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a, verdadeiramente, duas coisas diferentes: saber e crer que se sabe. A ciéncia consiste
em saber; em crer que se sabe reside a ignordncia”

(Hipdcrates).



RESUMO

A pandemia de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, compreende uma doenca
infecciosa. Os coronavirus (CoVs), que fazem parte de uma familia viral, sdo reconhecidos por
provocar uma variedade de doencas respiratorias em humanos, que vdo desde o resfriado
comum até condi¢Ges mais raras e graves, como a Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS)
e a Sindrome Respiratdria do Oriente Médio (MERS). Essas informacdes sao registradas pelo
painel da Organizacdo Mundial da Saude. No que diz respeito a transmissdo, as goticulas
respiratorias sdo o principal meio de contaminacdo, permitindo que o SARS-CoV-2 seja
transmitido de uma pessoa infectada para uma pessoa saudavel através do contato fisico com o
paciente doente ou ao entrar em contato com seus pertences. Os coronavirus (CoVs) tém a
capacidade de permanecer em superficies por varios dias, 0 que pode explicar o caso do SARS-
CoV-2 e representar um risco prolongado de infecgdo. A nanotecnologia tem encontrado ampla
aplicacdo em diversos campos de estudo, incluindo medicina, bio-rotulagem e agricultura. Nos
dias atuais, essa tecnologia tem sido empregada em diferentes dominios da ciéncia médica,
como a entrega direcionada de medicamentos, o diagnostico de cancer e o desenvolvimento de
agentes contra infeccdes virais, bacterianas e fungicas. As nanoparticulas de ouro (AuNPS)
apresentam caracteristicas que incluem a capacidade de fornecer uma superficie estavel para a
imobilizacdo de biomoléculas, o que é altamente Gtil na preparacdo de biossensores. Elas sdo
consideradas as nanoparticulas metélicas mais estaveis devido as suas propriedades épticas,
eletronicas e cataliticas, além de possuirem alta biocompatibilidade e uma taxa aprimorada de
transferéncia de elétrons. Por esses motivos, as AuNPs tém encontrado amplas aplicagdes em
diversos tipos de biossensores. No presente estudo, foi conduzido o desenvolvimento de um
nanobiossensor utilizando AuNPs que foram funcionalizadas com anticorpos especificos para
a glicoproteina do SARS-CoV-2. O principal objetivo desse nanobiossensor era possibilitar a
deteccdo altamente especifica do virus SARS-CoV-2. Os resultados de caracterizacdo das
AUNP50 e AuNP100 nuas e funcionalizadas mostraram que as nanoparticulas ficaram estaveis
(diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo). As nanoparticulas funcionalizadas
mostraram um bom desempenho quanto a ligacdo nos virus SARS-CoV-2. Por fim, quando as
AuUNP100 funcionalizadas foram colocadas em contato com as amostras de pacientes
positivados, houve alteracdo no tamanho das nanoparticulas verificadas pela técnica de
espalhamento dinamico da luz (DLS).

Palavras-chave: SARS-CoV-2, nanoparticula de ouro, espalhamento dindmico de luz.



ABSTRACT

The current COVID-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 virus, comprises an infectious
disease. Coronaviruses (CoVs), which are part of a viral family, are recognized for causing a
variety of respiratory diseases in humans, ranging from the common cold to rarer and more
severe conditions such as Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) and Middle East
Respiratory Syndrome (MERS). This information is recorded by the World Health
Organization panel. As far as transmission is concerned, respiratory droplets are the primary
means of contamination, allowing SARS-CoV-2 to be transmitted from an infected person to a
healthy person through physical contact with the sick patient or by coming into contact with
their belongings. Coronaviruses (CoVs) have the ability to remain on surfaces for several days,
which may explain the case of SARS-CoV-2 and represent a prolonged risk of infection.
Nanotechnology has found extensive application in various fields of study, including medicine,
biolabeling, and agriculture. Nowadays, this technology has been employed in different
domains of medical science, such as targeted drug delivery, cancer diagnosis, and the
development of agents against viral, bacterial, and fungal infections. Gold nanoparticles
(AuNPs) exhibit characteristics that include the ability to provide a stable surface for the
immobilization of biomolecules, which is highly useful in the preparation of biosensors. They
are considered the most stable metallic nanoparticles due to their optical, electronic, and
catalytic properties, as well as having high biocompatibility and an improved rate of electron
transfer. For these reasons, AuNPs have found wide applications in various types of biosensors.
In the present study, the development of a nanobiosensor was conducted using AuNPs that were
functionalized with antibodies specific for the SARS-CoV-2 glycoprotein. The main goal of
this nanobiosensor was to enable highly specific detection of the SARS-CoV-2 virus. The
characterization results of the naked and functionalized AuNP50 and AuNP100 showed that
the nanoparticles were stable (hydrodynamic diameter and polydispersity index). The
functionalized nanoparticles showed good performance regarding binding on SARS-CoV-2
viruses. Finally, when the functionalized AuNP100 were put in contact with the samples from
positive patients, there was a change in the size of the nanoparticles verified by dynamic light
scattering (DLS) technique.

Keywords: SARS-CoV-2, gold nanoparticle, dynamic light scattering.
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1. Introducéo

1.1. Estrutura viral

A origem dos virus ainda € considerada complexa e ha estudos que afirmam que o0s virus
sdo polifiléticos, ou seja, que diferentes linhagens virais se originaram independentemente
(FORTERRE, 2006; KRUPOVIC, 2013; GIBBS et al., 2020). A taxonomia viral é essencial na
descri¢do dos virus e desempenha a funcdo de um catalogo unificado das diversas espécies
virais. Os virus sdo classificados em uma hierarquia de niveis taxonémicos pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (SIMMONDS; AIEWSAKUN, 2018).

Os virus séo agentes infecciosos ultramicroscopicos (20-300 nm de diametro) que tém
a capacidade de se replicar somente em células hospedeiras vivas (ROBB, 2020). Na célula
hospedeira, 0 genoma viral direciona a producdo de particulas virais infecciosas da progénie,
também conhecidas como virions. Os virions sdo o veiculo de transmissdo do genoma viral para
0 préximo hospedeiro, para iniciar uma nova rodada de infeccio (MARTIN, 2019).

Como observado na Figura 1, os virus sdo compostos por material genético - acido
desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) - em seu nacleo, por um revestimento
de proteinas (capsideo) e alguns virus mais complexos possuem um envelope lipidico, cuja
origem remonta do momento no qual o virus deixa a célula hospedeira e leva consigo uma parte

da membrana citoplasmatica (ROBB, 2020).

Envelope lipidico
Capsideo Capsideo
¥ Genoma Viral Genoma Viral

Figura 1. Representacdo esquematica dos virus. Fonte: autoria propria (2022).
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1.2. SARS-CoV-2

A pandemia da doenca do coronavirus (COVID-19) compreende uma doenca infecciosa
causada pelo virus SARS-CoV-2. De acordo com o painel da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2020) os coronavirus (CoVs) fazem parte de uma familia de virus, os quais causam
doencas respiratérias em humanos desde o resfriado comum até doengas mais raras e graves,
como a Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS) e a Sindrome Respiratéria do Oriente
Médio (MERS).

Os CoVs pertencem a ordem Nidovirales, séo membros da subfamilia Coronavirinae
na familia Coronaviridae (LEPELLETIER.D, GRANDBASTIEN B, MICHAEL J. SMART,
2020). S&o virus envelopados, 0 genoma é composto por RNA fita simples de sentido positivo
e possuem de 26 a 32 kilobases (kb) de comprimento, além de possuir 0 maior genoma dentre
os virus. Ainda na classificacdo genética e antigénica, os CoVs foram organizados em trés
grupos: a-CoVs, B-CoVs e y-CoVs (FIELDING, 2019).

No genoma dos CoVs existem 14 fases de leitura aberta codificando proteinas ndo
estruturais para processos de replicacdo e montagem de virus, proteinas estruturais, incluindo
envelope (E), membrana/matriz (M), nucleocapsideo (N), spike (S) e proteinas acessorias
(ABDULJALIL; ABDULJALIL, 2020), que podem ser visualizadas na Figura 2.

Proteina do envelope (E)

Genoma Viral (RNA)

Figura 2. Representagdo esquemaética da estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: adaptado de Majumder &
Minko (2021).
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A proteina E é o menor componente da estrutura do SARS-CoV-2, cuja funcéo € facilitar
a producdo, maturacdo e liberacdo de virions (ABU et al., 2020).

A proteina M é uma das proteinas mais abundantes e bem conservadas na estrutura do
virion. (MOHAMADIAN et al., 2021). Esta proteina desempenha um papel muito importante
na montagem viral e j& mostrou induzir a apoptose (YOSHIMOTO, 2020).

A proteina N se liga ao genoma viral e esta envolvida na replicagdo do RNA, formagao
de virions e evasao imune. A proteina do nucleocapsideo também interage com as proteinas
ndo estruturais e a proteina M (MU et al., 2020).

A proteina S, é uma proteina transmembrana que facilita a ligacdo do envelope viral aos
receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) expressos nas superficies das
células hospedeiras (como em pneumacitos do tipo I1) (RABI et al., 2020). A proteina spike é
composta de subunidades de ligacdo ao receptor (S1) e fusdo da membrana celular (S2)
(KHAILANY; SAFDAR; OZASLAN, 2020).

A entrada do coronavirus se da pela ligacdo dessa proteina S ao receptor ACE2 e logo
em seguida ocorre a fusdo da membrana viral com a célula hospedeira (ALEXANDRA C.
WALLS; M. ALEJANDRA TORTORICI; ANDREW T. MCGUIRE, 2020). Conforme
exposto na Figura 3, apés a fusdo das membranas, a proteina S se liga ao receptor ACE2, o qual
esta presente nas células hospedeiras, formando um complexo que sofre uma prote6lise pela
enzima serino protease transmembrana tipo Il (TMPRSS2), levando a clivagem do ACE2 e a
ativacdo da proteina S. (RABI et al., 2020). Dessa forma, com o ACE2 clivado e a proteina S

ativada, o coronavirus possui a entrada facilitada na célula hospedeira.

A I B {ala P c Entrada viral na célula |
» SO = S\ A Glicoproteina
PRl g V- // ih;"i;m Sl B S de membrana
el 8RS A :“:
e G  + gr
gw &@ i ” . *& S Proteina spike
*-' > Proteina spiks d

s Proteina spike ativada

Receptor

ACE2 clivado

Receptor AC]L,I

Figura 3. Representacdo esquematica da entrada do CoVs na célula hospedeira. Fonte: Adaptado de
Rabi et al. (2020).

Para que ocorra a replicacdo do CoVs, € necessaria a presenga de uma célula hospedeira
e inclui os seguintes passos: adsorcdo, penetracdo, desnudamento, transcricdo e traducdo

(sintese), maturacéo e liberacdo. A proteina S na superficie do CoVs se liga ao receptor ACE2
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na célula hospedeira facilitando seu acesso. Em seguida o virus libera seu genoma viral e com
0 auxilio dos ribossomos da célula hospedeira, novas poliproteinas virais sdo produzidas. As
proteinases virais 3CLpro e PLpro clivam as poliproteinas virais em proteinas efetoras. Ja a
RNA polimerase dependente de RNA, sintetiza uma fita negativa de comprimento total, a qual
é utilizada para produzir mais RNA viral. O genoma viral é produzido por meio da replicacéo
gendmica e as quatro proteinas virais estruturais (proteina E, M, N e S) sdo transcritas e
traduzidas. As proteinas E, M e S séo incorporadas na membrana do reticulo endoplasmatico,
enguanto a proteina N se liga ao RNA genémico. O nucleocapsideo é encapsulado no reticulo
endoplasmatico e a progénie viral € transportada até a membrana celular da célula hospedeira e
é liberado por meio da exocitose (MAJUMDER; MINKO, 2021).

1.3. Transmissdo da COVID-19

Com relacdo a transmissédo, as goticulas respiratorias configuram o principal meio de
contaminacdo e 0 SARS-CoV-2 pode ser transmitido de uma pessoa infectada a uma pessoa
saudavel se esta tiver contato fisico com o paciente doente ou entrar em contato com algum dos
seus pertences (YESUDHAS; SRIVASTAVA; GROMIHA, 2021). Os CoVs podem se manter
em superficies por varios dias, fato que pode explicar o caso do SARS-CoV-2, podendo
significar um risco prolongado da infeccdo (HU et al., 2021).

A transmissdo, contudo, pode ser evitada mantendo uma distancia de 2 metros entre as
pessoas, utilizando méscaras ao sair de casa e 0 isolamento de pessoas com diagnostico positivo
para COVID-19 (YESUDHAS; SRIVASTAVA; GROMIHA, 2021).

1.4. Diagnéstico da COVID-19

O diagnostico cedo e o isolamento dos possiveis contaminados desempenham papel
importante no controle da pandemia. O critério para diagnostico dessa doenca foi dividido em
apresentacdo clinica, exames laboratoriais de triagem, biomarcadores laboratoriais, exames
radiograficos, deteccdo de &cido nucleico, exames imunoldgicos e novas técnicas mais robustas
(MOHAMADIAN et al., 2021).
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1.4.1. Apresentacdo clinica

De acordo com Adnan et al. (2020), os sintomas da COVID-19 s&o observados 5 dias
apo6s o tempo de incubacdo e os pacientes infectados apresentam sintomas até 11,5 dias
(LAUER et al., 2020). Alguns sintomas gastrointestinais como diarreia, vomito e anorexia,
foram observados nos pacientes (XIANG et al., 2020). O COVID-19 também foi associado a
embolia pulmonar aguda (MARIANO; RAMOS; REIS, 2020). Em relacdo aos sintomas
neuroldgicos, podemos citar ndo sé fadiga e tontura, como também acidentes vasculares

cerebrais isquémicos e hemorrégicos e danos musculares (BRANCH, 2020).

1.4.2. Exames laboratoriais de triagem

A maioria das descobertas nos exames de sangue sdo inespecificos, porém nao séo
descartados, uma vez que podem contribuir para entender as causas da COVID-19
(MOHAMADIAN et al., 2021).

De acordo com um artigo de revisao sistematica e metanalise de Pormohammad et al.,
(2020), foi avaliado o resultado de exames laboratoriais de 2361 pacientes com SARS-CoV-2
e 0s resultados demonstraram 26% de leucopenia, 13,3% de leucocitose e 62,5% de linfopenia.
No mesmo tudo, de 2200 pacientes, 81% apresentaram um aumento da proteina C reativa
enquanto 91% apresentaram numero de plaquetas elevado.

Ao entrar na célula hospedeira por meio da ligacdo entre a proteina S e 0 ACE2, 0s
glicosaminoglicanos (GAGS) possui a funcdo de um correceptor para a entrada do virus. Essa
entrada induz a expressdo de células Thl, as quais fazem parte da resposta imune inata e ativam
mediadores pré-inflamatérios, como interleucina-6 (IL-6), fator estimulante das colénias de
macrofagos granulécitos e monécitos CD14+ CD16+ (PUM et al., 2021). Isso acelera a
superexpressédo de IL-6 e resulta em concentracgdes elevadas do fator de necrose tumoral (TNF-
a) e interleucina-1 (IL-1). Além disso, outras citocinas também sdo expressas e ocorre a
infiltracdo de macrdfagos e neutrofilos (HU, 2021). Essa liberacdo macica de citocinas e a
resposta imune atuando de forma exacerbada pode gerar uma tempestade de citocinas, que pode
ser responsavel por causar algumas doencas criticas, falhas inflamatorias, lesdes de maltiplos

orgaos e também responsavel pela mortalidade da COVID-19 (PUM et al., 2021).
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1.4.3. Biomarcadores Laboratoriais

Os biomarcadores laboratoriais de danos a 6rgéos desempenham um papel fundamental
no diagndstico, previsdo e prognostico de pacientes de alto risco. A anélise de biomarcadores
que refletem o envolvimento de mdltiplos 6rgdos e/ou efeitos farmacoldgicos tem sido
extensivamente realizada em pacientes gravemente enfermos. Alguns desses biomarcadores sdo
empregados para monitorar disfuncbes em oOrgdos distintos ao mesmo tempo, devido a
redundancia ou falta de especificidade (BATTAGLINI et al., 2022).

Alguns biomarcadores utilizados na COVID-19 sdo: enolase especifica de neurénio
(NSE), lactato desidrogenase (LDH), aspartato transaminase (AST), receptor de ativacdo
expresso em células mieloides (TREM-1 e TREM-2) para funcdo pulmonar; peptideos
natriuréticos (NPs)e troponina para o funcionamento cardiovascular; a proteina acida fibrilar
glial (GFAP), polipeptideo leve de neurofilamento (NfL), enolase especifica de neurdnio (NSE)
e marcadores inflamatorios para manifestacdes neurologicas e urina 11-dehidro-tromboxano
B2, 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina, procalcitonina (PCT), saturacdo arterial de oxigénio,

nitrogénio ureico no sangue para a fungdo do figado e rim (BATTAGLINI et al., 2022).

1.4.4. Exames radiograficos

Pacientes diagnosticados com COVID-19 apresentam diversas caracteristicas ou
padrdes de imagens de raio-X dependendo da duracéo e gravidade da doenca (FANG; PANG,
2020). No entanto, a tomografia computadorizada é um exame fundamental no
acompanhamento da evolucéo da doenca (VYAKARANAM et al., 2019).

Pequenas sombras fragmentadas, presenca de linha curvilinea subpleural, mudancas
pleurais e sinais auriculares invertidos séo comumente observados em pacientes diagnosticados
com COVID-19 (Al; LV, 2020).

No trabalho de Xie et al. (2020) foi possivel constatar que 3% dos pacientes obtiveram
resultado negativo primario no RT-PCR, porém na tomografia computadorizada do térax o
resultado foi positivo, concluindo que os dois exames sdo importantes para o diagnéstico da
COVID-19. Dessa forma, a tomografia computadorizada do térax é um exame de alta
sensibilidade e importante para a deteccéo inicial e acompanhamento da progressdo da COVID-
19 nos pacientes (MOHAMADIAN et al., 2021).
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1.4.5. Deteccdo de &cido nucleico

O teste de amplificagdo de &cido nucleico (NAAT) é a tecnologia utilizada para realizar
o0 diagndstico de COVID-19 (LAI; LAM, 2020). Os ensaios NAAT tém como alvo os genes
das proteinas N, S e E do SARS-CoV-2 e regibes no primeiro quadro de leitura aberto (orfla e
orflb) e o gene da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (HONG et al., 2020). Um tipo
de ferramenta que amplifica o genoma do virus é o RT-PCR em tempo real (rRT-PCR)
(MOHAMADIAN et al., 2021). Esta técnica consiste na extracdo de RNA da nasofaringe e
orofaringe, em seguida ocorre a transcricdo reversa para converter o RNA em DNA
complementar (cDNA) que serd amplificado (OLIVEIRA et al., 2020). Os testes contém sondas
fluorescentes 0s quais reconhecerdo e hibridizardo com segmentos dos produtos de
amplificacdo, aumentando a especificidade dos ensaios (CORMAN et al., 2019; COMPARING
et al., 2020).

Apbs a coleta da secrecdo com o auxilio de swab, as amostras sdo imersas em meio de
transporte/tampéo de lise ou uma solucéo salina estéril (SRIDHAR et al., 2020) e devem ser
armazenadas a 2-8 °C por até 72h apds a amostragem, a fim de garantir que a performance do
RT-PCR atinja sua exceléncia e também para evitar que ocorra a degradacdo do RNA
(OLIVEIRA et al., 2020).

Durante a pandemia, ocorreu uma adversidade em relacdo a demora na liberacdo dos
resultados dos pacientes. No protocolo do diagndstico, a etapa de extracdo de RNA é longa, o
que pode gerar contaminacdo cruzada entre as amostras e risco bioldgico aos funcionarios que
manipulam as amostras (OLIVEIRA et al., 2020). Um estudo realizado por Grant et al. (2020)
mostrou o desenvolvimento de um RT-PCR que ndo passou pela fase de extracdo de RNA e no
fim do experimento essa nova técnica foi comparada a uma plataforma automatizada de alto
rendimento (Panther fusion Hologic) a qual atingiu 98% de sensibilidade e 100% de
especificidade.

Outro trabalho realizado por Rifo (2020) investigou se dois kits comerciais de PCR de
transcricao reversa quantitativa (RT-gPCR) eram compativeis com a deteccdo direta de SARS-
CoV-2 de amostras de swab da nasofaringe. Foi demonstrado que um dos Kits utilizado obteve
uma eficiéncia comparavel ao novo protocolo livre de extragdo de RNA. Sendo assim, foi
evidenciado que a etapa de extracdo de RNA ndo é necesséaria, desde que o swab nasal do
paciente esteja imerso em meio de transporte viral.

Normalmente o RT-gPCR é considerado o teste padrédo-ouro para o diagnostico final da

COVID-19. A sensibilidade desse teste pode ser alterada devido a quantidade de carga viral,
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técnica de extracdo do RNA utilizada, procedéncia da amostra e 0 estagio da doenca que se
encontra o0 paciente durante a amostragem. A ocorréncia dos resultados falso-positivos é
consequéncia da contaminacdo cruzada das amostras e erros humanos de manuseio
(MOHAMADIAN et al.,, 2021). Ja os resultados falso-negativos possuem origem em
irregularidades durante qualquer etapa da coleta, armazenamento e processamento de amostras
(OLIVEIRA et al., 2020).

Testes de acido nucleico usando amplificacdo isotérmica estdo atualmente em
desenvolvimento para deteccdo de SARS-CoV-2. Esses testes de amplificacdo isotérmica
ocorrem sem variagdo de temperatura normalmente exigidas para a PCR (CRAW,
BALACHANDRAN, 2012) o que torna a técnica muito mais rapida comparada ao RT-PCR.
As técnicas inclusas nessa amplificacdo isotérmica sdo: amplificacdo da polimerase
recombinase, amplificacdo dependente de helicase e amplificacdo isotérmica mediada por loop
(LAMP) (UDUGAMA et al., 2020).

As técnicas de amplificacdo isotérmica sdo realizadas a uma Unica temperatura e ndo
precisam de equipamento de laboratorio especializado para fornecer sensibilidades analiticas
semelhantes a PCR (CRAW; BALACHANDRAN, 2012). O LAMP de transcri¢éo reversa (RT-
LAMP) foi desenvolvido e testado em alguns trabalhos para a SARS-CoV-2 (LAMB et al.,
2020; YANG et al., 2020). O RT-LAMP utiliza DNA polimerase e de 4 a 6 diferentes primers
que se ligam a seis regides diferentes do genoma de interesse e é mais especifica, pois utiliza

um maior nimero de primers para realizar a reacdo (NOTOMI et al., 2000).

1.4.6. Exames imunoldgicos

Técnicas imunoldgicas e testes de deteccdo de antigeno podem ser utilizados néo so
para um diagndstico rapido e econdmico, como também para oferecer uma alternativa aos
métodos moleculares (MOHAMADIAN et al., 2021).

Os testes de deteccdo de antigeno reconhecem a presenca de proteinas virais do SARS-
CoV-2 em amostras respiratorias e a maioria dos testes disponiveis exigem amostras retiradas
da cavidade nasal ou nasofaringe (LAI; LAM, 2020). As técnicas imunoldgicas como 0 ensaio
de imunofluorescéncia, teste de anticorpo de fluorescéncia direta, ensaio de deteccdo de
proteina de nucleocapsideo, chip de proteinas, pontos quanticos semicondutores e o ensaio de
microneutralizacao estabelecem uma ligacao entre um antigeno viral e um anticorpo (CHAN et
al., 2013) (ROH; JO, 2011; VALIZADEH; ABDOLMOHAMMADI-VAHID; DANSHINA,
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2020). Essas tecnicas imunolégicas séo faceis de manusear, porém possuem baixa sensibilidade
e especificidade (MOHAMADIAN et al., 2021).

Os testes soroldgicos podem medir concomitantemente anticorpos IgM e 1gG, podem
ser especificos para um tipo de anticorpo ou podem ser testes para medir anticorpos absolutos
gque medem anticorpo IgA (MOHAMADIAN et al., 2021). Em um estudo realizado por Li et
al. (2020), foi desenvolvido um teste rapido para deteccdo de IgM e IgG simultaneamente no
sangue humano em 15 minutos. O produto foi testado em oito hospitais e agéncias chinesas
para validar sua eficacia. Os resultados demonstraram que este teste rapido de anticorpos tem
alta sensibilidade e especificidade, além de ser de facil manuseio e ndo é necessario nenhum

equipamento adicional.

1.4.7. Técnica CRISPR

A técnica CRISPR-Cas13a/C2c2 utilizada para a detec¢do de acido nucleico é uma
plataforma de deteccdo molecular extremamente rapida, sensivel e especifica (GOOTENBERG
etal., 2017).

Um protocolo para deteccdo de COVID-19 foi desenvolvido utilizando a técnica
SHERLOCK, (Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKIing) baseado no
diagndstico CRISPR, que utiliza Cas13a ribonuclease para detec¢do de RNA, onde fragmentos
de RNA do virus SARS-CoV-2 ajudam a detectar sequéncias alvo de aproximadamente 100
copias. O experimento é realizado por amplificacdo isotérmica do acido nucleico extraido de
amostras de pacientes e, em seguida, amplificacdo da sequéncia de RNA viral via Casl3 e é

lido por uma vareta de papel em menos de 1 hora (ZHANG et al., 2020)

1.4.8. Tecnica baseada em sequenciamento de proxima geracéo (NGS)

Os virus de RNA compdem a maior variedade de virus e sdo o0s agentes etioldgicos de
inimeras doengas infecciosas em seres humanos e animais. A tecnologia NGS de alto
rendimento tem um papel essencial no diagnéstico priméario (INOUE-NAGATA, 2013).

Uma das vantagens da utilizacdo do NGS é que os genomas virais podem ser
reconstruidos para genomas de virus ndo conhecidos ou mal caracterizados a partir de
preparacdes virais enriquecidas em cultura ou diretamente de amostras clinicas (CHIARA et
al.,, 2020). Um estudo expds um novo coronavirus de pato utilizando o método de
sequenciamento de RNA, que era diferente do virus da bronquite infecciosa de frango (CHEN
etal., 2013). Na pandemia do SARS-CoV-2, as tecnologias NGS de segunda e terceira geracoes
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tém obtido éxito na aplicacdo (CAMPOS et al., 2020; PADEN et al., 2020; PILLAY et al.,
2020).

1.5. Nanoparticula para o diagndstico da COVID-19

A nanotecnologia tem sido largamente utilizada em vérias areas de estudo como na
medicina (YADOLLAHPOUR, 2021), bio-rotulagem (GAIKWAD et al., 2019) e agricultura
(PRASAD; BHATTACHARYYA; NGUYEN, 2017). Na atualidade a nanotecnologia tem sido
utilizada em diferentes areas da ciéncia médica como entrega direcionada de medicamentos
(PRASAD; BHATTACHARYYA; NGUYEN, 2017), diagnéstico de cancer (MISRA;
ACHARYA; SAHOO, 2010) e para desenvolvimento de agentes contra infecgdes virais,
bacterianas e fungicas (NIKAEEN; ABBASZADEH; YOUSEFINEJAD, 2020). Um estudo
realizado em 2017 desenvolveu um dispositivo analitico colorimétrico multiplex baseado em
papel usando nanoparticulas de prata como reagente colorimétrico para a deteccdo de DNA da
MERS-CoV, com capacidade de detectar o DNA de uma forma simples, répida, sensivel e
seletiva (TEENGAM et al., 2017).

Um imunossensor eletroquimico foi desenvolvido utilizando uma matriz de eletrodos
de carbono modificados por nanoparticulas de ouro que permitiram a deteccdo de proteinas de
coronavirus humano (HCoV) e MERS-CoV em amostras nasais (LAY QAH; EISSA, 2019).

Recentemente, foi desenvolvido um ensaio colorimétrico baseado em nanoparticulas
(AuNPs) de 10 nm, revestidos com oligonucleotideos antisense especificos para o gene N do
SARS-CoV-2, para uma deteccdo réapida e seletiva (MOITRA et al., 2020). O propdsito dos
autores foi anexar uma molécula especifica as nanoparticulas de ouro que detectam uma
determinada proteina da sequéncia genética do virus SARS-CoV-2. O biossensor se liga a
sequéncia génica do virus, e as nanoparticulas de ouro sdo responséveis pela transicdo do
reagente liquido de roxo para azul. Quando ha a presenca direta do virus SARS-CoV-2 na
amostra, ocorre a alteragédo visual (THARAYIL et al., 2021).

Ainda utilizando AuNPs, pesquisadores desenvolveram um Kit diagndstico de detecgdo
rapida de anticorpos IgG e IgM contra SARS-CoV-2. Esse kit diagnostico é altamente
especifico e estavel, baixo custo, facil de operar e os resultados podem ser liberados em até 10
minutos, minimizando o tempo de diagndstico. Além disso, € um método viavel de diagndstico
quando ha muitas amostras para serem testadas (HUANG et al., 2020).

Ensaios colorimétricos como o realizado por Liu et. al, 2015 também s&o utilizados para

o diagndstico de doencas. Foi desenvolvido um imunossensor colorimétrico com o objetivo de
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identificar o virus da gripe A (IAV), através da utilizacdo de nanoparticulas de ouro (AuNPs)
modificadas com anticorpo monoclonal anti-hemaglutinina (mADb). Esse imunossensor permite
uma deteccdo do IAV de forma rapida, simples e seletiva. Durante 0 ensaio, 0s anticorpos
especificos para influenza sdo conjugados as AuNPs, resultando na formacdo das sondas mAb-
AUNP, contudo esse ensaio pode ser aplicado a qualquer outro virus desde que sejam utilizados
anticorpos especificos para o patdgeno.

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica analitica que avalia a absor¢cdo ou transmisséo
de luz em comprimentos de onda especificos, tanto na regido UV quanto na visivel,
comparando-se uma amostra com uma amostra de referéncia ou em branco. Essa propriedade é
afetada pela composicdo da amostra, possibilitando a obtencdo de informagfes sobre sua
composicdo e concentracdo. O trabalho de Dias, 2022 desenvolveu um biossensor com
nanobastbes de ouro para deteccdo de SARS-CoV-2 comprovando a formacgdo desses
nanobastdes e a ligagdo com os anticorpos anti-SARS-CoV-2.

O Espalhamento Dindmico da Luz (DLS) é utilizado para medir o didmetro médio das
particulas e a distribuicdo das particulas nanométricas dispersas em liquido. Essa técnica pode
ser utilizada como uma ferramenta para os estudos de bioconjugacao de nanoparticulas de ouro
e estudos de ligacdo biomolecular (JANS et. al, 2009).

O DLS apresenta diversas vantagens em relacdo a outros métodos. Por exemplo, é
possivel realizar experimentos com uma ampla variedade de tampdes de amostra, faixa de
temperatura e concentraces. Além disso, o DLS é uma técnica ndo invasiva que requer
guantidades relativamente baixas de amostra, fornecendo estimativas confiaveis da qualidade
da preparacdo de forma rapida. (STETEFELD; MCKENNA,; PATEL, 2016).

As AuNPs possuem caracteristicas como: capacidade de fornecer uma superficie estavel
para a imobilizacdo de biomoléculas, o que é extremamente Util na preparacdo de biossensores.
S0 as nanoparticulas metalicas mais estaveis, devido a sua atividade oOtica, eletrbnica,
catalitica, possuem propriedades de alta biocompatibilidade e taxa de transferéncia de elétrons
aprimorada. Por esses motivos, as AuNPs tém mostrado amplas aplicacbes em varios
biossensores (SOARES et. al , 2021; YA & PINGARRON, 2005).

Sendo assim, propds-se o desenvolvimento de um nanobiosensor de AUNPs
funcionalizadas com anticorpos de glicoproteina anti-SARS-CoV-2 para a detec¢do da SARS-
CoV-2 utilizando a técnica DLS, devido a sua natureza ndo invasiva e a capacidade de fornecer
uma verificacao rapida, precisa e reprodutivel da qualidade da preparacéo biomolecular, mesmo

com quantidades minimas de amostra.
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2. Justificativa

O diagnostico da COVID-19 se faz necessario para o controle da infeccdo por SARS-
CoV-2 e na contencdo da pandemia (LAI; LAM, 2020). A RT-PCR ¢é o teste mais utilizado
identificar SARS-CoV-2, mesmo os laboratorios de diagndsticos enfrentando dificuldades
como falta de reagente e crescente cobranga por mais testes, acarretando em atrasos nos
resultados (SAFIABADI TALI et al., 2021).

Devido ao alto custo desse teste e a possibilidade de contaminacdo cruzada, objetivou-
se a utilizacdo do DLS para analise de um nanobiosensor contendo AuNPs funcionalizadas com
anticorpos de glicoproteina anti-SARS-CoV-2 foi desenvolvido para a detec¢do da SARS-CoV-

2, COMOo uma opcao mais rapida e barata para o diagnéstico da COVID-19.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um nanobiossensor de nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizado
com anticorpos de glicoproteina anti-SARS-CoV-2 para a deteccdo da SARS-CoV-2 utilizando

a tecnica de espalhamento dindmico de luz (DLS).

3.2. Objetivos especificos

- Funcionalizar as nanoparticulas de ouro de 50 nm (AuNPs50) e 100 nm (AuNPs100)
com anticorpos de glicoproteina  anti-SARS-CoV-2  (AbSIN@AUNPS50 e
AbSIN@AUNPs100);

- Caracterizar as AuUNPs50 e AuNPs100, assim como seus bioconjugados
(AbSIN@AUNPs50 e AbSIN@AUNPs100) quanto ao tamanho e morfologia por microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) e pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS);

- Realizar o teste de especificidade dos bioconjugados com o virus da Influenza, SARS-

CoV-2 e com amostras de pacientes.



4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Tabela 1 — Conjunto de materiais.
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Materiais

Fornecedor

AUNPs (50 nm e 100 nm)

Albumina de soro bovino (BSA)

3,3'-ditiobis (propionato de sulfosuccinimidil)
(DTSSP)

Solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)
Tetraborato de sodio
Acido borico
Virus SARS-CoV-2
Anticorpos policlonais

Amostras bioldgicas

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA)
Laborclin (Pinhais, PR, Brasil)
Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil)
Vetec TM (Duque de Caxias, RJ, Brasil)

Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil)

Laboratério de Virologia e Microscopia
(Universidade de Brasilia)

UBS 05 (Arapoanga de Planaltina)

Para a realizacdo de testes com amostras bioldgicas com pacientes voluntarios, foi
solicitado o comité de ética CEP Faculdade Ciéncias da Salde da UnB - CAAE
38940920.7.0000.0030.

4.2. Reacdo de acoplamento

Para realizar a reacdo de acoplamento, foram utilizados dois tamanhos diferentes de
AUNPs (50 nm e 100 nm). Inicialmente, o acoplamento foi realizado com as AuNPs de 50 nm,
resultando em um deslocamento de alguns nanémetros em relacdo ao branco solucéo que a
proteina S esta armazenada, porém livre de proteina S). Em seguida, procedeu-se ao
acoplamento com as AuNPs de 100 nm para verificar se haveria um aumento maior no delta de
deslocamento.

Foram realizadas aliquotas de 1,2 mL - volume necessario que possui relagdo com o
numero de particulas de ouro para ocorrer a reagéo - da solugdo de AuNPs de 50 nm (2,6x10%
particulas/mL) em eppendorfs. Em seguida, o pH das aliquotas foi medido e ajustado para 8,9
com o auxilio do tampéo borato (50mM, pH 8,9). Cada aliquota foi transferida para um baldo
de fundo redondo e incubados com 10 pL de DTSSP (10 mM) por 45 minutos em e sob protegéo
de luz. A solugéo foi transferida para um Tubo Lobind® Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo,
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Alemanha) e o tubo foi centrifugado (7000 g, 5 minutos, 5 °C). Apds a centrifugacéo, o
sobrenadante contendo o excesso de DTSSP foi removido e as AuNPs foram ressuspensas em
1100 pL de 2 mM de tamp@o borato pH a 8,9. A centrifugagao e ressuspensio foram realizadas
mais duas vezes. Logo depois, 0s anticorpos de glicoproteina anti-SARS-CoV-2 (21.6 ug, 32.4
ug, € 43.2 ng) foram adicionados a suspensdo de DTSSP@AUNPs50 e incubados a temperatura
ambiente por 1 hora e 30 minutos no agitador Kline, NT-150. Ap6s a incubacéo, a suspensao
foi centrifugada (7000 g, 5 minutos, 5 °C). O sobrenadante contendo o excesso de anticorpo foi
removido e ressuspenso em 1100 pL de tampao borato 2 mM, pH 8,9, contendo 0,25% de BSA.
Por fim, o processo de centrifugar e ressuspender foi realizado mais duas vezes, a fim de
remover aqueles anticorpos que nao se ligaram. As amostras contendo 21,6 ug, 32,4 ug e 43,2
pg de anticorpos sdo referidas aos  bioconjugados  pAbS1IN18@AUNPS50,
PAbSIN27@AuUNPs50 e pAbSIN36@AUNPS50, respectivamente.

Para o acoplamento da solucdo de AuNPs de 100 nm foram utilizadas aliquotas de 1,2
mL (4,56x10° particulas/mL). A solucdo teve o valor de pH ajustado para 8,9 com tampao
borato (50 mM, pH 8,9). Cada aliquota foi transferida para um baldo de fundo redondo e
incubados com 45 pL de DTSSP (10 mM) por 45 minutos em agitacdo e sob protecdo de luz.
A solucdo foi transferida para um Tubo Lobind® Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
e o tubo foi centrifugado (7000 g, 5 minutos, 5 °C). Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante
contendo o excesso de DTSSP foi removido e as AuNPs foram ressuspensas em 1100 pL de 2
mM de tampédo borato pH a 8,9. A centrifugacdo e ressuspensdo foram realizadas mais duas
vezes. Em seguida, diferentes quantidades de anticorpos de glicoproteina anti-SARS-CoV-2
(21.6 ng, 32.4 ug e 43.2 ug) foram adicionadas a suspensdao de DTSSP@AUNPs100. A mistura
foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora e 30 minutos em um agitador Kline, modelo
NT-150. Apds a incubacdo, a suspensdo foi centrifugada a 7000 g por 5 minutos a 5 °C. O
sobrenadante, que continha o excesso de anticorpo, foi removido e ressuspenso em 1100 pL de
tampé&o borato 2 mM, pH 8.9, contendo 0.25% de BSA. Por ultimo, foram realizados mais dois
ciclos de centrifugacdo e ressuspensdo com o objetivo de remover 0s anticorpos que ndo se
ligaram. As amostras referem-se aos bioconjugados pAbSIN18@AUNPs100,
PAbSIN27@AuNPs100 e pAbS1IN36@AUNPs100, com quantidades de anticorpos de 21,6 ug,
32,4 ug e 43,2 pg, respectivamente.
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4.3. Métodos de caracterizacdo das AUNPs

4.3.1. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para a realizacdo da MET, foi utilizado um microscépio JEOL JEM 1011, operando a
uma tensdo de aceleracdo de 100 kV. Colocou-se 5 uL. de AuNPs50 e pAbS1IN18@AuUNPs50
em uma grade de cobre de 400 mesh revestida com filme formvar. A amostra secou ao ar e foi
utilizado vapor de tetréxido de 6smio para aumentar o contraste. As grades foram utilizadas
para outras analises e por isso foram preservadas em temperatura ambiente.

A afinidade de ligacdo dos virus SARS-CoV-2 e pAbLSN36@AUNPS50 foi

comprovada por essa técnica.

4.3.2. Espectroscopia no Uv-Vis

Os espectros das nanoparticulas (NPs) em suspensdo foram registrados em um
espectrofotémetro UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) utilizando células de quartzo com 10,00
mm de caminho &ptico sem diluicio para amostras de AUNPs50, AuNPs100,
pAbSIN18@AUNPS50, pAbSIN18@AUNPs100, pAbSIN27@AuNPs50,
PAbSIN27@AuNPs100, pAbSIN36@AUNPs50 e pAbSIN36@AuNPs100.

4.3.3. Espalhamento Dinédmico da Luz (DLYS)

Para medir o tamanho das AuNPs nuas e dos bioconjugados, foi utilizado o aparelho
Zetasizer Nano ZS90: ZEN3690 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK) equipado com
um laser de 4,0 mW 632,8nm (vermelho) em um angulo de deteccdo de dispersdo de 90°, a
25°C. Uma cubeta de 50 puL (ZENO0118) foi utilizada para medir o tamanho das particulas.
Foram realizadas cinco corridas por medicdo de tamanho para obter uma média e um desvio

padrdo. Os dados foram coletados e analisados no software Zetasizer 8.01.4906.

4.4. Incubacéo dos biconjugados com os virus da Influenza e SARS-CoV-2

Foram realizados testes nas amostras de virus da Influenza usando estoques de virus
diluidos preparados com PBS e 20% de sacarose como diluente, nas seguintes concentragoes:
1x10%%3 TCIDso/mL para A/Brisbane, 1x10'°® TCIDso/mL para B/Washington, 1x10°
TCIDso/mL para B/Phuket e 1x10*%7 TCIDso/mL para A/Sul da Austrélia.
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Para o virus SARS-CoV-2, foram preparadas 12 diluicbes (2,11x10° TCIDso/mL)
utilizando PBS como diluente. Inicialmente, 90 puL da respectiva dilui¢ao de virus e 10 uL. de
PAbSIN18@AUNPS50 ou pAbSIN36@AUNPS50 foram adicionados em um criotubo, e a
amostra foi incubada em temperatura ambiente por 30 min em um agitador orbital Kline (400
rpm; Nova Técnica, Piracicaba, SP, Brasil). Por fim, 50 pL de pAbSIN@AuNPs com a mistura
de virus foi transferido para uma cubeta de pequeno volume (modelo ZEN0118, Malvern

Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) para medic¢des no DLS.

4.4.1. Incubacéo dos biconjugados com amostras bioldgicas

A coleta foi realizada na UPAS 9 de Planaltina- DF (Geréncia de atencdo primaria N° 9
de Planaltina — DF, de acordo com a aprovacdo do comité de ética CEP Faculdade Ciéncias da
Saude da UnB - CAAE 38940920.7.0000.0030). A amostra de saliva e de nasofaringe de cada
voluntario foi coletada por meio do swab e foi colocado em um falcon com 2,5 mL contendo
PBS pH 7.4 juntamente com 20% de sacarose para as analises posteriores. Retirou-se 90 uL da
amostra de nasofaringe da solugdo e incubou-se com 10 pL do bioconjugado
PAbSIN36@AUNPs100 concentrado. Em seguida, as amostras foram colocadas no agitador
orbital Kline (400 rpm; Nova Técnica, Piracicaba, SP, Brasil) por 30 minutos e transferidas
para a cubeta de pequeno volume (modelo ZEN0118, Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,
UK) para leitura no DLS utilizando o modelo Zetasizer Nano ZS90: ZEN3690 (Malvern
Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido).

O DLS estava equipado com um laser vermelho de 4,0 mW (632,8 nm) e operou em um
angulo de deteccdo de dispersao de 90°. Para medir o tamanho das particulas, foi utilizada uma
cubeta descartavel (ZEN0118). Cada medigdo de tamanho consistiu em cinco repeticdes para
obter uma média e um desvio padrdo. Todos os dados obtidos por DLS foram coletados e
analisados usando o software Zetasizer 8.01.4906. Os didametros hidrodindmicos determinados
pelo DLS foram obtidos por analise de acimulo e sdo referidos como diametros efetivos (Figura
4).
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Apés colocar o swab na solugdo A,
transferiu o swab para asolugio B

2,5 mL de solugdo

Swab 2,5 mL de solugdo

Solugio A—PBSpH7.4 Solugio B—PBS pH 7.4 + 20% sacarose,
Swab foi mantido na solugio B para as

andlises
90 pL
3

Coleta Recolheu a amostra do paciente com o swab e passou na solugiio A

0 min na mesa agitadora
orbital 99 pL:ara
incubar
Bi . - i 50pL
ioconjugado utilizado no experimento: 4
Bioconjugado de 100 nm— pAbS1IN36@AuUNPs100 -~
3 |
\ | 50pL
— —
f l
gestgausizer Nano 10 pL do bioconjugado concentrado

Cubeta ZEN 0118 +
Procedeu a leitura conforme protocolo estabelecido 90 pL da amostra de salivaou
no projeto nasofaringe suspenso na solugdo B
e

30 min na mesa agitadora orbital
Figura 4. Esquema do protocolo de incubacdo do bioconjugado pAbSIN36@AuUNPs100 com amostras
biolégicas coletadas de pacientes.
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Caracterizacdo das AuNPs50, AuNPs100 e seus bioconjugados
5.1.1. MET

O emprego dessa técnica possibilita a analise morfoldgica das nanoparticulas, dispersdo
e seu didametro. Essa técnica foi aplicada somente nas AuNPs50 e nos seus biconjugados para
a comprovacdo do seu tamanho e ligacdo com o virus SARS-CoV-2.

Nas micrografias MET (Figura 5) para as amostras de AUNPs50 (A) e
pAbSIN18@AUNPS50 (B), e possivel observar estruturas esféricas e hexagonais com
tamanhos médios de 55 nm a 60 nm, respectivamente. Essas mesmas morfologias também

foram encontradas no trabalho de Driskell et al. (2011).

F

100 nm

Figura 5. Tamanho e a morfologia das nanoparticulas e a distribui¢cdo de tamanho correspondente: (A)
AUNPs50 e (B) pAbSIN18@AUNPS50.

Foi confirmada a ligagdo do SARS-CoV-2 ao bioconjugado pAbS1IN36@AuNPs50 por
meio da MET. Na Figura 6B, é possivel visualizar as particulas virais do SARS-CoV-2 com
glicoproteinas spike presentes em sua superficie (marcadas na imagem). A Figura 6C mostra a
ligacdo entre pAbSIN36@AUNPs50 e 0 SARS-CoV-2, enquanto a ampliacdo da Figura 6D

confirma a interacdo entre a proteina spike da superficie viral e o bioconjugado.
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Figura 6. Interacdo do SARS-CoV-2 e do bioconjugado pAbSIN36@AUNPsS50. (A)
pAbSIN36@AUNPs50; (B) virus SARS-CoV-2 inativado; as setas rosam mostram a proteina spike do
virus. (C) reacdo entre pAbSIN36@AUNPs50 e virus SARS-CoV-2 inativado a 2. 11x10° TCIDso/mL
e (D) imagem ampliada de uma regido na imagem C, o que demonstra a interagdo entre
pAbSIN36@AUNPs50 (asterisco amarelo) e o virus SARS-CoV-2 (asterisco verde).

5.1.2. UV-Vis Espectrofotometro

Os resultados do UV-Vis para as AuNPs de 50 nm e seus bioconjugados podem ser
visualizadas na Figura 7 e as AuNPs 100 nm e seus bioconjugados na Figura 8. Para as
nanoparticulas de 50 nm os espectros mostram uma mudanga no redshift de 534 nm para 537
nm, em fungdo da mudanga no indice de refragdo das nanoparticulas. Analisando as
nanoparticulas de 100 nm, apos a conjugacdo do pAbS1N as AuNPs100, foi observado um
deslocamento no redshift na faixa de 568 nm a 572 nm, o qual é atribuido a modificacéo do
indice de refracdo das nanoparticulas.

O redshift ndo é influenciado pelo nimero especifico de nanoparticulas, mas a
intensidade de sua banda esta diretamente relacionada a quantidade de anticorpos utilizados
durante o processo de bioconjugacdo (DRISKELL et. al, 2011). O trabalho de Liu et al. (2015)

utilizou nanoparticulas de ouro funcionalizadas com anticorpo para a deteccdo de virus
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Influenza A e também obteve uma mudanca no redshift, resultado que corrobora com o presente
trabalho.

Se particulas ou agregados maiores forem formados, uma segunda banda de absorcao é
detectada na faixa de 650-750 nm, resultando em uma dispersao de cor azul-escura. No entanto,
esse efeito ndo foi observado nos bioconjugados das AuNPs50.

Dessa forma, UV-vis confirma a conjugacdo de anticorpos policlonais nas

nanoparticulas de ouro.

1.0

AuNPs50
——pAbSIN18@AUNPSSD

—— pADSINZT@AUNPS50
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Figura 7. Espectros UV-Vis (400-900 nm) AuNPs50, pAbS1IN18@AuUNPs50, pAbSIN27@AuNPs50,
e pAbSIN36@AuUNPs50
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Figura 8. Espectros UV-Vis (400-900 nm)  AuNPs100, pAbS1IN18@AuNPs100,
pAbS1IN27@AuNPs100, e pAbSIN36@AUNPs100.
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5.1.3.DLS

A funcionalizacdo das AuNPs50 e AuNPs100 pode ser observada nas figuras abaixo
(Figura 9 e Figura 10).

Analisando as figuras abaixo, é possivel observar tanto para as pAbSIN18@AuNPs50
quanto para as pAbSIN18@AuUNPs100 que houve um deslocamento para a direita, indicando
um aumento no tamanho dos bioconjugados em comparagdo com suas respectivas AuNPs. Esse
resultado evidencia que houve o acoplamento dos anticorpos nas AuNPs50 e nas AuNPs100.
Ocorreu também um aumento na intensidade depois do acoplamento dos anticorpos para as
AUNPs50 e para as AuNPs100.

Em relagcdo ao resultado do PDI, houve uma diminui¢cdo no valor do PDI apds o
acoplamento do anticorpo nos dois tamanhos de AuNPs. Considerando uma escalade O a 1, um
indice de polidispersdo inferior a 0,1 é considerado indicativo de uma populacao de particulas
altamente homogénea. Por outro lado, um valor elevado de indice de polidispersdo sugere uma
ampla distribuicao de tamanhos de particulas ou até mesmo a presenca de diferentes populacées
com tamanhos variados (GAUMET et al., 2008). Todos as medicGes de PDI das
pPAbSIN18@AUNPs100 estaveis ficaram abaixo de 0,1, indicando que a amostra estava

monodispersa (Figura 10).

AuNPs50 e pAbSIN18@AuNPs50

201
— AuNPs50
15- — pAbSINI8@AuNPs50
9
£ 10- PDI
S
E
5- — AuNPs50: 0,264
— pAbSIN18@AuNPs50: 0,210
0 1 1 1 1 1
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Figura 9. Z-average pela intensidade das amostras de AuUNPs50 e pAbSIN18@AuNPs50 no D1 e média
de cinco corridas do PDI das amostras de AUNPs50 e pAbS1IN18@AuNPs50 no D1.
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AuNPs100 e pAbSIN18@AuNPs100

201
— AuNPs100

I5- — pAbSINIS@AuNPs100
S
£ 104 PDI
g
E

5- — AuNPs100: 0,104
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Figura 10. Z-average pela intensidade das amostras de AuNPs100 e pAbSIN18@AuUNPs100 no D1 e
média de cinco corridas do PDI das amostras de das amostras de AuNPs100 e pAbS1IN18@AuNPs100
no D1.

A estabilidade das amostras de 50 nm e 100 nm foi avaliada através dos resultados do
DLS (Figuras 11 e Figura 12). Durante o periodo de avaliacdo de estabilidade, as particulas
contendo o anticorpo pAbS1N apresentaram constantemente valores mais elevados de tamanho
médio. Esses valores estdo relacionados ao perfil de intensidade, ou seja, quanto maior a
intensidade e o deslocamento para a direita, maiores sdo os valores do tamanho médio da

nanoparticula (Figura 11).
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Figura 11. Estabilidade Z-average pela intensidade das amostras de AUNPs50 (A) e
pAbSIN18@AUNPs50 (B).
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Figura 12. Estabilidade Z-average pela intensidade das amostras de AuNPs100 (A) e
pAbSIN18@AUNPs100 (B).
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As amostras contendo AuNPs100 foram avaliadas pela intensidade por até 120 dias e
os dados referem-se a uma comparacdo de todos os dias de avaliacdo para AuNPs100 e
pPAbSIN18@AUNPs100 (Figura 12).

Ao analisar o0s resultados obtidos , tanto as AuNPs100 quanto as
pPAbS1IN18@AUNPs100 mostraram um Unico pico de intensidade durante o periodo avaliado,
porém, ndo se observa um deslocamento do pico para maior valor de DLS para o bioconjugado
pAbSIN18@AUNPs100, enquanto se observa para a AuNPs100. Isso significa que 0s
biconjugados permaneceram com 0 mesmo tamanho com praticamente a mesma intensidade
durante o teste de estabilidade. A estabilidade dessas AuNPs pode ser atribuida a presenca da
BSA e do anticorpo em sua superficie, o que resulta na redugdo da auto-agregacdao das particulas
ndo s6 em meios aquosos como também em solugdes tampéo.

O tamanho médio das nanoparticulas AuNPs100 e pAbSIN18@AUNPs100 ficaram
abaixo de 1000 nm. Esse valor situa-se dentro da faixa de tamanho esperada para um sistema
nanoestruturado, ou seja, inferior a 1000 nm (BUZEA et al., 2007).

Os principios do DLS baseiam-se na medicdo da intensidade da luz dispersa. Portanto,
o valor representativo de tamanho hidrodinamico deve sempre ser deduzido das medicdes de
intensidade, enquanto os parametros de volume e nimero devem ser usados apenas como
informacdes de apoio (BHATTACHARJEE, 2016). Assim, tanto a distribui¢do ponderada pelo
volume quanto a distribuicdo ponderada pelo nUmero devem ser analisadas juntamente com o
parametro pela intensidade (YEAP et al., 2018).

Isso posto, ao analisar as variaveis Namero e VVolume, Figuras 13 e 14, respectivamente,
é possivel concluir que as pAbSIN36@AuUNPs100 mantiveram-se estaveis até o dia 120 e que
as nanoparticulas apresentavam uma concentracdo significativa em tamanhos préximos a 100

nm.
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Figura 13. Distribuigdo de tamanho por Nimero pAbS1N36@AuNPs100.
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Figura 14. Distribuicdo de tamanho por Volume pAbSIN36@AuNPs100.
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5.2. Incubacéo dos bioconjugados com os virus da Influenza e SARS -CoV-2

Além de apresentar sensibilidade adequada na detec¢do do SARS-CoV-2, é crucial que
a interagdo entre anticorpos e virus seja suficientemente especifica para evitar resultados falsos-
positivos. A fim de confirmar a seletividade da deteccdo do SARS-CoV-2, foram realizados
testes utilizando DLS nos bioconjugados.

A fim de realizar esses testes, amostras de virus da Influenza (A/Brisbane,
B/Washington, B/Phuket e A/Sul da Australia) e de SARS-CoV-2 foram incubados com o
bioconjugado pAbSIN18@AUNPS50. A Figura 15, ilustra a diferenga de tamanho observada
entre 0s biconjugados de Influenza e SARS-CoV-2 e mostra pequenas mudancgas nas
distribuicbes de tamanho do pico de nanoparticulas, sendo a diferenca maxima de apenas 10

nm para a cepa Phuket em comparagcdo com quase centenas de nm apdés a incubacao da SARS-
CoV-2.

pAbSINI8@AuNPs50
HIN1@pAbSINI18@AuNPs50
H3N2@pAbSIN18(@AuNPs50
Washington@pAbSIN18@AuNPs50
Phuket@pAbSIN18@AuNPs50
SARS@pAbSINI8@AuNPs50

bEEt

Intensity (%)

1000 10000
Size (d.nm)

Figura 15. Distribuicdo do diametro por intensidade para diferentes cepas A/Brisbane-H1N1, A/Sul da
Australia-H2N3, B/Washington, B/Phuket, e virus SARS-CoV-2.

Para os experimentos a seguir, foram utilizados os pAbSIN36@AuUNPs100. A
incubagéo do bioconjugado pAbSIN36@AuUNPs100 com SARS-CoV-2 a uma concentragdo de
2,11x10° TCIDso/mL resultou em um deslocamento do pico para um valor maior no DLS,
indicando um aumento no didmetro hidrodinamico e consequentemente a ligacdo do virus
SARS-CoV-2 no anticorpo aderido & nanoparticula (Figura 16).

Esse resultado é confirmado quando analisamos trabalho de Driskell et. al, 2011, no
qual o autor mostra que nanoparticulas de ouro funcionalizadas com anticorpos da Influenza

sofrem alterag&o no seu tamanho.
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Ademais, em um trabalho anterior realizado por Bento et. al, 2020, foi obtida uma
imagem de MET que ilustra a interagdo entre as nanoparticulas funcionalizadas com anticorpos
especificos para 0 SARS-CoV-2 e o virus causador da COVID-19 e um resultado de DLS

revelando o aumento de tamanho das nanoparticulas apos a interacdo com 0s virus.

—— pPADbSIN36@AuUNP100nm
-+- SARS@pAbSIN36@AUNP100nm

Intensity (%)

10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura 16. Medidas de DLS por intensidade versus tamanho para pAbS1IN36@AuNPs100 antes e
depois da incubagdo com o virus SARs-CoV-2 inativado a 2,11x10° TCIDso/mL.

5.3. Incubacéo dos bioconjugados com amostras bioldgicas

A Figura 17 exibe os graficos de distribuicdo de tamanho do bioconjugado
pAbSIN36@AUNPs100, tanto antes quanto apds a incubacdo com amostras de trés pacientes
(P1, P2 e P3) com resultados negativos confirmados de nasofaringe (Figura 17A) e saliva
(Figura 17B).

A pAbSIN36@AUNPs100 + Naso de Pacientes B pAbSIN36@AUNPs100 + Saliva de Pacientes
— pAbSIN36@AuNPs100 — pAbSIN3I6@AuNPs100
25 20 — 0 36@AUN v
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20 — DADBSIN36@AuNPs100_Naso P2 5 PADS uNPs100_Salive
= : = PABSIN36@AuUNPs100_Salive P3
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= =
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Figura 17. Medidas de DLS por intensidade versus tamanho para pAbS1IN36@AuUNPs100 antes e depois
da incubagéo com amostras de pacientes considerados negativos: (A) amostras nasofaringe e (B) amostras
de saliva dos pacientes. Os resultados sdo dados como a média de um experimento com cinco medidas de
DLS cada uma.
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Realizando a anélise dos gréficos de distribuicdo de tamanho por intensidade, nota-se
que tanto antes quanto apds a incubagdo do pAbSIN36@AUNPs100 com amostras de
nasofaringe e saliva dos pacientes, foi observado um pico de tamanho idéntico. A Unica
diferenca reside na intensidade do pico apés a incubacao. Verificou-se que o tipo de amostra
do paciente (nasofaringe ou saliva) ndo teve influéncia significativa nos resultados obtidos.
Portanto, optou-se por utilizar exclusivamente amostras de saliva nos experimentos
subsequentes, uma vez que isso acarreta menor desconforto para o paciente em comparacao a

coleta de amostras da nasofaringe.
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Figura 18. Z-Average e PDI do bioconjugado pAbS1IN36@AuNPs100 (Bio 8_Sac) antes e apds incubagdo
com amostras de saliva de pacientes. Os resultados estdo apresentados como a média de um experimento,
e cinco medicdes de DLS.

A andlise do grafico da Figura 18 revela que, das 12 amostras de saliva de pacientes
incubadas com o bioconjugado pAbSIN36@AUNPs100, 11 apresentaram um aumento
significativo no didmetro hidrodindmico. Apenas uma amostra (Pac 9) mostrou uma variacao
minima no didmetro hidrodindmico (DH), mantendo-se praticamente estavel.

A Figura 19 exibe um grafico representando a diferenga no DH entre todas as amostras
de pacientes analisadas até o momento, apés a incubacdo com o bioconjugado

pAbS1IN36@AUNPs100, em comparagdo com o DH do bioconjugado isolado.
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Figura 19. Diferenca de didmetro hidrodindmico (DH) de todas as amostras de pacientes incubadas com
0 bioconjugado pAbSIN36@AUNPs100 menos o bioconjugado isolado. Os resultados estdo
apresentados como a média de um experimento, e cinco medigdes de DLS.

Apds uma andlise dos dados do grafico acima e uma comparacdo com os resultados
obtidos pelo RT-PCR, n&o foi identificada uma correlacdo entre pacientes positivos e os valores
de diferenca de DH. Essa falta de correlacdo pode ser atribuida ao fato de que o RT-PCR é
realizado utilizando amostras de nasofaringe, enquanto nossos ensaios foram realizados com
amostras de saliva, ou seja, as amostras provém de matrizes bioldgicas distintas. Além disso, é
possivel que a falta de correlacdo nos testes esteja relacionada ao limite de deteccdo, isto é, o
namero de particulas virais presentes nas amostras positivas pode ser muito baixo para ser
detectado pelo DLS.

Com base nos resultados obtidos, foi realizado um novo conjunto de coletas de amostras
de pacientes, especificamente amostras de nasofaringe. Essas coletas foram realizadas
repetidamente e em diferentes dias durante o Ensaio Clinico, na Unidade Basica de Saude 5
(UBS5) em Planaltina, Arapoanga - DF. No entanto, para fins ilustrativos, apenas os dados
referentes a um Unico dia de coleta serdo apresentados.

A Figura 20 exibe o grafico que representa o Z-Average e o PDI do bioconjugado
pAbSIN36@AUNPs100 (Bio 4_Sac) antes e ap0s a incubagdo com as amostras de nasofaringe

dos pacientes.
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Figura 20. Z-Average e PDI do bioconjugado pAbSIN36@AUNPs100 (Bio 4 _Sac) antes e apds
incubacdo com amostras de nasofaringe de pacientes. Os resultados estdo apresentados como a média
de um experimento, e cinco medicdes de DLS.

Ao analisar o grafico acima, constata-se que, dentre as seis amostras de nasofaringe de
pacientes submetidas a incuba¢do com o bioconjugado pAbSIN36@AuUNPs100, apenas a
amostra do Pac 6 apresentou um aumento significativo no DH, indicando uma possivel
contaminagdo pelo SARS-CoV-2. Nas demais amostras, o valor do DH permaneceu
praticamente inalterado.
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Figura 21 . Diferenca de DH de todas as amostras de pacientes incubadas com o bioconjugado
pAbS1N36@AuNPs100 menos o bioconjugado isolado. Os resultados estdo apresentados como a média
de um experimento, e cinco medicdes de DLS.

Ao analisarmos os dados do grafico da Figura 21 e compara-los com os resultados
obtidos no teste rapido realizado na UBS 5, podemos observar uma correlacdo em
desenvolvimento entre pacientes positivos e a diferenca nos valores do DH. No teste rapido
realizado na unidade de salde, o paciente 4 foi diagnosticado como positivo, mas com uma
intensidade de cor consideravelmente baixa no Kit, sugerindo uma possivel fase final da
infecgdo, uma vez que o individuo estava no sexto dia de sintomas, durante o periodo em que a
variante Omicron estava predominante, caracterizada por um curso de infeccdo mais curto. Em
contrapartida, o paciente 6 apresentou um resultado positivo no teste rapido com uma
intensidade de cor elevada, estando apenas no segundo dia de sintomas, e demonstrando um
aumento de 30,6 nm no valor do DH.

Com base nos resultados apresentados e em outros obtidos até 0 momento, € possivel
inferir que as amostras de nasofaringe infectadas com o virus SARS-CoV-2 sdo mais facilmente
detectadas pelo DLS, visto que observamos uma correlagdo entre o teste realizado na unidade
de salde e 0 nosso teste. No caso do paciente 4, a auséncia de aumento no valor do DH esta
possivelmente relacionada ao limite de deteccao do nosso teste, ou seja, 0 numero de particulas

virais presentes na amostra é muito baixo para ser detectado pelo DLS.
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6. Conclusdo

Os bioconjugados pAbSIN18@AUNPS50 e pAbSIN18@AUNPs100 demonstraram
uma notavel capacidade de manter sua estabilidade quando comparados as AUNPS50 e
AuUNPs100 ndo modificadas. Essa estabilidade pode ser atribuida diretamente a presenca da
BSA e do anticorpo na superficie das AuNPs, desempenhando um papel crucial na reducéo da
auto-agregacdo dessas particulas em meios aquosos ou solugfes tampdo. A incorporacdo da
BSA e do anticorpo confere & AuNPs uma maior resisténcia a agregacdo, garantindo assim a
preservacao de sua estrutura e funcionalidade ao longo do tempo.

Em relacdo ao experimentos com amostras bioldgicas, houve a ligacao especifica do
virus SARS-CoV-2 com os biconjugados de acordo com as técnicas de MET e DLS e com as
amostras de pacientes voluntarios. Apds uma analise minuciosa dos resultados obtidos até o
momento com as amostras de nasofaringe, constatou-se uma correlagéo significativa de 84%
entre o teste rapido realizado na UBS5 e o teste realizado por meio da técnica DLS.

Por fim, vale ressaltar que o desenvolvimento desse nanossistema metalico foi bem
sucedido e ndo s poderé ser manuseado para o diagnostico de COVID-19 como também para
outras doencas, desde que sejam realizadas as adaptacfes necessarias.
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