positivo é feito utilizando uma mistura composta
de nanoparticulas de ouro, fita simples de DNA (ssDNA) e uma fita dupla de
DNA complementar a ssDNA. No teste negativo, a sSSDNA nao é complementar
a fita dupla de DNA. Ambas as amostras sdo submetidas a um ciclo de
temperatura para a desnaturacdo e anelamento do DNA, possibilitando a
estabilizacdo das nanoparticulas dependendo do DNA (HUIXIANG;
ROTHBERG, 2004).

O teste positivo apresenta uma mudanca de coloracéo de vermelho para
azul, o teste negativo permanece vermelho, conforme demonstrado na Figura
14.
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Figura 14 — Resultado de teste colorimétrico label-free: a) teste positivo, b) teste negativo.

a)b ! b)

Fonte: Autor. Laboratério de Nanossensores.

O teste negativo permanece na cor vermelha, pois as ssDNA
apresentam uma forte atracdo eletrostdtica com a camada de citrato
depositada na superficie das nanoparticulas. Esta camada recobre as
nanoparticulas de ouro impedindo que ocorra uma aglomeracao induzida pela
adicdo da solucdo salina. Esta, adicionada ao meio, ira substituir o citrato,
causando desestabilizacdo e aglomeracao, assim a solucdo muda de vermelho
para azul. A eficiéncia dessa atracdo pode se alterar com o comprimento da fita
de DNA e a variagao da temperatura (HUIXIANG; ROTHBERG, 2004).

Conforme os varios exemplos citados, AuUNPs tém diversas aplicagdes,
como na deteccdo de biomoléculas, por sua alta relacdo superficie/volume e
propriedades Gticas Unicas. Essas caracteristicas, facilitam o desenvolvimento
de ferramentas de biossensoriamento para a identificagcdo seletiva de
patdgenos. As técnicas colorimétricas, aplicam-se a métodos rapidos, simples,
confidveis, eficientes e baratos no reconhecimento de DNA, RNA e
biomoléculas de proteinas. As nanoparticulas atuam de formas funcionalizadas
e nao funcionalizadas, 0 que otimiza ainda mais o0 processo em termos de
reducdo de tempo e custo. Além disso, resultados conclusivos dispensam
dispositivos adicionais, instrumentos caros e complexos. As metodologias
apresentadas podem ser utilizadas em areas remotas e de poucos recursos,
gue demandem grande numero de analises de amostras (SHAFIEI et al.,
2019).

3.7 Nanotecnologia voltada ao diagnéstico de doencgas
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Na area médica, uma das mais promissoras, a maior aplicacdo ¢ em
diagnosticos e terapias. Os resultados abrangem desenvolvimento de
nanossensores de alta precisdo, ndo invasivos e maior especificidade em
meios de contrastes (HEATH et al., 2009). As nanoparticulas tém recebido
muita atencdo em diversas areas, incluindo funcionalidades biomédicas.
Estudos e aplicacdes proporcionam contribuicbes para a prética clinica, no
diagnostico por imagem e na liberacdo controlada de farmacos (COIMBRA,
2013).

No diagnéstico de doencas, os métodos convencionais de deteccao
molecular, como o ELISA e Teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI),
promovem, algumas vezes, reacfes cruzadas (YASUDA et al., 2006). Testes
como BAAR e broncoscopia sdo eficientes em diagnosticos, porém existem
registros de resultados negativos, pois a sensibilidade destes métodos esta
associada a varios fatores (NOGUEIRA et al.,, 2011). Novos meétodos de
diagnostico baseadas em PCR e utilizacdo de nanoparticulas oferecem um
aumento de sensibilidade e especificidade, permitindo uma forma de
diagndstico colorimétrico de menor custo.

As metalicas sao utilizadas em diagnésticos devido a propriedades como
geometria, alta reatividade em células vivas, estabilidade em altas
temperaturas e propriedades 6ticas (CANDIDO et al., 2019). As de ouro e prata
sdo mais pesquisadas e aproveitadas. Ao contrario do que muitos podem
imaginar, as sinteses de nanoparticulas desses dois metais sdo realizadas a
baixo custo. Nao existe uma relacdo direta com o preco elevado dos metais
sélidos comercializados. Coloides de cobre também apresentam a frequéncia
de SPR na parte visivel do espectro eletromagnético, motivando estudos de
efeitos plasmoénicos. As de oxidos de ferro, tém sido utilizadas em aplicacdes
de imagens de ressonancia magnética, farmacos e em hipertermia. Na
Ressonancia Magnética, para se obter uma melhora no sinal e melhores tons
de cinza nas tomografias computadorizadas, essas particulas em escalas
nanométricas, abaixo de 10 nm, sdo utilizadas (TOMA; ARAKI, 2011).
Nanoparticulas envolvendo ligas de ferro/platina e cobalto/platina também tém
sido pesquisadas (MARTINS; TRINDADE, 2012).

O processo de funcionalizagcdo de nanoparticulas envolvendo suas

superficies permite inUmeras possibilidades de aplicacbes (NGHIEM et al.,
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2010), devido a caracteristicas como o tamanho, a carga superficial entre
outros, que se relacionam diretamente com a sua finalidade (BOULAIZ et al.,
2011). Estas propriedades permitem aplicagbes em novas formas de
diagnosticos e terapias, (CARUSO et al.,, 2012), podendo-se destacar 0s
carreadores de drogas para aumento da eficiéncia farmacolégica (HUANG et
al., 2006).

Complexos formados por nanoparticulas funcionalizadas, seja com
farmacos ou com moléculas de reconhecimento ou ambos, melhoram a
biodistribuicdo, 0 acesso aos tumores e, consequentemente auxiliam no
diagnoéstico e aumentam a eficicia dos tratamentos (CASTILHO, 2017). Alguns
grupos funcionais, como tiol, apresentam alta afinidade quimica pelas
nanopaticulas de ouro, o que permite a funcionalizacdo de biomoléculas como
lipidios, proteinas, oligonucleotideos e fotossensibilizador (SHI et al., 2004).
Quando associadas a medicamentos, catalisadores, enzimas, DNA, anticorpos
ou antigenos tornam-se transportadores quimicos, guiados no corpo humano.

O tamanho do mercado global de nanomedicamentos foi de US$ 53
bilhdes em 2009, com taxa anual de crescimento superior aos 13%. Em 2014,
ultrapassou os US$ 100 bilhdes. Em 2018, programas da Unido Europeia
investiram €430 milhdes em 84 projetos de pesquisa nessa area, enquanto os
Estados Unidos investiram o equivalente a US$ 445 milhdées (BOSETTI,
JONES, 2019). Desde o inicio dos 2000, governos de paises como: Alemanha,
Austrélia, Brasil, Canada, Estados Unidos, Franca, india, Italia, Jap&o, Reino
Unido e Suiga investem nas areas de biotecnologia e medicina. No caso dos
Estados Unidos, trata-se de uma parcela de investimento em nanotecnologia
da ordem de US$ 3,7 bilhdes; na Unido Europeia, da ordem de US$ 2 bilhdes e
no Japdo, da ordem de US$ 750 milhdes (SILVA, 2015). O mercado mundial
em nanotecnologia deve superar os US$ 125 bilhdes até 2024 (MUFAMADI,
2019). Em 2015, investimentos dos governos da Unido Europeia, Estados
Unidos e Japdo superaram US$ 3 bilhdes (ADAM; YOUSSEF, 2019). A
industria de nanomedicamentos, estima-se, devera atingir um valor de mercado
em torno de US$ 334 bilhdes em 2025 (BOSETTI; JONES, 2019).
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4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.1 Espectroscopia no UV-Visivel

A andlise de amostra por espectroscopia na regido do UV-Visivel baseia-
se na interacdo de um feixe de radiacdo eletromagnética com a amostra,
podendo acontecer os fendbmenos de refletancia, absorbancia e transmitancia.
Quando esta radiacédo € absorvida pela estrutura atbmica da amostra, existe a
probabilidade de elétrons serem promovidos de um orbital menos energético
para um mais energético (PAIVA et al.,, 2013). Os registros de todas as
absorcdes em funcédo do comprimento de onda formam um espectro UV-Visivel
caracteristico, permitindo calcular a concentracdo de um soluto em um solvente
por meio de um gréafico de absorcdo versus concentra¢do, quando obedecida a
lei de Lambert-Beer (BARBOSA, 2007), descrita na Equacdo 8 (LIU et al.,
2007).

c=4 [8]

Nela, 4 é o valor da absorbancia, /é o caminho 6tico em cm e £é o coeficiente

de extingdo molar (MAYERHOFER; POPP, 2019). O coeficiente, para
nanoparticulas de ouro, pode ser calculado pela Equacdo 9 (NAVARRO;
WERTS, 2013).

A=47x10*M"tecm™t,y = 3,3,d < 85nm

9
A=16x108M"tcm™t,y =1.47,d > 85nm 5]

ouro __ y
EMax = Ad {

4.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Seu principio de funcionamento baseia-se na interacdo da radiacéo
infravermelha com a matéria (HELM et al., 1991). No espectro eletromagnético,
refere-se as ondas de comprimento entre 2,5 um e 25 um, que correspondem
aos nimeros de onda entre 4000 cm™ e 400 cm™, respectivamente (MAITY et
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al., 2013). Quando a radiagdo infravermelha passa através de uma amostra,
em comprimentos de onda especificos, ela tem a probabilidade de ser
absorvida, podendo ocasionar nos grupos funcionais das moléculas presentes
estiramentos e deformacdes angulares. O espectro de absorcao, obtido no final
do processo, caracteriza o composto e nos fornece informacfes da sua
composicdo quimica (DAVIS; MAUER 2010).

A teoria classica de Maxwell sobre o eletromagnetismo propds que
energia é emitida em forma de ondas eletromagnéticas, geradas por cargas em
aceleracdo ou em movimentos harménicos. Planck propés que essa energia
emitida por um oscilador é determinada pela frequéncia, por uma constante e
por um ndmero inteiro, ou seja, uma energia quantizada, ndo continua. Seu
conceito de radiacdo emitida relacionava-se com a onda eletromagnética.
Coube a Einstein definir o conceito de féton, que possui a propriedade de onda
eletromagnética e a propriedade de energia quantizada (ALPEN, 1998). A
Mecéanica Quantica define a radiacao eletromagnética como fétons de energia
gue se propagam na velocidade da luz. Portanto, essa energia s6 € absorvida
de forma discreta, em guantidades especificas e depende da frequéncia. Essa
relacdo entre a energia e a frequéncia, que também poderia ser expressa em

frequéncia angular (w), é dada pela Equacédo 10 (PLANCK, 1901):

W
= hw

:hﬁ_

=l

E=h
: [10]

sendo /4 a constante de Planck (6,6260 x 10** J.s).

Quando a frequéncia desta radiacao incidente se aproxima de uma das
frequéncias naturais de vibracdo da amostra, existe a probabilidade de ocorrer
absorcdo do féton, relacionado a um modo normal de vibragdo especifico.
Neste processo, ocorre uma transi¢cdo entre os niveis de energia vibracionais,
de um menos excitado para um mais excitado (PASQUINI, 2003), que podem
resultar em estiramentos ou deformacgcdes nas ligacbes dos atomos que
constituem a molécula. Em outras regides do espectro, como:
ultravioleta/visivel ou micro-ondas, as transigcbes seriam eletrbnicas e

rotacionais, respectivamente. A soma destes trés tipos de energia compde a
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energia total da molécula (AGUIAR, 2016). A Figura 15 ilustra uma
representacdo dos niveis de energia.

Figura 15 — Representacao dos niveis de energia eletrdnica, vibracional e rotacional.
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Fonte: Juliano (2020)

As perturbacbes causadas pela irradiagdo do material estéo
correlacionadas com as transi¢cdes vibracionais, que podem ser quantificadas
por meio das bandas de absorcdo registradas no espectro de infravermelho,
qgue representam as ligacdes quimicas intrinsecas de cada amostra (PAIVA et
al., 2013). Na identificacdo dos modos vibracionais consideram-se as vibracdes
de valéncia, na dire¢do da ligacdo quimica de estiramento (“stretching”) ou de
deformacgéo, que sdo perpendiculares as ligagbes quimicas (“bending” pura,
“wagging”, “twisting” ou “rocking”) (SILVERSTEIN et al., 2007). Alguns estdo
exemplificados na Figura 16.

A frequéncia de absorcdo depende das frequéncias naturais da amostra
e a sua intensidade depende especificamente da eficiéncia de absorcao, que é
representada pela mudanca no momento de dipolo elétrico das ligacbes em
funcdo das vibracbes da estrutura atdbmica. Esse movimento pode ser
representado pela série de Taylor, representada pela Equagdo 11 (TAYLOR,
1717):
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du 1
u(q) = ug + (—) q+=|==) ¢*+
dq/, !

0 , [11]

sendo 7 a coordenada interna, Ho g vetor do momento do dipolo permanente.
A derivada, que representa a posicao de equilibrio, deve ser diferente de zero,
para que ocorra a interacdo da radiacdo com a molécula (SALA, 2008). Nao
existindo a variacdo do momento dipolar elétrico, ndo ocorre absorcdo da

irradiacao.

Figura 16 — Classificacao vibracional de um grupo metileno
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Fonte: Gonsalves et al (2005).

A absorcéo é mais intensa quanto maior for a diferenca entre o momento
dipolar elétrico dos estados fundamental e excitado (WARTEWIG, 2003). Um
modelo classico, embora simples, para uma analogia da interagdo entre
radiacdo e matéria, envolve uma molécula diatbmica (duas esferas de massa

m; e my). Ambas estariam conectadas por uma mola de constante k, e sujeitas
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a uma forca de modulo constante. Pela lei de Hooke, da Mecéanica, a energia

do sistema é representada pela Equacéo 12 (HOOKE, 1678):

h k mpm;
E= —\|— p=—"—
27[ I‘l m; —+ m»
[12]

sendo M massa reduzida. A vibracdo molecular pode ser analoga a um
oscilador harménico, no qual, a energia potencial V, € dada em funcdo do

deslocamento x, dos atomos, conforme Equagéo 13 (PASQUINI, 2003):

[13]

A Figura 17 ilustra como seria 0 comportamento dessa energia potencial
em funcdo do deslocamento dos atomos, das posi¢cdes de equilibrio, se fosse
um sistema de energia continua. A parabola do potencial é uma aproximacao
da situacédo ideal de vibracdo. As setas designam transicdes de absorcao,

setas invertidas indicariam transi¢cdes de emissao (PASQUINI, 2003).
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Figura 17 — Representacao de um sistema de energia continua, harmdnica (A) e anarménica
(B). Potencial de uma molécula diatdmica.
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Fonte: Pasquini (2003).

A transacgdo fundamental ocorre do estado fundamental (v = 0) para o
excitado (v = 1). TransacfGes que ocorram do estado fundamental, para outros
estados excitados (v = 2, v = 3, etc.), como nos movimentos anarménicos, sdo
chamadas de overtones (WARTEWIG, 2003).

Vale ressaltar que, sistemas moleculares séo discretos ou quantizados.
Neste caso, sistema discreto ou quantizado, a energia de vibracdo de uma
molécula diatdmica, em cada nivel vibracional, é descrita conforme Equacédo 14
(PLANCK, 1901):

1
E,ip = hv, ( n +—),pam n=20,1,23..
2 , [14]

sendo Y0 a frequéncia vibracional do estado fundamental da moléculae 1 é o

namero quantico vibracional. Ao considerarmos a série de Taylor para a
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energia potencial da vibracdo em funcao da deflexdo da coordenada interna q
teriamos a Equacao 15 (AGUIAR, 2016):

dv 1 /dv?

(@) =V, (dq)oq 2! (dqz)oq
: [15]

sendo Yo o termo constante, que pode ser zero dependendo do referencial
adotado; a primeira derivada refere-se a um pequeno deslocamento dos
atomos; a segunda derivada resulta em uma curva de potencial, do movimento
harménico elétrico, representado por uma pardbola conforme a Figura 17 (A).
Movimentos anarménicos, conforme representacdo em Figura 17 (B), ocorrem
quando sdo consideradas as derivadas seguintes da série de Taylor (...
(HOLLAS, 2004).

Neste contexto, a técnica de FT-IR permite caracterizar o material por
meio das ligagbes quimicas, mas com o conhecimento prévio da composi¢ao
das amostras, permite quantificar substancias presentes de forma rapida,
reprodutivel, confiavel, ndo destrutiva e sem a necessidade do uso de
reagentes quimicos (CASTILHO et al., 2015).

O principio interferométrico de funcionamento de um espectrémetro de
FT-IR é baseado no interferdbmetro de Michelson associado ao método da

Transformada de Fourier, como exemplificado na Figura 18.

Figura 18 — Diagrama esquematico de um espectrofotdbmetro de Transformada de Fourier
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Uma fonte de radiacdo, na regido do infravermelho do espectro
eletromagnético, emite um feixe de radiacdo direcionado a um divisor de feixes.
Metade dele é refletido, outra parte € transmitido e ambos os feixes sdo
combinados e direcionados para o compartimento da amostra. Entdo, apos
interagirem com o material, a radiagdo transmitida é registrada pelo detector.

O espelho movel permite um retardo 6tico (8), que da origem ao
fenbmeno de interferéncia, devido a variagdo do comprimento do caminho
otico. Consequentemente, ocorrerdo variacfes na intensidade dos sinais de
saida, que terdo valores maximos e minimos para interferéncias construtivas e
destrutivas, respectivamente. O sinal registrado no detector forma um
interferograma, cuja intensidade pode ser descrita pela Equacdo 16 (PERKINS,
1986):

1(8) = B(v) cos (271%), [16]

sendo 1(8) a intensidade do sinal do detector em uma fungédo de retardo 6tico

e B(v) é aintensidade ou brilho da fonte em funcéo da frequéncia.

Para exemplificar, considere uma fonte com apenas duas frequéncias de
emissdo, conforme diagrama da Figura 19. Quando as frequéncias estdo em
fase acontece uma interferéncia construtiva, sendo & um mudltiplo inteiro do
comprimento de onda (0, A, 2X, 3A...). Porém, para as ondas fora de fase (A/2,

3M2, 5M12, 7TAI2...), as interferéncias sdo destrutivas.

Figura 19 — Interferograma da combinacé&o de duas frequéncias diferentes.
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B(V) 1(3)

o) M~

v \

1|u\u

M-

v v,

Fonte: Perkins (1986).

A mesma equacédo pode ser escrita em termos do numero de ondas Vv,

que é o inverso do A. No caso aplicado, a fonte de radiacdo emite fétons de

diversos 2, o interferograma soma os sinais, conforme mostrado na Figura 20.

Figura 20 — Interferograma de um sinal tipico
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Fonte: Perkins (1986)

Neste grafico podemos observar o sinal intenso para 6 = 0, devido as
ondas estarem em fase. Todavia, com o aumento do deslocamento, as ondas
tendem a ficar fora de fase e o sinal torna-se ruido. Esta intensidade de sinal
pode ser representada pela Equacao 17 (PERKINS, 1986):
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1(6) = fooo B(v) cos(2mdv) dv. [17]

A técnica matematica para a conversdo do interferograma para o
dominio da frequéncia utiliza a Equacao 18 (PERKINS, 1986):

B() = ["71(6) cos(2nvs) db,
[18]

sendo, B(v) a intensidade do espectro em funcéo do nimero de ondas.

Neste contexto, o interferograma e 0 espectro estado relacionados pela
Transformada de Fourier (FT). Assim, este tipo de espectroscopia no
infravermelho, na qual o espectro € obtido por meio da FT de um
interferograma € conhecida como Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier, ou FT-IR.

Esta técnica é muito sensivel a micro atmosfera da sala em que o
equipamento esta instalado. As variacbes com vapor de agua e dioxido de
carbono contribuem para o resultado espectral da amostra. Portanto, é
necessario adquirir um espectro cuja amostra representa a prépria micro
atmosfera da sala (background), subtrai-lo do espectro inicial da amostra e
assim obter o espectro final. Na Figura 21, observa-se um exemplo do espectro
inicial (em vermelho) de uma amostra e o espectro final (em azul), subtraido o

background.

Figura 21 — Efeito do vapor d’agua e diéxido de carbono no espectro de uma amostra.
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4.3 Espalhamento dindmico da luz

O método de espalhamento dindmico da luz (DLS), também conhecido
como espectroscopia de correlacdo de fétons ou fotbnica (PCS), permite
determinar os coeficientes de difusdo e a sua distribuicdo para solucfes
coloidais de nanoparticulas (PEREIRA, 2014). Sua determinacédo é possivel por
meio da andlise das variacdes na intensidade da radiacdo dispersa e ele
permite calcular o raio hidrodindmico dessas nanoparticulas (MILLER et al.,
2010). E baseado em uma medicdo da funcdo de auto correlacdo para as
flutuagbes da intensidade da luz espalhada (KHLEBTSOV; KHLEBTSOV,
2011).

Assim, a informagédo dos tamanhos, formas e interagcdes dos difusores
(em sistemas diluidos ou concentrados), bem como sua estrutura e dinamica
interna podem ser observadas (NOSKIN, 1983). A disperséo de luz acontece
no momento que um feixe de luz interage com particula com tamanhos
menores ou iguais ao comprimento de onda deste feixe. Detectam-se
flutuagbes na intensidade de luz dispersa, gragas ao movimento Browniano
(FIGUEIRA, 2011) dessas particulas, que depende das suas dimensdes, ja que

as menores possuem maior mobilidade. O coeficiente de difusdo das particulas
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€ obtido pela verificacdo das flutuacdes, sendo possivel calcular o raio
hidrodindmico pela equacéo de Stokes-Einstein como mostrado na Equacao 19
(HUNTER, 2013):

RT
Naé6mla’

[19]

A grandeza D é a constante de difusdo, R € a constante dos gases perfeitos, T
€ a temperatura absoluta da solucdo, Np é a constante de Avogadro, ] é a
viscosidade do meio e a é o raio hidrodinamico da particula.

O valor do raio hidrodindmico, por esse calculo, € normalmente superior
se comparado com outras técnicas como, a microscopia eletrbnica de
transmissdo, de varredura e difracdo de raios-X. Este fato é devido a camada
de solvatacdo (XU, 2008) que se forma eletrostaticamente ao redor da
nanoparticula, aumentando efetivamente o seu raio (DASARY et al., 2010). Por
essa técnica, é possivel determinar o tamanho das particulas em suspenséo de
uma forma rapida e confidvel em amostras com baixa dispersdo de tamanhos,

além de depender consideravelmente da estabilidade das solu¢des coloidais.
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5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

5.1 Principal Components Analysis

Os resultados de experimentos envolvem a analise de muitas variaveis
e, muitas vezes poucas delas detém informacdes relevantes. Os espectros de
FT-IR de material biolégico sdo muito similares, muitas vezes as varia¢cdes nao
sdo perceptiveis sem utilizar ferramentas estatisticas e métodos matematicos
que permitam identificar, quantificar e discriminar as bandas neles contidas.
Entre eles destaca-se aqui a andlise multivariada, incluindo a de componentes
principais (PCA, Principal Components Analysis) (SANTOS et al., 2012).

A analise por componentes principais (PCA) é uma técnica estatistica de
muita utilidade com aplicacdes diversas e € uma técnica comum para encontrar
padrdes em dados de alta dimens&o (SMITH, 2002). Permite, por exemplo,
identificar, quantificar e discriminar as bandas contidas em espectros. Utiliza a
matematica de transformacdes lineares, visando minimizar um grande conjunto
de dados correlacionados em um pequeno numero de dados néao
correlacionados, denominados de componentes principais (PC) (CAETANO
JUNIOR et al., 2015, MOITA NETO; MOITA, 1998]. Em uma representacio
gréfica de dois eixos, (PC1) refere-se a maior parte da variacdo dos dados e
(PC2) uma menor variabilidade em relacdo a (PC1l) (JOLLIFFE; CADIMA,
2015). Neste trabalho, a andlise permitiu diferenciar os espectros FT-IR de
amostras.

Esta técnica possibilita identificar padrées em dados e expressa-los de
modo a destacar suas semelhancgas e diferengas. Por fim, reduzir o nimero de
dimensdes, minimizando perdas de informacdo. Transforma um conjunto de
variaveis correlacionadas em um grupo reduzido de variaveis ortogonais
(TURISSINI et al., 2017). O primeiro passo esta na escolha dos dados, pode-se
partir, por exemplo, de duas dimensdes. Sdo calculadas as médias desses
valores, conforme Equacbes 20 e 21 (SMITH, 2002); e, na sequéncia,
calculada uma matriz de covariancia. A covariancia entre duas variaveis pode
ser calculada pela Equacdo 22 (SMITH, 2002). Matrizes de autovetores

unitarios e autovalores da covariancia também sao calculadas.
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Xm = 255 ¥m = Ziznl = [20] e [21]
cov(X,Y) = L (Xi—Xm)(Yi-Ym)

’ n-—1 '
[22]

Estes autovetores sdo perpendiculares entre si @ mostram como 0S
conjuntos de dados estédo relacionados, verificando informagdes de maior ou
menor relevancia. No caso de se verificar autovalores com valores diferentes
e autovetores com valores mais proximos, conclui-se que o autovetor com o
maior autovalor é o principal componente do conjunto de dados. A definicdo
de uma matriz de covariancia para um grupo de dados de n dimensdes pode

ser representada pela Equacao 23 (SMITH 2002).

Cnxn = (ci,j, = cov(Dimi,Dimj)).

[23]
5.2 Anédlise de discriminante linear com validacéo cruzada

Essa analise linear € bastante conhecida com relacdo a reducdo de
dados. Dentre outras extensdes, utiliza-se juntamente com a técnica PCA.
Neste algoritmo de dois estagios, um passo intermediario de reducdo de
dimensdo usando PCA é aplicado antes do LDA. Algumas notacdes e
descri¢des utilizadas estéo listadas na Tabela 3. A diferenca mais significativa
entre o LDA tradicional e o 2DLDA (duas dimensdes) esta na forma de
representacéo de dados. No primeiro utiliza-se a representacdo vetorizada, no
segundo, os dados estdo em representacdo matricial, o que reduz
consideravelmente as complexidades de espaco e tempo de uma sobre a outra
(YE; JANARDAN; LI 2005).

A andlise discriminante deve ser realizada quando a atribuicdo do

meétodo de teste é conhecida para cada amostra, sendo entdo uma analise
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supervisionada. Sao fornecidas combinacdes lineares dessas variaveis que

maximizam, de certa forma, as informacdes do grupo nas amostras.

Tabela 3— Algumas notacdes e descrigfes utilizadas na LDA

Notacéo Descricao
N n° de imagens no conjunto de dados
K n° de classes no conjunto de dados
A imagem i em representacéo matricial
a imagem i em representacao vetorizada
R n° de linhas em A;
C n° de colunas em A;
N dimensdo de a(N=r*c)
I; classe j no conjunto de dados
L matriz de transformacéo (esq) por 2DLDA
R matriz de transformacéo (dir) por 2DLDA
| n° de interagcdes em 2DLDA
B; representacao reduzida de A; por 2DLDA
Iy n° de linhas em B;
l, n° de colunas em B;

Fonte: Ye, Janardan e Li (2005).

A técnica LDA, modela tanto a variancia intraclasse como as Gaussianas
multidimensionais. Procura direcbes no espaco que tem maxima
discriminabilidade e sdo mais adequadas para suportar tarefas de
reconhecimento de classe (PRINCE; ELDER 2007). Este método maximiza a
proporcdo entre as variagcdes de classes em qualquer conjunto de dados
especificos, garantindo dessa forma uma maior capacidade de separagdo. A
Figura 22 mostra como o processo de transformacgéo linear pode ser visto
projetando pontos de dados nos eixos de maximizacao representados pelos
autovetores (BALAKRISHNAMA; GANAPATHIRAJU, 1998).

Figura 22— Representacdo de dados e a regido de decisdo no espaco transformado.
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Regido de decisido
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Fonte: Balakrishnama; Ganapathiraju (1998).

Para aumentar a confiabilidade da andlise LDA, pode-se optar pela
validacdo cruzada (do inglés Leave One Out, LOOCV), fornecendo uma
estimativa por meio da probabilidade de erro de testes. Considerando a
Equacédo 24 (CAWLEY; TABLOT, 2003):

E{pt L.} = EL(x1,y1,x2,y2, ..., xL,yD1, [24]

onde pl;L, é a probabilidade de erro de teste em uma amostra de tamanho
l—1e L(x1,y1,x2,y2,...,xl,yl) mede o nimero de erros leave one out

em um conjunto de pares, {(xi,yi)}; de tamanho [. (CAWLEY; TALBOT

1l
2003).

O método envolve o fracionamento da amostra em subconjuntos que se
complementam e ao mesmo tempo, validando a analise em outro subconjunto.
Com o intuito de minimizar a variabilidade, diversas rodadas de validacao
cruzadas séo feitas utilizando diferentes particdes, quando cada amostra é
retirada/recolocada dos dados para validacdo do modelo (ZHANG; WANG,

2016).
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6 METODOS EXPERIMENTAIS

6.1 A cultura do P. brasiliensis e P. lutzii

Os isolados de P. brasiliensis (Pb18 e Pb03) e P. lutzii (Pb01) foram
gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de Camargo, responsavel pelo
laboratério de Micologia Médica e Molecular do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da UNIFESP de Sao Paulo. Estes trés isolados
representam linhagens filogenéticas de Paracoccidioides: PS2, S1 e lutzii
respectivamente (DESJARDINS et al., 2011). Os trés foram selecionados pela
Broad Institute e pela comunidade de pesquisa do Paracoccidioides, para
sequenciamento e andlise genémica (GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016). Esses
isolados foram armazenados, em sua fase leveduriforme, em meio YPD sélido
a 4°C. A obtencdo de células para a realizacdo dos ensaios de FT-IR ocorreu
por meio da adicdo de uma algada de células leveduriformes armazenadas, de
cada um dos isolados independentemente, a 20 mL de meio SD liquido (0,17%
base nitrogenada de levedura, 2% glicose, 0,5% casaminoéacidos, 0,5% sulfato

de aménio, pH 4,5) e incubacao, sob agitacédo (80 rpm), por 5 dias a 37°C.

6.2 Preparacao das amostras

Leveduras de todos os isolados foram coletadas apos centrifugacdo a
4000 rpm por 1 min, 25°C, formando “pellets”. Os sobrenadantes foram
retirados e os tubos completados com agua ultrapura deionizada até um
volume total de 1 mL, para cada amostra. Apds este processo ser repetido trés
vezes, o0s ‘“pellets” foram fixados com 60% de isopropanol (250 pL),
centrifugados a 6000 rpm por 1 min, 4°C e deixados para secar em fluxo
laminar vertical por mais 24 h. Entdo, as amostras foram diluidas em 200 pL
agua ultrapura. Foram colocados 10 pL em cada janela e na sequéncia

colocadas no vacuo por 30 min.

6.3 Espectroscopia e FT-IR
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Os espectros de FT-IR foram registrados na regido do infravermelho
médio, 700 a 4000 cm™, com resolucdo espacial de 6,25 um, com resolucdo
espectral de 4 cm™, pelo equipamento Spectrum 400 acoplado ao microscépio
Spotlight da empresa Perkin Elmer. Um background de 60 varreduras foi
adquirido por amostra. O background foi automaticamente subtraido dos
espectros das amostras pelo software. Um total de dez espectros foram
adquiridos por amostra. O experimento foi feito em triplicata, resultando em 30
espectros, em média, por grupo. As amostras foram colocadas em janelas de
fluoreto de calcio, por possuirem propriedades de transmissédo o6tica. Nao foi

utilizado atenuador ATR.

6.4 Analise dos dados

Considerando os espectros médios e desvios padrao, todos foram
corrigidos para a linha de base subtraindo por meio de uma equagéo polinomial
de quinto grau, seguida de normalizagc&o vetorial no LabSpec 5. Os espectros
da diferenca das espécies mostram a comparacao dos espectros médios entre
0s grupos estudados, adicionando os valores de p; valor numérico que variou
entre 0 el, que indica o quanto sao semelhantes (mais préximo de 1) ou
apresentam diferencas (mais préximo de 0). A andalise das componentes
lineares (PCA), a analise de discriminante linear (LDA) e o método de validacdo
cruzada (LOOCV) foram calculados por meio do programa MATLAB 2011,
apos a primeira derivada, interpolacdo na faixa espectral de 1200 a 1438 cm™ e
normalizacdo do vetorial. A deconvolucédo por ajuste Gaussiano e os calculos
das areas foram calculados no programa OriginPro 8.5, baseados nas bandas

visualizadas na segunda derivada dos espectros médios.
6.5Testes colorimétricos
6.5.1 Sintese das nanoparticulas de ouro
Baseou-se na metodologia de Lee e Meisel com algumas pequenas

modificacdes (LEE; MEISEL, 1982). Todos os reagentes foram adquiridos da

Sigma Aldrich. Inicialmente, uma diluicdo de acido tetracloroaurico (HAuCl,) foi
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feita em agua ultrapura (18,2 MQcm) para uma concentracdo final de 0,04%.
Esta solucdo foi aquecida até 98°C com agitacdo rotacional constante. Ao
estabilizar nessa temperatura, solugéo de citrato de sédio (Na3zCsHsO7) a 1% foi
acrescentada. Foram mantidas as condi¢cdes, por uma hora. A solucao coloidal
foi conservada a temperatura de 4°C.

Um volume 2 pL da solucdo coloidal de AuNPs foi caracterizado pela
espectroscopia UV-Visivel (DeNovix DS-11, USA), o espectro foi coletado na
regido espectral de 190 nm a 840 nm, com resolucédo de 1 nm e caminho 6tico
de 1 mm.

A analise de DLS da solugéo coloidal de AuNPs foi realizada utilizando-
se a cubeta de poliestireno 67758, Sarstedt, no equipamento Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments, UK). O diametro hidrodinamico foi calculado
considerando-se 200 uL da amostra a 21°C. A andlise do potencial Zeta foi
realizada em eletrodos capilares DTS 1070 da Malvern Instruments. A solucdo
foi injetada, com a utilizacdo de seringas, dentro dos eletrodos evitando-se a
formacdo de bolhas. As medi¢cdes foram feitas em triplicatas a uma

temperatura de 21°C.

6.5.2 Extragao e amplificacdo do DNA do Paraccocidioides sp

Para extracdo de DNA, as culturas foram processadas pelo método
descrito por Avila-Campos et al., (1994). Aproximadamente 10 mL de células
Uumidas do fungo foram lisadas mecanicamente por maceracdo em gral, na
presenca de nitrogénio liquido, até a formacdo de um pd. Este foi
ressuspendido em 25 mL de uma solugdo 50 mM de Tris, 100 mM de EDTA,
5% de sarcosil e proteinase K. Entdo, a solucdo foi homogeneizada
cuidadosamente por 10 min, incubada por 2 h a 56°C e centrifugada. O DNA do
sobrenadante foi purificado com pelo menos duas extragcbes de fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico (na proporgéo 50:49:1).

O levantamento dos diferentes isolados da espécie P. lutzii para o gene
gp43, foram alinhados por meio do programa MultAlin’s para determinar a
regido de amplificacdo. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) que foram
utilizados para a reacdo de amplificacdo do gene gp43 especifico para a

deteccdo molecular do P. lutzii foram desenhados por meio do banco de dados
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do National Center for Biotechnology Information. O fragmento amplificado
trata-se de uma regido conservadora presente nos diferentes isolados do P.
lutzii, descrito pelos primers “forward” 5° ACC AAG TCT TCG ATG AT 3’ e
‘reverse”5 TAG ACC TCG CAC A 3'. Entre as duas sequéncias, selecionamos
também uma “sonda” descrita por 5° CAG GGG TGC G 3’, para a realizacao
dos testes.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase utilizou 4 uL de DNA total extraido
do fungo, 200 ng/mL, 45 pL de PCR Supermix (Invitrogen™), 2 pL de cada
primer, 10 mmol L™?, especificos da sequéncia do gp43. O ciclo térmico foi
realizado num termocilador Biocycler (MJ96G). Os resultados foram avaliados
por um espectrofotobmetro e gel de agarose a 1,5%. Neste processo, 4 pL da
amostra do fragmento amplificado foi homogeneizada com 1 pL de Blue Juice
(Invitrogen™). A visualizacdo do DNA amplificado foi feita por meio da
fotodocumentadora Bio-Imaging Systems Visible and Ultraviolet. As amostras
resultantes foram quantificadas para determinacdo da concentracdo dos
produtos de amplificacdo obtidos, utilizando-se 1,5 pL da amostra, apés

processo de purificacao.
6.5.3 Testes colorimétricos

Os testes foram preparados misturando-se 5 pL de solucado coloidal de
nanoparticulas de ouro 4x10° mol L*, 2 pL de fragmento amplificado da
sequéncia “sonda”’, 10 pmol L™. Para o teste positivo, 2 pL de fragmento
complementar. Para o teste negativo, 2 uL de fragmento ndo complementar. Os
testes foram submetidos a um ciclo de temperaturas: 95°C por 5 min, 50°C por
10 min e 25°C por 10 seg (Biocycler MJ96G, Biosystems). Apés este ciclo
adicionou-se 1 pL de solucéo aquosa de MgCl, a 2,6 mmol L™. O tempo médio
de observacédo das reacdes apos a adicdo da solucao salina, foi de 8 min.

Os resultados dos testes foram analisados por meio do espectro UV-
Visivel, permitindo desenvolver um método grafico de andlise por areas abaixo
das curvas espectrais, como também pela curva ROC, por meio do OriginPro™

(versao 8.6).
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6.5.4 Analise logaritmica, curvas Gaussianas e curva ROC

Cingquenta pares de testes foram realizados. Por espectroscopia no UV-
Visivel, espectros de absorcéo foram obtidos para cada teste, individualmente.
A analise da qualidade dos testes positivos/negativos e dos espectros, em
ambos os casos, pbde ser verificada, primeiramente, por uma técnica
matematica utilizando calculos logaritmos de areas. Nesta andlise os testes
positivos e negativos foram classificados por meio da Equacdo 25
(COMPARATO FILHO, 2017).

In (al/a2),
[25]

sendo al e a2 os valores calculados de areas, por meio da integracéo, de duas
regibes espectrais. Os intervalos de integracdo das areas foram definidos entre
as bandas 488-530 nm (al) e 533-575 nm (a2), respectivamente. A Figura 23
exemplifica areas definidas (al e a2) para os testes negativos (espectro em

vermelho) e para os testes positivos (espectro em azul).

Figura 23— Exemplos de aproximacao de areas escolhidas abaixo das curvas de um teste
negativo e de um teste positivo.
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Fonte: Laboratdrio de Nanossensores — IP&D.
Calculando-se as areas, para um teste negativo e para um teste positivo,

separadamente; se al for igual a a2, a razéo entre al e a2 seria igual a 1, o
que significa que o célculo do logaritmo dessa razao seria igual a zero (In1 = 0).
Se al for maior que a2, a razao teria valor superior a 1, consequentemente o
logaritmo natural desta razéo seria positivo. Entretanto, se al for menor que a2,
a razao teria resultado menor que 1, portanto o In (al/a2) seria negativo.

O ajuste das curvas Gaussianas foi feito na regido da SPR do espectro
de absorcdo no UV-Visivel, dos testes positivos e negativos, entre 490 e 660

nm.
A curva ROC foi obtida pela média dos espectros de absorcéo.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Comparacgéo entre as espécies

As Figuras 24 — 26 mostram uma comparacao entre 0S espectros
médios (linhas) das amostras, desvio padrdo em forma de sobreposi¢cdo (areas
sombreadas). Para uma melhor observacdo de diferencas comparativas nos
espectros, foi feita a diferenca espectral em cada banda, associada a
comparacoes feitas por meio dos valores de p, destacando-se as regides
estatisticamente importantes.

Na Figura 24, Pb01 — Pb03, verificam-se valores negativos nas bandas:
1032 cm™, 1076 cm™, 1150 cm™, 2852 cm™ e 2922 cm™, associadas
principalmente a contribuicdo de estruturas de DNA e lipidios; e valores
positivos para as bandas em 1536 cm™, 1628 cm™ e 1656 cm™, associadas
principalmente aos modos vibracionais de proteinas. Nesta primeira
abordagem, observou-se devido a diferenca entre o0s espectros, mais

lipidios/DNA e menos proteinas no Pb03 comparado ao Pb01.

Figura 24— Espectro médio, diferengas espectrais entre Pb01, Pb03 e valores de p.

—— PBO1
—— Pb03
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Fonte: Comparato Filho et al. (2019).
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Na Figura 25, Pb0O1 — Pb18, verificam-se valores negativos nas bandas
atribuidas a proteinas em 1234 cm™ e 1256 cm™ e lipidios em 2956 cm™. Esta
diferenca revela menos proteinas, mais lipidios e DNA no Pb01 quando
comparado ao Pbl8. Outra observagdo importante € que as amplitudes da
diferenca espectral sdo menores quando comparado ao Pb0l1 — Pb03 (Figura

24), sugerindo maior similaridade de composicéo entre 0s grupos.

Figura 25— Espectro FT-IR médio, diferencas espectrais entre o Pb01 e o Pb18 e valores de p.
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Fonte: Comparato Filho et al. (2019).

Na Figura 26, Pb03 — Pb18, utilizando a mesma metodologia verifica-se
que a diferenca entre os dois grupos é a maior (de aproximadamente -0,05 a
0,05), quando as contribuicbes dos modos vibracionais relevam menor
similaridade de composicéo entre 0s grupos e menos proteinas, mais lipidios e

DNA no Pb03 quando comparado ao Pb18.
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Figura 26— Espectro FT-IR médio, diferencas espectrais entre o Pb03 e o Pb18 e valores de p.
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Fonte: Comparato Filho et al. (2019).

Conforme descrito no item 3.2 e ilustrado na Figura 4 deste trabalho, a
composicdo da parede celular praticamente se mantem, de micélio para
levedura ou do P. brasiliensis para o P. lutzii. Em células de levedura,
encontram-se proteinas por categorias de transporte celular, defesa e
viruléncia. Em micélio, proteinas envolvidas com metabolismo de carboidratos
ancoradas em GPI (ARAUJO et al., 2017).

Os materiais analisados foram obtidos de leveduras. Na regido entre 900
e 1700 cm™ ha diferencas nos espectros. Parte delas, caracteristicas de modos
vibracionais de glucanas. As bandas de 960 cm™, 1000 cm™ e 1038 cm™ e as
bandas observados centrados em 928 cm™ e 1028 cm™ podem indicar a
presenca de 1,3-B-glucano e 1,3-a-glucano (RUDALL; KENCHINGTON, 1973].
Bandas em 2904 cm™, 3199 cm™ e 3355 cm™ podem ser atribuidos & quitina,
em 1549 cm™ e 1630 cm™ & B-quitina (FIRON et al., 2004).

Em trabalho de 1970, Kanetsuna e Carbonell (1970) consideram que
glucanas desempenham um papel importante no termo dimorfismo das duas
espécies e que as formas micélio e levedura sé@o determinadas pelas

diferencas de suas propriedades fisicas e quimicas. Acrescentam que quitinas
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apenas mantém as formas produzidas. Em publicacdo de 1972, (KANETSUNA
et al.,, 1972) propdem que a parede celular, na forma de levedura, contém a-
1,3-glucano na camada externa, o que caracteriza o formato circular, quitina na
camada interna e pequenas quantidades de B-glucano, proteinas e lipidios. Ha
um processo de perda de rigidez, na estrutura da parede, ao redor da -
glucano e a mudancga no formato da parede. O formato alongado do (-1,3-
glucano caracteriza o formato micélio.

A andlise dos espectros indica diferenca bioquimica. Contudo, € restrita
pois foi considerada a comparacao entre as médias espectrais. A maioria das
bandas verificados nos espectros médios podem ser atribuidos a vibracbes de
proteinas nas bandas em 1032, 1150, 1204, 1234, 1256, 1310, 1450, 1536,
1628 e 1656 cm™; a lipidios nas bandas em 1744, 2852, 2922, 2956 cm™; a
material nuclear nas bandas em 1076 e 1116 cm™, estiramentos OH e Agua
nas bandas em 3290 e 3432 cm™ (MOVASAGHI et al., 2008). A Tabela 4
apresenta os resultados obtidos e os principais grupos funcionais em funcéo do

numero de onda.

Tabela 4 — Relacdes espectrais

NUumero de onda Grupos funcionais

1032 U (CC) formacao estrutural, V(CH,OH), V(CO) estiramento, colageno
[Fagundes et al., 2014; Schulz; Baranska, 2007; Barth, 2007]

1076 Conformacéo estrutural (CC) do DNA
[Huleihel et al., 2002]

1116 C — O vibracao de estiramento do grupo C — OH da ribose (RNA)
[Lin et al., 2019; Fabian et al., 1995]

1150 Deformacéo do CHg
[Schulz; Baranska, 2007; Naumann, 2000]

1204 Modos vibracionais de proteinas colageno — amida Ill
[Eckel et al., 2001]

1234 Amida Il

[Chiriboga et al., 1998; Maquelin et al., 2002]
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1256 PO, assimétrico (fosfato I)
[Caetano Junior et al., 2015; Dovbeshko et al., 1997]

1310 Amida lll
[Richter et al., 2002; Barth, 2007; Naumann, 2000]

1450 CHs, flexdo assimétrica de proteina grupo metil
[Caetano Junior et al., 2015; Fujioka et al., 2004; Wang et al., 2010]

1536 EstiramentoC=N,C=C
[Dovbeshko et al., 1997]

1628 Amida |
[Lin et al., 2019; Caetano Junior et al., 2015; Wood et al., 1998]

1656 Amida |
[Lin et al., 2019; Caetano Junior et al., 2015; Richter et al., 2002]

1744 C = O modo do estiramento de lipidios
[Lin et al., 2019; Sukuta; Brunch, 1999]

2852 Estiramento simétrico de CH, de cadeias de acila (lipidios)
[Lin et al., 2019; Fabian et al., 1995; Maquelin et al., 2002]

2922 Estiramento assimétrico de CH, de cadeias de acila (lipidios)
[Fagundes et al., 2014; Fabian et al., 1995; Maquelin et al., 2002]

2956 Estiramento assimétrico de CH; de cadeias de acila (lipidios)
[Fagundes et al., 2014; Fabian et al., 1995; Naumann, 2000; Saravia et al., 1989]

3290 Estiramento simétrico de O — H
[Schulz; Baranska, 2007]

3432 Estiramento assimétrico de O — H
[Dovbeshko et al., 1997; Colthup et al., 1997; Beekes et al., 2007]

Fonte: Comparato Filho et al (2019).

Diferentes  espécies do  Paracoccidioides podem  secretar
guantitativamente diferentes proteinas, que podem influenciar nas
caracteristicas de viruléncia e processos relacionados com o hospedeiro
(OLIVEIRA et al., 2018).
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7.2 Andlise das componentes principais dos espectros FT-IR

Embora as andlises das diferencas espectrais permitam construir
algumas hipoteses de diferencas bioquimicas entre as espécies, o desvio
padrao associado ndao permite afirmar com certeza as melhores regides de
separacdo. Para elucidar esta questao, as analises das componentes principais
foram calculadas. Na Figura 27, o PCA identifica diferencas nos espectros
independentemente do grupo, pois esta analise ndo é supervisionada, ou seja,
considera as cores que representam os grupos (preto, azul ou vermelho) e
caso eles sejam estatisticamente diferentes, cada grupo devera formar um

conjunto de mesma cor.

Figura 27— Grafico de dispersao: a) variabilidade, b) PC1 e c) PC2.
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Neste caso, as amostras possuem uma composicdo diferente que
permite classifica-las, a melhor regido entre os grupos esta representada entre
as bandas 1200 e 1438 cm™. PC2 destaca os valores nas bandas atribuidas a



83

fosfato em 1210 cm™ e 1267 cm™, a proteinas 1332 cm™ e a &cidos nucleicos
em 1382 cm™. PC1 destaca as bandas atribuidas a fosfato em 1217, a
proteinas ou &cidos nucleicos em 1300 cm™ e 1365 cm™ e, a lipidios em
1436 cm™,

Uma analise complementar envolveu o LDA usando PCs. Uma técnica,
na qual, como entrada de dados, usamos informacdes do grupo, ou seja,
supervisionada. Os resultados séo apresentados na forma de uma matriz que

mostra qual espectro pertence a cada grupo (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados do LOOCV

LOOCV do PC- Pb01 Pb03 Pb18
LDA
PbO1 27 (96%) 0 1
Pb03 0 31 (100%) 0
Pb18 0 0 30 (100%)

Fonte: Comparato Filho et al. (2019).

O resultado do PC-LDA mostrou que os espectros de cada grupo foram
classificados corretamente em seus préprios grupos: 27 de 28 Pb01, 31 de 31
Pb03 e 30 de 30 Pbl8, sendo importante acrescentar que estes resultados

foram validados pela LOOCV.

7.3 Deconvolucédo de bandas

O melhor intervalo para esta informacdo bioquimica, conforme citado
anteriormente, ocorreu entre 1200 e 1438 cm™. Para uma andlise final foram
feitas deconvolucfes das bandas dessas regides, ajustadas por Gaussianas e
calculo de areas abaixo das curvas (Figura 28). Os resultados revelaram
bandas espectrais comuns entre as espécies, embora tenham mostrado
diferencas nos célculos das areas e bandas especificas para cada uma delas.
Diferencas entre as Gaussianas indicam variacdbes nas composicoes
bioquimicas das espécies. Tais diferencas representam as variagcdes de
compostos quimicos das membranas dos fungos. Essas observacgfes implicam
em melhores compreensdes dos modos vibracionais dos grupos funcionais
envolvidos (AGUIAR, 2016).



Figura 28— Deconvolucdo dos espectros por ajuste de curvas Gaussianas
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Um espectro de uma analise de FT-IR é uma sobreposicdo de
contribuicdes de varias vibragdes moleculares. A deconvolucdo € um método
de separacdo dessas contribuicbes individuais, ajustando as curvas
Gaussianas a cada banda. A informacdo relativa ao numero de bandas
presentes, e quantas curvas Gaussianas se ajustam, pode ser obtida a partir
da segunda derivada espectral. Depois que as curvas estdo ajustadas, a area
pode ser calculada. Uma vez que essas areas representam a composi¢cao
bioquimica da amostra, podem ser comparadas e assim, fornecem mais
informacdes sobre as diferencas bioquimicas. Os resultados das principais
diferencas entre P. brasiliensis e P. lutzii sdo atribuidas aos modos vibracionais

de proteinas e polissacarideos, conforme apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Area percentual sob a curva para bandas especificas, juntamente com as
atribuicdes derivadas apos a deconvolucao e ajuste da curva de Gauss

Numero de  Atribuicdo % de
onda (cm™) Area
Espécielvariacdo do Pb01 Pb03 Pb18
fungo
1204 Colageno 2,4 2,1 2,2
1230-1233 Proteina/acido nucleico 14,3 6,8 15,3
1260-1261 Fosfato 10,7 6,0 13,7
1281-1282 Colageno 0,6 0,3 0,5
1296-1300 Citosina 10,0 51 8,9
1309-1312 Proteina amida Il 1,8 8,5 2,1
1326-1327 Timina, adenina 54 4,1 6,3
1345-1347 3,9 3,4
1352-1355 3,2 19,1
1367-1368 Polissacarideos 9,3 9,6
1378-1379 Acidos nucleicos 8,3 14,1 10,8
1397-1398 Proteinas 8,7 3,1 2,7
1412-1415 Estiramento C — O, 4,2 10,5 9,6

Deformacéo C — H,

Deformacdo N —H
1422-1426 Polissacarideos 0,1 3,2 1,7
1431-1436 Lipidios, deformacdo C-H 11,1 6,1 1,4

Fonte: Comparato Filho et al (2019).

Diferengcas mais significativas entre P. brasiliensis e P. lutzii
correspondem aos modos vibracionais de proteinas e polissacarideos. Nesta
tabela podemos realcar alguns resultados, como os modos vibracionais de
proteinas entre 1397 — 1398 cm™ sendo bem maior para P. lutzii, um aumento
médio na area da Gaussiana, centrada nessa banda, de 200%. A banda de
estiramento C — O, deformacdo C — H e deformacdo N — H, que apresentou

uma reducdo média no calculo de area de 140%, pode ser atribuida a proteinas
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ou acidos nucleicos. A banda de polissacarideos entre 1422 — 1426 cm™ é
ainda menor no P. lutzii, apresentando uma reducéo de 3100% com relacdo ao
Pb03 e 1600% com relac&o ao Pb18.

Diferencas nas bandas de absorcdo de polissacarideos podem estar
relacionadas com modificacfes na superficie das membranas. Contribuem para
0 aumento ou diminuicdo na quantidade de glicosil fosfatidil inusitol (GPI), o
que modifica a bioquimica da membrana para a distincdo de uma espécie.
Essas alteracfes, inclusive estruturais, das moléculas de GPI, podem facilitar
ligacdes com glicoconjugados, formando uma camada espessa de protecao.

Dentro do grupo do P. brasiliensis, existem diferencas vibracionais em
proteinas, fosfato e citosina. Pb18 e Pb0l1 assemelham-se nas vibra¢cdes de
polissacarideos entre 1367 — 1368 cm™ e de colagenos entre 1281 — 1282 cm’
! enquanto Pb03 é mais similar ao Pb01 do que o Pb18 é similar ao PbO1,
quando consideramos regides vibracionais de timina e adenina entre 1326 —
1327 cm™.

Destacam-se alguns resultados semelhantes do Pb0l1 e Pb18, embora
sejam espécies diferentes. Outros destaques, curiosamente, sdo 0s resultados
de éareas diferentes entre os dois isolados do P. brasiliensis. Destacam-se
também as principais diferencas encontradas na deconvolugdo das bandas,
entre os trés isolados envolvidos nas analises.

Este tipo de estudo entre as espécies destacadas ainda ndo havia sido
feito, apenas estudos protedbmicos e genbmicos (FEITOSA et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2007). A espectroscopia de massa, que também pode fornecer
informacBes moleculares, para este tipo de andlise ndo € tdo vantajosa se
considerarmos a preparagao das amostras, o tempo do processo e o risco de
decomposicdo das mesmas por aquecimento elevado (RABE et al., 2018].

Estudos futuros convergem para a identificagcdo, deste tipo de patdgeno,
através de amostras de sangue. Isto fornecera a base para o desenvolvimento
de testes de diagndstico. Material sanguineo, se comparado com tecidos, nédo
sofre variagao de espessura e pode fornecer informacdes sobre o corpo inteiro,
sem necessidade de isolar o tecido afetado. No entanto, ainda ndo estdo
descartadas mais pesquisas para que FT-IR com fluido sanguineo seja
clinicamente aceitavel (HUGHES et al., 2014).
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7.4 Andlise estatistica dos testes colorimétricos label-free

A Figura 29 apresenta os resultados de espectros no UV-Visivel de um
par de testes, positivo (em azul) e negativo (em vermelho), assim como 0s
resultados colorimétricos de ambos os testes, que podem ser visivelmente

identificados e diferenciados.

Figura 29— Espectros de absor¢éo e solucdes colorimétricas de um dos pares dos testes
realizados.
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Fonte: Laboratério de nanossensores — IP&D

Esta mudanca visivel na cor de uma solugao resultante de um teste de
diagnéstico é causada pela aglomeracdo de nanoparticulas de ouro e
consequéncia do encontro de sensores biolégicos com sequéncias de DNA
alvo. Neste caso, isto significa que houve uma identificagdo molecular do fungo
causador da paracoccidioidomicose. Em termos praticos, significa um
diagnostico positivo para a infecgao, obtido com o material biolégico analisado
do paciente. Esta percepcéao otica é o resultado da ressonancia plasménica de

superficie, influenciada pelo espacamento, tamanho, organizacdo e oscilagdo
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dessas particulas. Formas de diagnostico como esta, apresentam vantagens
como praticidade, reducéo de custos, melhor sensibilidade e especificidade.

Verificam-se pelos espectros apresentados, tanto para um teste positivo
guanto para um teste negativo, as regides das bandas onde ocorrem as
absorcdes maximas. Observa-se um deslocamento de banda, de uma regido
mais energética para uma menos energética, do comportamento de um teste
negativo para um teste positivo. Isso ocorre devido ao fato de nos testes
positivos as hanoparticulas estarem maiores, consequéncia da aglomeracéo, o
gue acarreta a diminuicdo de suas frequéncias de movimento e provocando o
deslocamento da banda de absor¢do méaxima.

ldentificadas essas bandas, determinam-se as areas al e a2. Cada teste
negativo realizado, tem o0 seu espectro obtido e os seus valores de al e a2
determinados; assim como, cada teste positivo também. Consequentemente,
cada teste, individualmente, tem o seu valor de logaritmo calculado. Nos testes
negativos, espera-se uma razdo entre al e a2 maior do que 1, o que determina
um In dessa razéo ter valor positivo. Nos testes positivos, espera-se uma razao
entre al e a2 menor do que 1, o que determina um In dessa razéo ter valor
negativo. Se houvesse um resultado em que ambas as areas fossem iguais,
significaria que a banda de absor¢do maxima néo fora considerada, tanto para
um teste negativo quanto para um positivo. Na pratica, o resultado colorimétrico
nao entraria na estatistica, o que implicaria no descarte do teste. Em termos de
calculo, o valor de In seria nulo.

Os valores calculados dos logaritmos, das razdes entre as areas, dos
testes negativos e dos testes positivos, foram utilizados para a elaboracdo de
um grafico de barras. O resultado exato da razdo entre as areas nédo é
essencial. O importante € identificar se o valor do logaritmo € positivo ou
negativo. Esse grafico nos informa se os espectros tiveram um comportamento
esperado para todos os testes realizados, ou seja, deslocamento do ponto de
absorcdo maxima de uma banda mais energética para uma menos energética,
pouca ou nenhuma variagdo no valor da absor¢cdo méxima, elevacado evidente
de absorcdo nas bandas menos energéticas do espectro dos testes negativos
para 0s positivos e alargamento da meia altura da curva total do espectro
delimitando uma maior area abaixo da mesma. Sendo satisfeitas todas estas
condi¢cdes, pode-se concluir também que o resultado colorimétrico foi
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satisfatorio e revelou mudanca de cor, de um teste negativo para um teste
positivo. Na Figura 30 é apresentado o resultado da estatistica utilizando

logaritmos, com 0s cinquenta pares de testes label-free.

Figura 30— Grafico da estatistica logaritmica (In) referente aos testes realizados com a sonda
do P. lutzii, utilizando a metodologia label-free
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Fonte: Laboratério de nanossensores — IP&D

Observa-se no gréafico de barras que, para os testes negativos, como a
razdo entre al e a2 é maior do que 1, o valor de In é positivo, portanto, barra
voltada para cima. Para os testes positivos, a razdo entre al e a2 € menor do
que 1, o valor de In é negativo, portanto, barra voltada para baixo. Verifica-se
também, que houve um dos testes realizados em que se esperava um
resultado positivo, ou seja, razédo entre al e a2 menor do que 1, valor de In
negativo e, portanto, barra voltada para baixo; porém isso ndo ocorreu. Houve
uma inversdao. Um teste que deveria ter um resultado colorimétrico azul,
apresentou um resultado colorimétrico vermelho. O espectro ndo apresentou as
caracteristicas de um espectro de um teste positivo. Isto pode ter ocorrido por
varios motivos, dentre eles a homogeneizacdo deficiente da amostra, a
utilizacdo de uma ponteira contaminada, o tempo necessério para a obtengéo
dos espectros fora dos padrbes, o armazenamento inadequado da amostra e

falha humana na realizacdo do protocolo. Vale ressaltar que foi uma inverséo
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em cinquenta testes realizados, o que proporciona um indice de testes
satisfatorios de 98%. Este tipo de andlise é adequada para este tipo de teste,
no qual espectros apresentam essas curvas caracteristicas, nas quais é
possivel se determinar essas areas de integracdo. A diferenca entre um teste
positivo e um negativo esta na presenca ou ndo de uma sequéncia de DNA
existente no genoma do fungo. Em andlises in vivo significaria dizer que o
agente causador da doenca esta no organismo do paciente ou ndo. Os
resultados do gréafico de barras nos mostram que, dos 25 testes de diagnéstico
negativo para a doenca, todos foram bem-sucedidos; dos 25 testes de
diagndstico positivo para a doenca, apenas 1 resultou em falso negativo.

A segunda analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o
ajuste dos espectros, resultantes dos testes, com curvas Gaussianas. A
adaptacdo foi executada por meio do programa OriginPro 8.5. A regiédo
espectral estudada foi de 450-650 nm, pois nesse intervalo, as curvas
espectrais se ajustam com maior perfeicdo as curvas Gaussianas. As
observacbes extraidas dos registros dos espectros foram interpretadas e
convertidas em dados que pudessem ser ilustrados por diagramas do tipo box
plots. Essa ferramenta possibilita verificar a dispersdo dos dados,
disponibilizados por intervalos interquartis e por valores médios (KRZYWINSKI;
ALTMAN, 2014). Em um espectro caracteristico de absorcdo, conforme os
obtidos das amostras dos testes realizados, identificamos as grandezas
relevantes para este tipo de estudo. S&o elas: a largura a meia altura (w), as
areas abaixo das curvas (A) e comprimento de onda relativo a absor¢ao

maxima (Xc); conforme exemplificado na Figura 31.
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Figura 31— Exemplo de um espectro de absor¢cdo com as indicacdes de grandezas relevantes
de uma Gaussiana.
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O comportamento dessas grandezas foi observado para cada conjunto
de espectros obtidos, dos pares de teste. De um resultado negativo para um
positivo, espera-se um aumento no valor de Xc, ou seja, um deslocamento de
bandas mais energéticas para bandas menos energéticas; um aumento no
valor de W, devido a absorbancia ser maior, no resultado positivo,
considerando-se as bandas menos energéticas e os maiores diametros das
particulas; e aumento nos valores de A, pelos mesmos motivos. Nos diagramas
sdo apresentados todos esses valores, para todas as curvas, de todos os
testes. S&o destacados os valores médios de cada um, tanto para os testes
negativos quanto para os positivos. A posi¢ao dos blocos, considerando-se o
eixo vertical dos graficos, permite verificar se houve aumento ou diminuigdo
desses valores, na média. O esperado era que, na média, houvesse aumento
nos valores e 0s blocos sofressem um pequeno deslocamento vertical para
cima. O resultado foi satisfatério para as trés grandezas. Isso significa que,
este tipo de estatistica, colabora para a classificacdo da qualidade dos testes
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executados. Esta segunda analise juntamente com a primeira, comprovaram
até aqui, a eficiéncia dos experimentos.

Na Figura 32, sado apresentados os resultados da analise, por box plots,
nos quais verificam-se as dispersées dos dados, a identificacdo do quartil
inferior, superior, mediana, valores maximos e minimos. No primeiro grafico a),
observa-se o resultado dos calculos de areas das curvas. No b), o resultado
dos célculos da largura a meia altura. No c), a abscissa correspondente a
absorcdo maxima. Observa-se que a o valor da banda de absorcdo maxima
sofre um aumento, dos testes negativos para os testes positivos. Isto ocorre
pois devido ao aglomeramento das particulas e consequente mudanca de cor
da solucéo, a regido plasmonica se altera também. A largura a meia altura das
curvas também sofre um aumento, dos testes negativos para 0S positivos.
Consequentemente, o valor da area abaixo da curva também aumenta. Isso
ocorre, pois no processo de aglomeragdo das nanoparticulas, ou seja, nos
espectros obtidos para os testes positivos; devido ao raio hidrodinamico
aumentar, a absorcdo nas bandas menos energéticas, sdo maiores, se
comparadas banda a banda com os espectros dos testes negativos.

Pode-se observar pelos blocos azuis, que contemplam os resultados dos
testes positivos, que os dados estdo mais dispersos, se comparados com 0s
negativos. Verifica-se, portanto, um desvio padrdo e uma diferenca de quartis
maiores, neste mesmo grupo. Curiosamente, no grafico das areas, podemos
observar um ponto bem disperso e abaixo dos valores de area dos testes
negativos. Esse ponto representa aquela inversao de barras que apareceu na

primeira analise (In), o que gerou um teste falso negativo.
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Figura 32— Andlise estatistica curvas Gaussianas em box plots: a) areas abaixo das curvas, b)
largura a meia altura e c) posicdo da banda de absorgdo maxima.
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Fonte: Laboratorio de nanossensores — IP&D

A terceira e ultima analise foi feita utilizando-se a curva ROC. Essa
técnica permite calcular o valor, em porcentagem, da sensibilidade
(probabilidade de resultados positivos em um doente) e especificidade
(probabilidade de resultados negativos em um saudavel) de testes relacionados
a diagnéstico de doencas. O resultado pode ser observado em um plano
cartesiano, com os valores das ordenadas indicando a sensibilidade e o eixo
das abscissas indicando a especificidade. Os valores dos eixos variam de 0 a
1, que representam 0% ou 100%, respectivamente (CERDA; CIFUENTES
2012). Para os célculos devem ser considerados, em uma coleta de amostras
de doentes e saudaveis, a quantidade de testes resultantes verdadeiros
positivos (VP), a quantidade de testes resultantes falsos negativos (FN), a
guantidade de testes resultantes falsos positivos (FP) e a quantidade de testes
resultantes verdadeiros negativos. A sensibilidade (Se) e a especificidade (Ef)

séo calculadas de acordo com as Equagobes 26 e 27 (McGEE, 2012):

VP VN
Se = (VP+FN) e Ef = (FP+VN)

[26] e [27]
A analise da curva ROC foi feita por meio do programa préprio. Os
intervalos selecionados para o calculo dos testes negativos e positivos foram
entre as bandas 490-530 nm e 535-575 nm, respectivamente. Os resultados
estdo ilustrados conforme Figura 33. A ordenada relaciona-se com a
sensibilidade (%) e a abscissa com a especificidade (%). A acuracia dos testes
pode ser relacionada com a area abaixo da curva. No caso dos experimentos
realizados, foi de 0,89552 considerada excelente (SERPA et al., 2011).

O resultado da sensibilidade dos testes esta relacionado com os
diagnésticos positivos. Novamente, como seria esperado, o valor da mesma
nao atingiu 100%. Isso ocorreu devido aquela inversdo, de um dos testes, ja
identificada anteriormente. O valor da sensibilidade poderia ter apresentado
uma pequena diferenca, caso o intervalo entre as bandas escolhido fosse
poucos nanbmetros superior ou inferior. Isso pode ser atribuido a uma falha de
selecdo do intervalo. Porém o resultado geral desta analise, e pelo valor da
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acuracia, muito proximo de 1; podemos considerar 0 método satisfatério para
classificacdo do teste colorimétrico label-free realizado. As trés propostas de
estatistica para qualificacdo dos testes, forneceram resultados semelhantes, ou
seja, que o teste colorimétrico foi eficiente, tanto para um diagnostico positivo
guanto negativo; todos registraram uma deficiéncia em um dos testes positivos;

por metodologias diferentes, foi garantida a qualidade dos testes.

Figura 33— Curva ROC dos testes colorimétricos label-free.
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Fonte: Laboratério de nanossensores — IP&D.

Os resultados dos testes colorimétricos mostraram um grande potencial
de aplicabilidade, demonstrando coloracdo coerente com a presenca ou
auséncia do DNA do fungo. Fatores positivos como reducdo de custos de
reagentes, tempo de preparo de solugdes, facil interpretacdo dos resultados e
possibilidade de utilizagdo em ambientes remotos e com poucos recursos,
tornam a sua implementacdo atrativa. Considerando-se a compra de
reagentes, desde a sintese das nanoparticulas até a realizacdo dos
experimentos e a disponibilidade de equipamentos necessarios em laboratorio,
estima-se que 0 custo para a realizacdo de um par de testes € inferior a
R$1,00.
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Os resultados sugerem a metodologia colorimétrica label-free para
testes diagndsticos da PCM, causadas pelo P. lutzii, uma alternativa. A eficacia
foi confirmada por analise estatisticas envolvendo: logaritmos, curvas

Gaussianas e curva ROC.
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8 CONCLUSAO

A técnica de espectroscopia utilizada permitiu identificar diferencas entre
as duas espécies nas regides das bandas de absorcdo caracteristicas de
proteinas, lipidios e DNA. Essa percepcao foi possivel na observacdo dos
espectros médios, comparados dois a dois; e em detalhes no resultado
espectral da subtracdo de um espectro médio de uma das espécies pelo outro
espectro médio da outra espécie. Nesta operacdo, observou-se mais
lipidios/DNA e menos proteinas no Pb03 comparado ao Pb0l; mais
lipidios/DNA no Pb01 comparado ao Pb18.

Com o auxilio de ferramentas estatisticas foi possivel verificar o intervalo
em que 0s espectros representavam as maiores diferencas bioquimicas entre
as espécies. A utilizacdo da deconvolucdo de bandas associada a segunda
derivada foi estudada no intervalo 1200 e 1438 cm™. As principais diferencas
apareceram nos modos vibracionais de polissacarideos e proteinas. As
diferencas mostradas nos resultados, permitiram identificar, caracterizar e
diferenciar as espécies, pelos modos vibracionais dos grupos funcionais
envolvidos, conforme registrado na Tabela 4.

Os resultados demonstraram que o FT-IR permitiu uma descricdo
qualitativa e quantitativa das moléculas presentes nas espécies, mostrando-se
um procedimento eficaz de diferenciacdo, das mesmas por meio da PC-LDA.

Os testes colorimétricos realizados pela tecnologia label-free
proporcionaram a identificacdo do P. lutzii de maneira rapida por meio da
mudanca de coloracdo. Analises estatisticas: do logaritmo natural, de curvas
Gaussianas e curva ROC comprovaram a eficiéncia do método. Com esses
resultados foi possivel considerar a tecnologia label-free como um método de
diagndstico molecular alternativo e eficiente para a deteccdo da PCM, causada
pelo P. lutzii.
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9 TRABALHOS FUTUROS

A experiéncia da mobilidade internacional realizada em parceria com a
Universidade do Porto permitiu a continuidade de estudos e pesquisas
relacionadas com testes de diagndstico da paracoccidioidomicose utilizando
sensores eletroquimicos.

Inicialmente, o grupo de pesquisas da Prof.? Dra. Maria do Carmo
apresentou projetos desenvolvidos no Laboratério de Engenharia de
Processos, Ambiente, Biotecnologia e Energia (LEPABE). A utilizagcdo de
nanotecnologia e técnicas modernas de laboratorio permitem a realizacdo de
experimentos e a busca por resultados satisfatérios, principalmente na area da
salde e relacionadas com doencas importantes como Parkinson e Alzheimer.

Uma das linhas de pesquisa, em parceria com um laboratério de
eletroquimica do Instituto Superior de Engenharia do Porto, o0 REQUIMTE,
orientada pela Prof.* Dra. Simone Moraes, desenvolve sensores para
diagnoéstico de doencas com a utilizacdo de antigenos e anticorpos. Artigos
sobre o diagnéstico de Alzheimer ja foram publicados. Experimentos sobre o
diagndstico de Parkinson estdo sendo realizados.

Este segmento de pesquisa nos permitiu a migracdo do LEPABE para o
REQUIMTE tendo em vista o desenvolvimento de um sensor eletroquimico
para a identificacdo dos fungos das espécies Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii.

Realizamos outra parceria promissora, que pode gerar trabalhos futuros,
com pesquisadores da Universidade do Minho, o Prof. Dr. Fernando Rodrigues
e o Prof. Dr. Relber Gongalves, pesquisadores envolvidos com o
Paracoccidioides, que forneceram o material biolégico dos fungos. Recebemos
DNA de dez espécies do fungo, entre brasiliensis e lutzii. Duas espécies foram
escolhidas inicialmente, uma de cada.

A pesquisadora Patricia Reis, outra parceria importante que pode gerar
trabalhos futuros, do laboratério de Biotecnologia da Faculdade de Engenharia
da Universidade do Porto, colaborou com a amplificacdo, purificacdo e
quantificacdo das amostras. As sequéncias simples de DNA necessérias para a

fixacdo no sensor foram adquiridas da empresa Sigma Aldrich.
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Conseguimos inicializar nossos experimentos com 0O sensor
eletroquimico e concluir as etapas anteriores a fixacdo das sondas (sequéncias
simples de DNA) nos eletrodos. Este trabalho gerou um resumo em parceria
para o Encontro Latino Americano de Pds-Graduacdo da UNIVAP em 2020.
Foram apresentados graficos com os resultados obtidos experimentalmente e
curvas caracteristicas geradas pelas técnicas de Voltametria de Onda
Quadrada e Voltametria de Onda Ciclica.

A continuidade dos experimentos deste trabalho deve ser desenvolvida
pelo grupo de pesquisas da Faculdade de Engenharia da Universidade do
Porto e do Instituto Superior de Engenharia do Porto, uma vez que todo o
material biologico, equipamentos, programas e dispositivos necessarios se
encontram nestas instituicoes.

Do nosso laboratorio de Nanossensores, em Sao José dos Campos, Sao
Paulo, no Brasil, n6s acompanharemos 0s avancos e daremos a nossa
contribuicdo, sempre que solicitada, para que 0s objetivos do projeto sejam
atingidos. Ao término dos trabalhos, existe a pretensdo de publicacdo de um
artigo cientifico em uma revista indexada cientifica especializada.

A parceria inicializada, o nosso bom relacionamento e a confianga
adquirida por parte dos nossos colegas portugueses permitiu que trés trabalhos
desenvolvidos no nosso laboratorio brasileiro fossem submetidos e aceitos
para um congresso internacional de nanomateriais que ocorreria, inicialmente,
em julho de 2020. Em funcéo da pandemia mundial deste ano, foi postergada
para novembro de 2020. As conclusdes nao satisfatérias das organizacdes de
salude, sobre a pandemia até o momento, forcaram mais um adiamento do
evento para abril de 2021, previsto para ocorrer em Aveiro, Portugal.

O principal legado deste intercambio foi a consolidacdo e o interesse de
ambas as instituicdes nesta parceria. Todos os imprevistos iniciados em 2020 e
gue perduram até o momento contribuiram, e muito, para que o projeto nao
pudesse ser concluido no periodo. Porém, ha interesse na sua continuidade e
conclusdo por parte dos pesquisadores estrangeiros. A ideia inicial é que a
sequéncia do trabalho seja proposta a um aluno de Mestrado, orientado pelas
professoras locais.

De qualquer forma, a parceria ja rendeu resumos para um congresso

latino americano e um internacional. Existe o comprometimento da finalizacao
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do projeto do sensor da paracoccidioidomicose. Em mensagens finais de
agradecimentos e despedidas, ao término do periodo, as professoras
demonstraram o desejo de continuidade da parceria e de realizagdo de

trabalhos futuros.
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ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DE TESTES
COLORIMETRICOS LABEL-FREE, PARA DETECCAO MOLECULAR

Comparato Filho, O. O.; Candido, M. A.; Lemes, G. M.; Raniero, L.
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Resumo do Trabalho: Nanoparticulas de ouro s&@o utilizadas em diagndstico de doencas
devido a propriedades dticas importantes. Ao serem sintetizadas em meio aquoso,
permanecem dispersas e estabilizadas. Possuem coloracéo vinho, com banda de Ressonancia
Plasménica de Superficie centrada na regido dos 523 nm. No processo de desestabilizacao,
que pode ocorrer pela interferéncia de cargas, sdo caracterizadas pela cor azul e o centro da
banda SPR deslocado para comprimentos de onda menos energéticos. Um dos métodos de
detecc¢édo colorimétrico de DNA baseado em AuNPs é o Label-free, que possibilita a detec¢éo
de acidos nucleicos sem a necessidade de funcionalizar as nanoparticulas. O teste
colorimétrico por essa metodologia é estudado como uma alternativa aos de diagnostico de
doencgas tradicionais j& existentes, que apresentam, em certos casos, baixa sensibilidade, ou
seja, maior probabilidade a fornecer resultados chamados de falso-negativos e baixa
especificidade, ou seja, mais propensos a dar resultados falso-positivos. Portanto, métodos
moleculares desenvolvidos para auxiliar no diagnostico da doencga e identificagdo, sdo de
extrema utilidade. O teste positivo é feito utilizando uma mistura composta de nanoparticulas
de ouro, fita simples de DNA (ssDNA) e uma fita dupla de DNA complementar & fita simples. No
teste negativo, a ssDNA ndo é complementar a fita dupla de DNA. Ambas as amostras séo
submetidas a um ciclo de temperatura para a desnaturacdo e o anelamento, possibilitando a
estabilizacdo das nanoparticulas. Uma analise estatistica pode comparar os resultados dos
testes revelados pelas solugbes salinas. Um recurso mateméatico envolvendo logaritmos
permite a analise da qualidade dos testes positivos, negativos e dos espectros de absorcao.
Representa-se por al e a2 os valores de area calculados por meio da integracdo de duas
regibes espectrais. A primeira em torno da banda de 523 nm e a segunda em torno da banda
de 650 nm, respectivamente. No caso de al = a2, a razdo sera igual a 1, logo Inl1 = 0; se al >
a2, a razao sera maior que 1, logo In (al/a2) seréa positivo; se al < a2, a razao sera menor que
1, logo In (al/a2) sera negativo. Portanto esta equac¢do matematica permite verificar testes
positivos e negativos, quando al e a2 sdo determinados em regides coerentes, onde observa-
se, para testes positivos, uma diminuicdo de absorcdo das regides mais energéticas em
relagdo as menos energéticas. Para 0s negativos, existe uma conservagdo da banda de 523
nm e uma diminuicdo de absorcdo das regides menos energéticas, logo os valores de al/a2
serdo maiores que 1. Esse estudo estatistico relaciona no eixo das ordenadas, o logaritmo das
razfes entre as areas dos testes negativos e dos positivos, nas determinadas bandas. Um bom
resultado, mostra valores positivos para os resultados negativos dos testes e valores negativos
para os resultados positivos dos testes. Resultados muito proximos ou iguais a zero, indicam
pouca diminuicdo ou ganho de absorbéncia, em uma mesma regido ou banda, de um teste
negativo e positivo, o] que néao mostra um bom resultado.
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TESTES COLORIMETRICOS PELO METODO NON-CROSS-LINKING PARA
O DIAGNOSTICO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE
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Resumo: A nanotecnologia vem desenvolvendo novas técnicas e dispositivos de diagnésticos
utilizando nanoparticulas. As nanoparticulas de ouro tém sido estudadas em virtude de suas
caracteristicas quimicas e Opticas que sao dependentes de seu tamanho e forma, e podem ser
aplicadas em testes colorimétricos para deteccdo de doencgas, como a paracoccidioidomicose
(PCM). Atualmente, o diagnéstico da PCM tem baixa precisédo devido a reacdes cruzadas com
outras doencas, como a tuberculose, leishmaniose e histoplasmose. Assim, este estudo tem
como objetivo desenvolver testes colorimétricos com base na metodologia non-cross-linking
para deteccdo da PCM e analisar estatisticamente as regides espectrais de 100 testes. Os
resultados sugeriram que 0s testes positivos e negativos apresentam uma banda centrada em
528 nm e 593 nm, respectivamente. A integracdo das &reas dos espectros de UV-Visivel
centrados em 515-555 nm e 585-625 nm confirmaram a diferenca desses testes. Portanto, este
método de deteccdo € uma ferramenta promissora para diagnostico preciso da PCM.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Nanoparticulas de Ouro, non-cross-linking,
paracoccidioidomicose.
Area do Conhecimento: Engenharias.
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Resumo: As espécies Paracoccidioides lutzii (P. lutzii) e Paracoccidioides brasiliensis (P.
brasiliensis) sao fungos termodimorficos e sdo causadores da paracoccidioidomicose (PCM).
Atualmente, o teste mais utilizado para o diagnéstico da PCM, é o de imunodifusao dupla que
utiliza o principal antigeno da PCM, a glicoproteina Gp43, habitualmente produzido a partir de
um isolado de P. brasiliensis. Os soros de pacientes infectados com P. lutzii contém anticorpos
anti-Gp43, que nao séo reativos a Gp43 produzida, por causa de diferencas conformacionais
dessas proteinas entre as espécies, resultando em resultados falso-negativos. Dessa maneira,
este trabalho teve como objetivo extrair o DNA do P. lutzii pelo método convencional e
amplificar uma fracdo do gene GP43 por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase. A
extragdo do DNA do P. lutzii foi bem sucedida e foi possivel se amplificar um fragmento de 231
pb do gene da Gp43 com o uso de oligonucleotideos iniciadores especificos.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, GP43, diagndstico molecular.
Area do Conhecimento: Engenharia Biomédica
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LABEL-FREE COLORIMETRIC TEST FOR PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS
DIAGNOSIS

M. A. Candido, O.0. Comparato Filho, G. M. Lemes, V. P. S. Jesus, M. L.
Castilho, L. Raniero
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Abstract: The current diagnostic tests for paracoccidioidomycosis (PCM) have
low accuracy owing to cross reactions with other diseases. In this study, we
develop and evaluate a label-free method to diagnose PCM with high accuracy
without cross reactions. Gold nanoparticles and cDNA sequences of target
ribosomal DNA were synthesized and tested by adding PCR amplified sample
DNA. Results suggest diagnosis with 97% sensitivity and specificity. Thus, gold
nanoparticle based label-free method is a promising tool for accurate PCM
diagnosis.

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic fungal disease, predominantly occurring in
South American countries [1]. The etiological agent is thermos-dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis and it causes infection in both men and animals. A great challenge
in the diagnosis of PCM is the inaccuracy of currently available techniques; which is primarily
cross-reactions with diseases such as tuberculosis [2], leishmaniosis and histoplasmosis [3].
Techniques where cross-reaction can be avoided are hence the focus of intense research. Use
of gold nanoparticles coupled with specific probes can prevent cross-reactions and has been
studied extensively. Dependence of its chemical, optical property, size and shape makes their
manipulation easy and amenable to clinical diagnosis.

2. Methods

Gold nanoparticles were prepared by the citrate reduction method described by Lee and
Meisel in 1982. The concentration was determined by the Lambert-Beer law assuming an
extinction coefficient for the plasmon resonance band maximum (523 nm) of 10° Mt.ecm™ and
the synthesized colloidal gold nanoparticle have an average size of 22 nm. Two types of tests
were performed using these nanoparticles - a positive test with 50 samples using cDNA
sequence of target rRNA, and negative test using the non-cDNA with 50 samples. The samples
were mixed with gold nanoparticle, simple ribbon of DNA, cDNA sequence for the negative test
(color red) and non-cDNA sequence for the positive test (color blue). The concentrations of
amplified DNA sequence, gold nanoparticles, and primers used were 20 ng.uL™, 2.22 nM, and
164.16 nM, respectively.
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Abstract: The paracoccidioidomycosis is caused by inhalation of the fungus Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis, Pb03 and Pb18) or Paracoccidioides lutzii (P. lutzii, Pb01).

Currently, diagnosis involves microscopic identification of pathogen in sputum or detection of
specific antibodies in serum. However, these techniques present problems such as cross-
reactivity, high false negatives or false positives. The highly sensitive, non-cross-reactive
methods require many reagents and expensive equipment, such as Enzyme Linked
Immunosorbent Assay. Nanotechnology may provide cheaper, sensitive and specific alternative
method of medical diagnosis. Among other applications, gold nanoparticles were successfully
conjugated with Deoxyribonucleic acid (DNA) probes for complementary DNA sequence
detection with promisor results. For diagnostic purpose, the color change from red to blue is
determinant, which helps identify the positive and negative tests. The current study aims to
detect the presence of P. brasiliensis using gold nanoparticles (22 nm diameters) combined to
pathogen specific GP43 DNA sequences. We evaluated around 200 samples, composed by
50% of positive and 50% of negative samples, and the tests results achieved 100% sensitivity
and 96% specificity using this technique. This comparatively less-time consuming and cost-
effective label-free gold nanoparticles based colorimetric methodology may have great impact

on P. brasiliensis molecular identification and diagnosis in remote endemic areas.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis; gold nanopatrticles; molecular detection; label-free

colorimetric tests.
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Abstract: In South America, the chronic infectious disease called paracoccidioidomycosis is the
third largest cause of death. The inhalation of the fungus Paracoccidioides brasiliensis (P.
brasiliensis, Pb03 and Pb18) and Paracoccidioides lutzii (P. lutzii, Pb01) causes the infection.
The 43kDa glycoprotein (gp43) has been using to diagnose this disease, but patients exposed
to Paracoccidioides lutzii showed irregular reactivity with this antigen, which increases the
clinical uncertainty. The clinical manifestation and treatment differ based on the causative
agent, making it important to identify them correctly. Therefore, the aim of this study was
distinguishing P. brasiliensis from P. lutzii by Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy -
a rapid, highly specific and sensitive technique that can identify biochemical composition with
minimal sample preparation. We acquired thirty spectra each from pure cultures of P. lutzii, and
P. brasiliensis, nearly ten spectra per sample in triplicates. The FT-IR spectra showed the
difference in biochemical composition, the major differences being in the polysaccharide and
proteins vibrations. Principal Component Linear Discriminant Analysis (PC-LDA) could
distinguish Pb01 (P. lutzii) with 96% efficiency and Pb03/Pb18 (P. brasiliensis) with 100%
efficiency. The multivariate analysis is important to identify the spectral differences in specific
chosen spectra regions where we can take biological or vibrations information. Thus, FT-IR may

contribute to clinical diagnosis of this highly prevalent Latin American disease.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis; Paracoccidioides lutzii; Fourier Transform Infrared
(FT-IR) spectroscopy.
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Resumo do Trabalho: O avanco da nanotecnologia e 0 grande interesse nessa area € devido
ao fato dos nanomateriais possuirem propriedades distintas das propriedades das moléculas e
dos solidos cristalinos. Em escalas dessa natureza de grandeza, entre 1 nm e 100 nm, a
relagdo entre area superficial e volume das particulas é de extrema importancia. Em escalas
manométricas, o0 metal ouro transforma-se em fragmentos permanentes suspensos, ou
particulas dispersas e estabilizadas, em uma solugdo chamada coloidal possuindo alta
biocompatibilidade. Nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo utilizadas em diagnéstico de doencas
devido a propriedades o6ticas importantes. A mudancga de coloracdo, do vermelho para o azul,
originada por um processo de aglomeracdo de particulas e que altera a Ressonancia
Plasménica de Superficie, possibilita um teste colorimétrico preciso nesse tipo de aplicacéo.
Este fendbmeno pode ser explicado pelas equacdes de Maxwell, que envolvem calculos de
campo e ondas eletromagnéticas. Ao serem sintetizadas em meio aquoso, possuem coloracéo
avermelhada, com banda de Ressonédncia Plasmonica de Superficie centrada na regido dos
523 nm. A sintese das AuNPs foi feita com base na metodologia de Lee e Meisel, sendo
obtidas particulas com didmetro em torno de 22 nm. Adicionou-se 25 mL da solug&o de cloreto
de ouro (HAuCI,;) na concentragédo de 1,41 mM, a 450 mL de agua ultrapura; aquecendo até
95-C e agitando constantemente a uma velocidade de rotagdo de 1000 rpm. A finalizacéo do
processo ocorre com a adicdo de 50 mL de uma solugéo de citrato de sédio (CgHsNaz07) na
concentracdo de 5,65 mM. Mantem-se a solugdo por uma hora em aquecimento e
permanecendo em agitacdo até o resfriamento a 45-C. Apds o processo de purificagdo da
amostra, a analise de caracterizacao foi feita por espectroscopia na regido do UV-Vis
(padronizada com absorbancia de 4,0 u.a. na regido de 523 nm) e pelo espalhamento dindmico
da luz (DLS). Foi utilizado o equipamento Zeta Sizer nano — ZS90 da Malvern, no modo “Size”,
sendo as cubetas utilizadas de poliestireno. Essa técnica permite determinar o coeficiente de
difus@do para solugBes coloidais de nanoparticulas. Utiliza-se um laser como fonte de luz
monocromatica, dessa forma, € possivel detectar flutuagdes na intensidade de luz dispersa
devido ao movimento Browniano dessas particulas. Com o coeficiente e a andlise das
flutuacdes é possivel calcular o chamado raio hidrodindmico, através da equacéo de Stokes-
Einstein (D, = KgT/6TMND).
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abstract
The inhalation of the fungus Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis, Pb03 and Pb18) causes
the Parcoccidioidomycosis. Initially, only P. brasiliensis was thought to be responsible for it. Later
the researchers found out that another pathogen: Paracoccidioides lutzii (P. lutzii, Pb01) may also
cause the disease. Clinical manifestation and treatment differ based on the causative agent, making
it important to identify them correctly. Therefore, this study focusses on distinguishing P.
brasiliensis from P. lutzii using Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy - a rapid, highly
specific and sensitive technique that can identify biochemical composition with minimal sample
preparation. We acquired thirty spectra each from pure cultures of P. lutzii, and P. brasiliensis. The
FT-IR spectra showed the difference in biochemical composition, the major differences being in the
polysaccharide and proteins vibrations. Principal Component Linear Discriminant Analysis (PC-
LDA) could distinguish the species. We acquired nearly 10 spectra per sample in triplicates,
resulting around 30 spectra per group. The analysis of spectra indicates biochemical difference.
Multivariate analysis is important to identify spectral differences in specific chosen spectra regions
where we can take biological or vibration information. PC-LDA could distinguish Pb01 (P. lutzii)
with 96% efficiency and Pb03/Pb18 (P. brasiliensis) with 100% efficiency. Thus, FT-IR may
contribute to clinical diagnosis of this highly prevalent Latin American disease.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Abstract

Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) is a thermo-dependent dimorphic fungus found in the
environment as mycelia (~25 °C) also as yeast cells (~37 °C) in humans. This species is the etiologic
agent of Paracoccidioidomycosis (PCM), a chronic granulomatous progressive disease that attacks skin,
lungs, and other internal organs. The epidemiological data shows predominance of PCM in South
American countries. Brazil itself has 80.0% of cases. This infection is responsible for 52.0% of deaths
from Brazilian mycosis. Diagnosis can fail by cross-reaction with other diseases, high costs, and time-
consuming procedures. The aim of this study is to identify the presence of P. brasiliensis using gold
nanoparticles combined to pathogen specific GP43 or GP27 DNA sequences added to develop a rapid,
low-cost label-free colorimetric diagnostic tool. The label-free colorimetric test was evaluated with 192
samples (96 positive and 96 negative). The receiver operating characteristic results suggest that the
technique can identify P. brasiliensis effectively. The GP43 DNA sequences showed 100.0% sensitivity
plus 96.0% specificity; GP27 showed 92.0% sensitivity plus 95.6% specificity. Development of such
low-cost diagnostic methods will have great impact in remote endemic areas.

Keywords Paracoccidioides brasiliensis, Gold Nanoparticles, Molecular detection, Label-free
colorimetric tests
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Abstract

Introduction Paracoccidioidomycosis is a systemic fungal disease caused by thermos-dimorphic
fungus Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). Gold nanoparticles (AuNPs) are used in
diagnosis because of its versatility and biocompatibility, optical properties influenced by surface
plasmon resonance, and the size and geometry.

Methods The colorimetric detection of the fungus P. brasiliensis was performed by AuNPs and
specific 5.8S ribosomal complementary DNA sequence probe. The label-free methodologies had a
final concentration of 2.22 nM, 155.95 nM, and 433.33 puM for AuNPs, primers, and MgCI2.6H20
solution, respectively. For the non-cross-linking method, the final concentration of the thiolate
oligonucleotides and MgCl2.6H20 solution were 291.54 mM and 0.39 mM, respectively.

Results The Gaussian curve analyses provided Gaussian center, full width at half maximum value,
and Gaussian area, which are complementary colorimetric results. The test accuracy calculated
using ROC curve analyses for the label-free and non-crosslinking methods were found to be 0.994
and 0.976, respectively. The sensitivity and specificity were 92% and 98.1%, respectively for label
free, and 92% and 80%, respectively, for non-cross-linking test.

Conclusion The alternative methodologies can be used in colorimetric detection of fungus P.
brasiliensis, which the rRNA sequence could be differentiated by alteration in their staining and
confirmed by the Gaussian curve and ROC curve analyses.

Keywords Paracoccidioides brasiliensis . rRNA . Gold nanoparticle . Label free . Box plots . ROC curve
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DIFERENTIATION BETWEEN Paracoccidioides brasiliensis AND Paracoccidioides lutzii
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Paracoccidioidomycosis (PCM) is a disease caused by thermo-dimorphic fungi that are the
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) or Paracoccidioides lutzii (P. lutzii). The infection occurs
through inhalation of conidia by the host in contaminated soil areas. After inhaled, the conidia become
yeast causing pulmonary infection and can also spread to other organs. Currently, the serological tests
for the PCM diagnosis are not very effective due to cross-reactions with other diseases, leading to false-
negative results. In this context, the gold nanoparticles (AuNPs) coloidal solution has the Surface
Plasmon Resonance band in the UV-visible range of eletromagnetic spectrum, giving a wine color.
However, this solution can easy turn it blue, depending to its coloidal stability. This changes in the
solution color can be controled through DNA addition and used as a molecular colorimetric test, called
Label-Free. The Label-Free is a simple, efficient and low costs diagnostic method, using AuNPs and
biological material, which is possible to differentiate a positive molecular detection test from a negative
one. The aims of this work were to carry out colorimetric tests for molecular detection of P. brasiliensis
and P. lutzii fungi, correlating the influence of the of cytosine and guanine bases percentages in the DNA
sequences. Tests were carried out and the results showed colorimetric differences that were observed
in the color intensities and confirmed in the UV-Visible spectra.
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Resumo - A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma infeccdo fangica causada pelas espécies
Paracoccidiodes lutzii (P.lutzii) ou Paracoccidiodes brasiliensis (P.brasiliensis). Atualmente, no
diagnostico da PCM, a detec¢do do agente causador da infec¢cdo ndo € facil, visto que os
testes sorolégicos, muitas vezes ndo sdo eficazes por apresentarem resultados falsos
negativos. Neste ambito, a propriedade 6tica das nanoparticulas de ouro (AuNPSs), que permite
a mudanca de coloracdo da solucao coloidal, proporciona o desenvolvimento de diferentes
métodos colorimétricos, como a tecnologia Label Free, de baixo custo e de facil execucao.
Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo utilizar as AuNPs como um sensor na
deteccdo molecular do P. Lutzii por meio da tecnologia Label Free. Os resultados analisados
estatisticamente dos 70 testes apresentaram uma sensibilidade e especificidade de 89%,
sugerindo a tecnologia Label Free como um possivel método de diagndéstico molecular para a
deteccdo da PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Paracoccidioides lutzii, diagnéstico molecular,
nanoparticulas de ouro.

Area do conhecimento: Engenharias.
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INTRODUCTION
Iron oxide nanoparticles (IONPs), owing to superparamagnetic properties, had been of interest for
Magnetic Resonance Imaging and Magnetic Particle Imaging, magnetic fluid hyperthermia and controlled
drug release’. Among the chemical routes to produce IONPs, coprecipitation in alkaline media, first
proposed by Massart (1981), enables high nanoparticles production in a simple, easy and quick way?. In
this work, IONPs were synthesized by coprecipitation and the effects of the stabilizer sodium citrate on
hydrodynamic and physical diameter and Zeta Potential were investigated.

EXPERIMENTAL STUDY

The synthesis protocol of IONPs was adapted from Mérida and collaborators (2015)°. A mixture
containing iron (II) and iron (111) was prepared in deionized water, in molar ratio 1:2, and the processes
were made under inert atmosphere, 250 rpm and 85 °C. The precipitation of the iron oxides occurred
through addition of 35 mL of ammonium hydroxide 28% v/v and the pH was maintained between 8 and 9
during the reaction. Then, the magnetic solution was centrifuged at 1,500 rpm for 10 min, the supernatant
was discarded and a solution of sodium citrate (1 mol L) was added. The final product was
ultrasonicated until achieve a total energy of 70 kJ, centrifuged at 1,800 rpm for 10 min and the black
paste dried in air overnight.

RESULTS AND DISCUSSION

The hydrodynamic diameters measured by Dynamic Light Scattering (DLS) of the IONPs (without
stabilizer) and IONPs@cit (with stabilizer) are presented in Fig. 1.
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Fig. 1: Size distribution of (A) IONPs and (B) IONPs@cit

DLS indicated a size of 1,283 nm with polydispersity index (Pdl) 0.151 for IONPs, which demonstrates
the presence of aggregates and a broad size distribution. On the other hand, IONPs@cit had shown a
diameter of 69.70 nm and Pdl 0.170, confirming that citrate ions improve the size distribution and
dimensions at nanoscale range. Moreover, whilst the Zeta Potential of IONPs was found to be -35.5 mV/,
sedimentation of this sample was observed as shown in Fig. 1(A). IONPs@cit presented a value of -48
mV at pH 8, which is highly stable. The micrograph obtained by SEM-FEG, illustrated in Fig. 2, shows
the spheres-like nanoparticles morphology of IONPs@scit. The physical size distribution was obtained by
using ImageJ version 1.48 (NIH). Therefore, at least 500 nanoparticles were considered in this analysis,
with aspect ratio < 1.6 and the average size was found to be 13.5 + 0.25 nm. Once DLS is sensitive to
aggregates, whereas SEM-FEG images individual particles, a difference between the hydrodynamic
and physical diameters of the nanoparticles was observed.
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INTRODUCTION

Photodynamic Therapy (PDT) is an effective method for treating several types of cancer by irradiation of
photosensitive agents (drugs) in presence of molecular oxygen, which has fewer side effects than
chemotherapy and radiotherapy®. Moreover, this therapy has no cumulative toxicity and can also be
applied for immunocompromised patients’. In order to enhance therapies targeting mammary
adenocarcinoma cells, the present work investigated the apoptotic action of bifunctional nanoprobes
(BNP) on MDA-MB-468 cell line. The nanoprobes were composed by gold nanoparticles functionalized
with Epidermal Growth Factor (EGF) protein for targeting the specific receptors family and
photosensitizer chlorin e6 (Ce6), activated by PDT. The type of cell death was determined by Tali
apoptotic test.

EXPERIMENTAL

The preparation of bifunctional nanoprobes was based on the methodology described by CASTILHO et
al. (2017)%,

For the PDT assay, MDA-MB-468 (human breast carcinoma) cells were seeded into 96 well plates at a
concentration of 1x10° cells per well, in 0.2 ml of complete culture medium L-15 (Leibovitz, Sigma Life
Science, and L4386-10x 1L). After cell adhesion, the medium was replaced by bifunctional nanoprobes
(0.2 and 1.2 pug/ml) and incubated for 2 h, under culture conditions. The irradiation was performed using
the LED Irrad-Led5 660 (Biopdi) at 660 nm, 25 mW, at a dose of 25 J/cm? The type of cell death in the
experiments was determined by Tali® Apoptosis kit (Life Technologies, A10788), using Image-Based
Cytometer, IBC (Life TechnologiesTM).

RESULTS AND DISCUSSION
The effectiveness of BNP combined to PDT in MDA-MB-468 cells is shown in Fig. 1.

1.2 pg/mL 0.2 pg/mL Control

Fig. 1 — Image-Based Cytometer of BNP action.
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INTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae, Gram-negative) and Staphylococcus aureus (S. aureus, Gram-
positive) bacteria are commonly found in the human organism of healthy individuals. These
microorganisms have become clinically relevant due to multidrug resistant strains that have hindered the
empirical treatment in intensive care unit’. In the health area, silver nanoparticles (AgNPs) have been
explore for presenting characteristics such as good conductivity, bactericidal action, etc. The action
mechanisms of AgNPs present effective levels against resistant strains, as they adhere to bacterial
membrane and penetrate the cytoplasm leading to microorganism death . In this work, AgNPs were
tested as a broad-spectrum bactericidal agent with the objective of decreasing the mortality and morbidity
of infections caused by these microorganisms.

EXPERIMENTAL

The colloidal AgNPs were synthesized using citrate reduction method with a diameter of 54 nm>. The
concentration was determined by the Lambert-Beer law assuming an extinction coefficient (10°°M‘em™)
for the plasmon resonance band at 413 nm. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) of the AgNPs towards of K. penumoniae (ATCC 700603) and S.
aureus (ATCC 25923) were determined by a broth micro-dilution method. The inocula of 10° CFU/mL
were added to 96-well microplate Mueller Hinton broth and different concentrations of the AgNPs,
followed by incubation at 35 °C for 24 h. Then, 10 uL from each well were added to the Brain Heart
Infusion Agar to determine the MBC. The analysis of the AgNPs efficiency was measured using optical
density at 660 nm (ODgq).

RESULTS AND DISCUSSION

MIC is a gold standard method to determine the lowest concentration of antimicrobial necessary to inhibit
the microorganism growth. The K. pneumoniae and S. aureus were exposed to different AgNPs
concentrations as a broad-spectrum bactericidal agent. Table 1 shows the MIC and MBC values towards
colloidal AgNPs. The K. pneumoniae has grown at concentrations of 200 ppm and 400 ppm exhibiting
25 % and 11 % of the viability, respectively, but concentrations above 800 ppm were able to inhibit all
metabolic activities of the bacterium.
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Resumo do trabalho de participagdo no XX EPG UNIVAP 2020: Sociedade em rede: educagéo, pesquisa e desafios
nos tempos atuais.
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INFLUENCIA NO SINAL DE ELETRODOS DE CARBONO MODIFICADOS COM
NANOMATERIAIS.

Olavo de Osti Comparato Filho?, Pedro Jorge da Silva Carneiro?3,
Simone Morais?, Leandro José Raniero?l, Maria do Carmo Pereira3.

lUniversidade do Vale do Paraiba/Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Avenida Shishima Hifumi,
2911, Urbanova - 12244-000 - Sao José dos Campos-SP, Brasil, comparatofilho@gmail.com,
Iraniero@univap.br.

REQUIMTE-LAQV, Instituto Superior de Engenharia do Porto, Instituto Politécnico do Porto, Rua Dr.
Antoénio Bernardino de Almeida, 431, 4249-015 Porto, Portugal, pedro.carneiro@graq.isep.ipp.pt,
sbm@isep.ipp.pt.
3LEPABE. Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, R. Dr. Roberto Frias, 4200-465 Porto,
Portugal, mcsp@fe.up.pt

Resumo — O objetivo deste trabalho é estudar, por andlise eletroquimica, a influéncia da fixacédo de
nanotubos (parede simples) de carbono e de nanoparticulas de ouro no sinal elétrico de resposta de
eletrodos impressos descartaveis de carbono. A metodologia adotada envolveu a utilizacdo de solugdes
do indicador eletroquimico Fe(CN)e3/4 nas concentra¢des 1,0 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM e 10,0
mM. As técnicas de voltametria de onda quadrada e voltametria ciclica foram selecionadas para a
guantificacdo das espécies em solucdo. As andlises mostraram valores de pico de corrente elétrica
resultantes do processo de oxidacdo-reducdo que ocorre durante o experimento. A partir da
concentragdo 5,0 mM a resposta em valores de pico de corrente, pela voltametria de onda quadrada,
permaneceram estaveis. Na voltametria ciclica, 0 aumento da concentracdo implica no crescimento
linear da resposta. A fixagdo de uma camada de nanotubos de carbono, nos eletrodos, promovem um
aumento médio de 31% nos valores de pico de corrente e, uma sobre camada de nanoparticulas de
ouro 58%. Concluimos que a fixagéo de nanomateriais influenciam significativamente o sinal elétrico.

Palavras-chave: Biossensor, eletrodo impresso descartavel de carbono, nanotubos de carbono,
voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra — Fisica/Quimica.
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