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RESUMO

COSTA, D.S. Bioconjugacdo de nanoparticulas de ouro com peptideos
sintéticos baseados em sequéncias imunogénicas de NS1 oriundas dos virus
dengue tipo |, II, lll e IV. 2017. 73f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

Recentemente, nanocarreadores constituidos de peptideos sintéticos conjugados
com nanoparticulas de ouro (AuNP) tém sido considerados uma plataforma eficiente
para a entrega de imundgenos e consequente producdo de anticorpos. Apesar de as
nanovacinas metalicas superarem problemas decorrentes da vacinacdo tradicional
com patégenos vivos atenuados ou patdgenos inativados, a aplicacéo e a estabilidade
das nanobiointerfaces em sistemas bioldgicos continuam sendo uma lacuna
questionavel que se relaciona com o método de conjugacéo. Este trabalho descreve
a bioconjugacdo via atracdo eletrostatica e ligacdo covalente de peptideos
imunogénicos na superficie de nanoesferas de ouro e avalia sua estabilidade em uma
ampla gama de concentracdes de sal e pH. O software Protean® foi usado para
predizer as sequéncias imunogénicas na proteina ndo estrutural 1 (NS1) dos 04
sorotipos do virus da dengue (DENV), que foram sintetizado em fase soélida e
caracterizado com HPLC e ICP-MS. Técnicas como UV-vis, Fluorimetria, FTIR,
Raman, Potencial Zeta e DLS, bem como TEM foram empregadas para caracterizar
ambas as abordagens eletrostatica e covalente antes e depois da bioconjugacao. A
interacdo entre o peptideo derivado de DENV1 NS1 com AuNP demonstrou melhor
eficiéncia no processo de ligacao e na estabilidade do nanbiomaterial conjugado para
ambas as abordagens. Logo, esses dados abrem novas perspectivas para o uso de
nanobioconjugados com peptideos imunogénicos como plataformas para entrega de

farmacos / imundgenos.

Palavras-chave: Nanoparticulas de Ouro, Peptideos sintéticos, Bioconjugacéo.



BIOCONJUGATION OF GOLD NANOPARTICLES WITH SYNTHETIC PEPTIDES
BASED ON IMMUNOGENIC SEQUENCES IN NS1 DERIVED FROM DENGUE
VIRUS TYPES |, II, Il AND IV

ABSTRACT

COSTA, D.S. Bioconjugation of gold nanoparticles with synthetic peptides based on
immunogenic sequences in NS1 derived from dengue virus types |, Il, 1ll and IV. 73f.
Dissertation (Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme,
UFES, Espirito Santo. Brazil.

Recently, nanocarriers made of synthetic peptides conjugated with gold nanoparticles
(AuUNP) has been considered an efficient platform for immunogen delivery and
production of antibodies. Although metal nanovaccines surpass issues arising from
traditional vaccination with live attenuated pathogens or inactivated pathogens, the
application and stability of nanobiointerfaces in biological systems remains a
guestionable gap related to the method for conjugation. This work describes
bioconjugation via electrostatic attraction and covalent bound of immunogenic peptides
on the surface of gold nanosphere and evaluates their stability in a large range of salt
concentrations and pH. Protean® software predicted the immunogenic sequences in
non-structural protein 1 (NS1) from the 04 dengue virus (DENV) serotypes, then
synthesized in solid phase and characterized with HPLC and ICP-MS. Techniques
such as UV-vis, Fluorimetry, FTIR, Raman, Zeta Potential and DLS, as well as TEM
were employed to characterize both electrostatic and covalent approaches before and
after bioconjugation. The interaction between peptide derived from DENV1 NS1 with
AuNP demonstrated better efficiency in the connection process and in the stability of
the conjugated nanbiomaterial for both approaches. Therefore, these data open new
perspectives for the use of nanobioconjugates with immunogenic peptides as platforms

for drug / immunogen delivery.

Key words: Gold nanopatrticles, Synthetic peptides, Bioconjugation.
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1. INTRODUCAO

A nanobiotecnologia tem o potencial de revolucionar o tratamento contra doencas
virais através de imunizacGes mais seguras e eficazes. Recentemente, a integracéo
dos avancos na engenharia de proteinas e nanotecnologia viabilizou o surgimento de
plataformas para entrega direcionada de farmacos, acidos nucleicos, proteinas e
haptenos, incluindo os peptideos sintéticos (PEER et al., 2007). As nanovacinas,
definidas como nanocarreadores revestidos de substancias imunogénicas, encontram
numerosas barreiras na rota para seu alvo, sobretudo as variacbes do pH e da
concentracdo de sais tipicas de ambientes celulares, que podem induzir agregacao e
consequente toxicidade. Com isso, pesquisar nanocarreadores e desenvolvé-los a
produtos aptos para o uso em sistemas fisiologicos requer a manipulacdo de
estruturas, na escala nanométrica, que sejam biologicamente estaveis, como, por

exemplo, o ouro.

Na medicina medieval e renascentista, o ouro coloidal (AuNPs) integrava o regime
terapéutico de doencas cardiacas e venéreas, bem como disenteria, tumores e
epilepsia, sendo usado também para o diagndstico da sifilis (DANIEL; ASTRUC,
2004). Dentre os aspectos fisicos e quimicos marcantes para aplicacdes
biotecnolégicas e medicinais das AuNPs, destacam-se os fendmenos optico-
eletrbnicos da ressonancia plasménica de superficie localizada (RPSL), e do
espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS)(IMURA et al., 2006;
LANGER; NOVIKOV; LIZ-MARZAN, 2015). Outros atrativos igualmente relevantes
contemplam sua baixa tendéncia a aglomeracao e a grande area da superficie, a qual
pode ser facilmente biofuncionalizada com um numero vasto de biomoléculas. As
modificacdes na superficie das AuNPs influenciam diretamente na sua carga liquida,
responsavel pela estabilidade do coloide. Tais efeitos associados ao tamanho e a
superficie sdo especialmente notaveis para dimensdes entre 1-100nm (DAS et al.,
2011). Comparativamente, na escala nanométrica também existe uma organizacao
complexa e sistematica de estruturas e de mecanismos imunobiologicos de protecao

a longo prazo.

Atualmente, ja se sabe que curtas sequéncias de aminoacidos, denominadas
peptideos, sdo nanoestruturas imprescindiveis para consolidar a memoria
imunoldgica, sendo este o proposito das vacinagbes. As vacinas tradicionais sdo
preparadas a partir de virus atenuados pelas multiplas passagens em hospedeiros
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ndo humanos; ou de virus inativados frequentemente obtidos por meio de
aguecimento ou uso de formaldeido para matar o patogeno (GUZMAN et al., 2016).
Apesar desse modelo de vacinacdo ter melhorado a salde humana e prevenir
milhares de mortes ao redor do mundo, h& questionamentos acerca da seguranca
desses bioprodutos devido ao potencial de infeccdo proveniente da reversdo do
patdgeno a sua forma agressiva (virulenta); ou do potencial de ndo gerar imunidade
ao conteudo da vacina. Dessa maneira, a caracterizacdo de um nanocarreador
baseado somente em peptideos imunogénicos acoplados na superficie de AuUNPs é
de grande interesse, visto que tais nanobiointerfaces tém potencial para sobrepor os

mencionados empecilhos devido a versatilidade de suas propriedades.

hY

Este trabalho visa a sintese e caracterizacdo de uma nanobiointerface com
perspectivas de que seja desenvolvida uma nanovacina. Para isso, peptideos
sintéticos oriundos da proteina ndo estrutural 1 (NS1) dos virus Dengue sorotipo |, Il,
Il e IV foram planejados por ferramentas de bioinforméatica, e sintetizados em fase
sélida. Duas técnicas de acoplamento foram estudadas, como a atracdo eletrostatica
entre agentes biolégicos e AuNPs, como também o uso dos reagentes EDC e NHS
gue sao bem estabelecidos. A estabilidade das nanobiointerfaces foi testada através
de espectroscopias tipo UV-vis, Raman, FTIR e fluorescéncias, bem como Potencial
Zeta, DLS e MET e Eletroforese.

Com esta plataforma, espera-se suscitar o desenvolvimento de imunizantes mais
confiaveis e menos invasivos, permitindo a imunizacdo de uma quantidade maior de

pessoas contra o dengue.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nanocarreadores metélicos

Nanocarreadores imunoterapéuticos, doravante nanovacinas, sao dispositivos que
transportam e liberam substancias imunoativas de modo eficiente em sistemas
celulares especificos. Seus componentes incluem um imundgeno, capaz de desafiar
seletivamente as habilidades protetoras do sistema imune; e o carreador que € usado
como modulo de transporte, e de imunogenicidade para substancias de baixo peso
molecular (PEER et al., 2007; SKWARCZYNSKI, 2014; ZONG; COBB; CAMERON,
2017). Um esquema de nanovacina biofuncionalizada esta retratado na Figura 1. Os
diferentes tipos de nanovacinas podem ser classificados segundo a natureza quimica
dos seus constituintes, sendo as nanobiointerfaces metalicas 0s mais promissores
(GUPTA et al., 2013). Essas plataformas de entrega direcionada, algumas delas ja
disponiveis na prética clinica, diferem na constituicdo das matrizes de imobilizacao

das biomoléculas, e nas diversas técnicas de conjugacéao e caracterizacao.

Cada uma das principais partes do nanocarreador proposto neste trabalho esta

descrita adiante.

v
.}.‘?A

2
Peptideo v :_:,;A
(~ 5-20 nm) %&3«

-

Nanoparticulas o
de ouro (AuNP)

Figura 1: Esquema contendo as principais partes de um nanocarreador baseado em
peptideos imobilizados em nanoparticulas metalicas.
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2.1.1 Nanoparticulas de ouro

O ouro é um metal inerte e resistente a oxidacdo que a humanidade utiliza desde o
milénio 5° a.C., quando foi descoberto em Varna (Bulgaria), enquanto o ouro coloidal
foi descrito pela primeira vez entre os séculos 5°-4° a.C. na China e no Egito, onde
era explorado para fins artisticos e medicinais. Um exemplo famoso e antigo do uso
de ouro nanocristalino talvez seja o célice de Lycurgus, exposto no British Museum, e
retratado na Figura 2. Fabricado no século 4° d.C. em Roma, andlises de sua matriz
vitrea revelam coloides de ouro (AuNP) e de prata (AgNP) de aproximadamente 70
nm na proporcdo AuNP e AgNP de 1:14. Essa composi¢do faz com o que o calice seja
vermelho a luz transmitida e verde a luz refletida (DANIEL; ASTRUC, 2004). A
elucidacao desses fendmenos Opticos associados ao coloide de ouro iniciou apenas

no século XIX.

Figura 2: Calice de Lycurgus. O vidro exibe cor verde quando a luz incide de fora para
dentro, mas o cdlice apresenta cor vermelha se iluminado de dentro para fora.

Em 1857, a relagdo entre o tamanho das AuNP com a coloragdo do coloide foi
sugerida no trabalho seminal de Michael Faraday, que sintetizou AuNP usando o
fésforo branco como agente redutor e o dissulfeto de carbono como estabilizante
(FARADAY, 1857). A partir desse relato, grandes esfor¢os tém sido dedicados a
sintese, estabilizacdo e funcionalizagdo de AUNP com tamanho e formato controlados,
haja visto a diversidade de condi¢cdes experimentais registradas em publicacbes e
patentes. (AH et al., 2006; VIGDERMAN; ZUBAREYV, 2012; ZHONG; NJOKI; LUO,
2009)
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Um dos marcos da sintese quimica de AuNP ¢ atribuido a TURKEVICH; GARTON,;
STEVENSON, 1954, que sintetizaram AuNPs em meio aquoso utilizando citrato de
sédio como agente redutor do acido tetracloraurico (HAuUCls). Dada a simplicidade e
reprodutibilidade desse protocolo, (BRUST et al., 2000) demonstrou que era possivel
controlar o tamanho das AuNP (16 nm a 147 nm) variando somente a concentracao
do citrato de sédio. Posteriormente, o grupo do professor Schmid cunhou a nocao dos
chamados “pontos quanticos” ao produzir clusters de ouro (< 1 nm) usando fosfino. Ja
Mulvaney e Giersing, em 1993, relataram a primeira sintese e estabilizacdo de AUNP
tioladas, as quais foram preparadas com alcanotiéis de varios comprimentos de
cadeia. Na linha dos tiolados, o método Brust-Schiffrin (BRUST et al., 2000) &
considerado o maior éxito de sintese in situ ouro coloidal tiolado. Essa técnica pioneira
facilitou a sintese de AuNP estaveis ao ar e a altas temperaturas, com tamanho
controlado e dispersividade estreita. Além disso, as AUNPs podem ser repetidamente
isoladas e ressuspendidas sem evidéncias de agregacdo ou decomposicao, sendo
também passiveis de manipulacdo e funcionalizacdo via substituicdo de ligante.
Recentemente, um estudo detalhado conduzido por (KUMAR; GANDHI; KUMAR,
2007) comprovou que os tiois deslocam as moléculas de dicarboxi acetona,

responsaveis pela estabilizacdo das AuNP, para formar a ligacao covalente Au-S.

Uma consequéncia da reducdo do tamanho médio das particulas de um material € o
aumento da area superficial por volume. Por exemplo, numa nanoparticula de 20 nm
cerca de 12% dos atomos estdo na superficie, enquanto numa NP com 10 nm de
diametro 25 % dos atomos sao superficiais, e em 5nm ~50% dos atomos da NP se
encontram na superficie (CAO, 2004). Em outros termos, o percentual de atomos
superficiais em relacdo a quantidade total de atomos da NP aumenta conforme o
tamanho da NP diminui. Essa elevada razao area de superficie por volume determina
certas propriedades tanto 6pticas quanto carreadoras dos nanomateriais (WILEY et
al., 2006).

2.1.1.1 Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada (RPSL)

O interesse global nas AuNP é principalmente devido a Ressonancia Plasmonica de
Superficie Localizada (do inglés, LSPR — “Localized Surface Plasmon Resonance”),
que é o resultado exclusivo da interacdo entre a luz com as nanoparticulas metalicas.

Esse fenbmeno 6ptico é gerado quando os elétrons da banda de conduc¢éo oscilam
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local e coletivamente na superficie das nanoparticulas, em resposta ao campo
magneético da luz incidente (WILEY et al., 2006).

Segundo o modelo atbmico Bohr, cada atomo possui niveis de energia bem definidos.
Quando os atomos se agrupam para formar uma estrutura cristalina, seus niveis
energéticos mais altos, isto é, os mais distantes do nucleo, tornam-se continuos,
gerando as denominadas bandas de energia. Essa proximidade entre os atomos e
seus respectivos niveis energéticos é uma caracteristica marcante dos solidos na
escala nanométrica. Os elétrons dos niveis mais energéticos (camada d do ouro), que
antes pertenciam aos atomos individuais, agora ocupam preferencialmente as bandas
de energia recém-formadas: de valéncia e/ou de conducéo Figura 3. Geralmente, a
banda de valéncia comporta a maior parte desses elétrons, enquanto a banda de
conducdo abriga poucos ou nenhum deles. A diferenca de energia interbandas é
chamada de hiato 6ptico (MARTINS; TRINDADE, 2012). Para que um elétron da
banda de valéncia consiga ocupar a banda de conducéo, ele deve absorver um foton
com energia maior do que esse hiato energético. Uma vez na banda de conducéao, os
elétrons conseguem se propagar livremente sobre a extensdo metalica da
nanoparticula, promovendo os efeitos Opticos Unicos e sensiveis a irradiagéo
eletromagnética (WALKER; HALLIDAY; RESNICK, 2009; (FAN; ZHENG; SINGH,
2014; MESSERSMITH; NUSZ; REED, 2013).
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Figura 3: Diagrama dos niveis de energia de um sélido semicondutor cristalino
semicondutor. (Adaptado de MARTINS; TRINDADE, 2012)
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Matematicamente, se r/A < 0,1 (sendo “r’ o raio da nanoparticula e A 0 comprimento
de onda da luz incidente), a oscilacdo dos elétrons livres sera ressonante ao campo
magnético da onda eletromagnética incidente. Nessa condicao, for¢cas restauradoras
também interferem no movimento da densidade eletrdnica, intensificando a separacéo
de cargas na superficie da MNP, que culmina no dipolo oscilante tipico da LSPR
(ZHAO; LI; ASTRUC, 2013). Esse fenbmeno somente ocorre em nanoparticulas
maiores que 2 nm, pois, abaixo desta faixa, as mencionadas bandas energéticas se
afastam a uma distancia (hiato 6ptico) maior do que a minima necessaria para manter
0 LSPR (GRIESHABER et al.,, 2008; HUANG; EL-SAYED, 2010). Isso limita o
movimento dos elétrons ao confinamento quantico do cluster (MNP < 2nm), de modo
gue eles realizam apenas transicdes eletrbnicas entre os orbitais das camadas mais
energéticas, gerando fluorescéncia. No geral, a mobilidade dos elétrons em
nanoestruturas depende dos contornos e da composicdo das nanoparticulas, da carga
superficial e estrutura cristalina, bem da distancia entre as particulas (HUANG; EL-
SAYED, 2010). Além disso, a dielétrica do meio, bem como o indice de refracdo do
solvente influenciam os deslocamentos Opticos, conforme postulado por Mie
(PAPOFF; HOURAHINE, 2011).

A teoria de Mie racionalizou o modelo de interagdo entre as nanoparticulas com a luz
usando equacdes do eletromagnetismo classico de Maxwell. Enquanto muitos
cientistas ponderam o termo absorgédo de luz, Mie considera essa unidade como
extincdo. Depois de atravessar uma suspensdo coloidal, a quantidade de luz que
atinge o detector do espectrofotdmetro € um remanescente da radiacédo absorvida e
da radiacdo espalhada pelas AuNP, sendo a extingdo a soma da absorbéncia e do
espalhamento. Como a extingdo se relaciona com a secao transversal das AuNP
quasi-esfeéricas, logo ela pode ser predita em funcdo do tamanho da AuNP (HAISS et
al., 2007).

Deslocando-se a absorcdo e o espalhamento, a cor de filmes e coloides de
nanoparticulas também pode ser ajustada: por exemplo, solu¢des de AuNPs esféricas
tém cor vermelho-rubi, devido a forte absorcéo e ao espalhamento na regido verde do
espectro, enquanto solucbes de AgNPs sdo amarelas porque ha ressonancia
plasménica na regido azul do espectro. Por meio de andlise espectrofotométrica,
constata-se que as AUNP absorvem a radiacao eletromagnética nos comprimentos de
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onda (A) entre 500-600 nm. Diferentes picos de A sdo observados a medida que as

dimensdes das nanoparticulas variam (FUERTES et al., 2016).

Atualmente, nanomateriais de ouro e de outros metais, como prata, cobre e didéxido
tithnio ja sé@o incorporados em plasticos, tintas e outros produtos comercializados
(LANGER; NOVIKOV; LIZ-MARZAN, 2015). Em particular, as AuNP s&o
provavelmente as nanoestruturas com maior destaque entre os coloides metalicos
devido a biocompatibilidade e a facilidade de serem biofuncionalizadas com &cidos
nucleicos, proteinas e peptideos (ZHANG, 2010). Tais aspectos suscitam o interesse
das areas farmacéutica e biotecnoldgica, que dedicam esfor¢os para construir novas
nanobiointerfaces capazes de revolucionar, por exemplo, a entrega de farmacos e de
imundégenos. Inclusive, as AUNP sdo adequadas ao uso em sistemas bioldgicos por
serem nanomateriais ndo téxicos, inertes e de facil conjugacdo com biomoléculas ou

ligantes sintéticos

2.1.2 Nanoparticulas de ouro como carreadores de antigenos

Dentre os coloides metalicos, as AuNPs apresentam maior estabilidade e facil
reatividade com biomoléculas. Isso atrai um interesse significativo da
nanobiotecnologia terapéutica alinhada a pesquisa, desenvolvimento e inovacgao
(P&D&I) de plataformas para entrega direcionada de farmacos ou de outros
compostos de interesse bioldgico. De fato, as AUNPs tém sido administradas, de modo
recorrente, tanto em animais quanto em seres humanos por via parenteral (GLAZER
et al., 2011).

Uma vez introduzidas na corrente sanguinea de mamiferos, o organismo submete o
coloide de ouro aos mecanismos fisioldgicos de autoprotecdo que visam (1) removeé-
los e/ou (2) neutraliza-los. Para a elimingdo das AuNP, é suficiente que elas sejam
capturadas pelas células hepéticas, excretadas através da bile, e eliminadas do corpo
juntamente com as fezes (DE JONG et al., 2008). A influéncia dos contornos e da
composicao sobre a compatibilidade biolégica das AuNPs ja € bem conhecida (LI et
al., 2016), em contraste com o0 que se sabe atualmente sobre os efeitos no sistema

imune.
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Muitas pesquisas corroboram os efeitos imunoestimulantes das AuNPs, dos quais
podemos citar o aumento do tamanho corpuscular dos macréfagos acompanhado de
elevacdo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-alfa, bem como
de IL-2 (YEN; HSU; TSAI, 2009). Além disso, hd também estimulacdo de células
assassinas naturais (NK) com AuNP de 12 nm e proliferac&o de linfocitos (LE GUEVEL
etal., 2015). As AuNPs de 2 nm (SHUKLA et al., 2005), 3 nm (LIM et al., 2008; ZHANG
et al., 2011) e 60 nm (JONES, 2015) conseguem penetrar macréfagos via pinocitose,
permanecendo no interior dos lisossomos e no espago perinuclear. Para tais autores,
as AuNP possuem biocompatibilidade, pouca toxicidade e nenhuma imunogenicidade

aparente .

A biossintese de anticorpos é induzida somente por moléculas com peso > 5 KDa
(imunogenicidade). Exemplos de imundgenos incluem proteinas, lipideos,
polissacarideos e ligantes sintéticos. Contudo, muitas substancias bioativas
(vitaminas, hormoénios, farmacos, toxicos e outros) detém uma massa molecular
relativamente baixa, sendo incapazes de eliciar a producdo de anticorpos . Essa
limitacdo € superada por meio de acoplamento quimico dos haptenos com
carreadores de maior peso molecular . Normalmente, a hemocianina do molusco
marinho Megathura crenulata (KLH) é o mais usado como carreador por ser uma
glicoproteina macica (400-800 KDa) gque elicia uma intensa resposta imune de células
T (THOBHANI et al., 2010). Por meio de reagdes que formam ligacdes amida, a
superficie do KLH torna-se revestida de varias copias do hapteno. Dessa maneira, a
apresentacdo dos haptenos no carreador também estimula o0s receptores
imunoldgicos de células B, culminando na producédo de anticorpos anti-haptenos. Em
geral, o soro obtido a partir do bioconjugado proteina-hapteno reconhece partes
especificas tanto do carreador proteico quanto do hapteno. A base teodrica dessa
incapacidade dos haptenos produzirem anticorpos por eles mesmos € bem
compreendia por Jules Bordet (THOBHANI et al., 2010).

Segundo a teoria fisico-quimica da imunidade proposta por J. Bordet, a
imunogenicidade de um antigeno depende das suas propriedades fisico-quimicas,
sobretudo no seu estado coloidal. A partir dessa premissa, estudos demonstraram que
injecdes de antigenos misturadas com coloides metélicos estimulam a producéo de
anticorpos. Até mesmo haptenos adsorvidos na superficie das MNPs induziram a

producdo de imunoglobulinas. (NEEFJES; OVAA, 2013) descreveu numerosas
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influencias das AuNP sobre reacbes imunes inespecificas. Nota-se um aumento
consideravel da quantidade total de leucdcitos por mililitro de sangue (de 9.900 para
19.800), incluindo de polimorfonucleares (de 4.700 para 14.900) cerca de 2h apés
administragcdo endovenosa de 5 mL de AuNP em coelhos. As injecdes de outros
coloides metalicos ndo causaram, até entdo, reacfes equivalentes. Essa capacidade
imunoestimulante do ouro coloidal é cientificamente interessante por (1) produzir
anticorpos contra imundgenos de baixo peso molecular (haptenos), e (2) introduzir

uma nova geracao de vacinas baseada em peptideos sintéticos ou naturais.

2.2 Peptideos como imundgenos

Os peptideos sdo considerados subprodutos intermediarios da degradacdo de
proteinas oriundas do préprio organismo (endodgenas) ou de agentes externos
(exdgenas). Biologicamente, eles podem ser responsaveis por, dentre outras funcoes,
1) fornecer aminoacidos para a construcdo endodgena de novas proteinas; e por 2)
direcionar processos imunobioldgicos envolvidos na marcacdo de células infectadas
ou tumorais, e na producao de anticorpos. Quando uma proteina estranha penetra o
organismo, diversas enzimas proteoliticas e proteossomas intracelulares a digerem
em fragmentos de 3-18 aminoacidos. Uma vez formados no interior das células,
menos de 1 % desses peptideos sobrevive a destruicdo catalisada pelas
aminopeptidades citosolicas (CASCIO, 2001). Parte dessa fragcdo remanescente
corresponde a Unica porgdo da estrutura nativa do antigeno com a qual os anticorpos
interagem para neutralizar a infeccdo. A menor porcdo de aminoacidos de um

antigeno que é reconhecida pelos anticorpos denomina-se epitopo.

Somente as sequéncias com mais de 8 aminoacidos sdo consideradas epitopos, pois
neste comprimento elas atravessam a membrana do reticulo endoplasmatico (RE), via
transportadores associados com processamento de antigenos (TAP, do inglés
‘transporters associated with antigen-processing”), para acessar o sitio de interacdo
do Complexo de Histocompatibilidade (MHC). Este, também referido como Antigeno
Leucocitario Humano (HLA), é uma glicoproteina transmembrana do RE que se
subdividem, por motivos de polimorfismo genético, nas classes | e Il, desempenhando
funcbes imprescindiveis para o éxito da resposta imune adaptativa (GROMME et al.,
1997).
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O MHC de classe | esta presente em todas as células, enquanto o de classe Il esta
presente apenas nas ceélulas apresentadoras de antigenos (macrofagos, células
dendriticas e linfocitos B). Ambas as classes de MHC se constituem de cadeias
pesada (H) e leve (L) capazes de estabilizar peptideos (~ 9 aminoécidos) através de
interacOes ndo covalentes, as quais estao sujeitas ao alinhamento minucioso entre as
moléculas. A partir dessa interacdo, o complexo peptideo-MHC é enderecado para a
superficie celular. Nesta etapa, as células de defesa do tipo T (CD8*) reconhecem o
complexo MHC-peptideo e libera os mediadores quimicos que condicionam apoptose
(MHC classe I) (TAM, 1988).

Muitos peptideos exibem caracteristicas antigénicas, porém nem todos séao
igualmente eficazes para eliciar anticorpos que os reconhecam na proteina nativa
correspondente. Basicamente, o tamanho e a localizagéo tridimensional deles, bem
como seu grau de homologia com sequéncias de outras proteinas determinam sua
aplicacdo (AIYEGBO et al., 2014). No campo da biologia sintética, ferramentas de
bioinformética vém sendo implementadas e utilizadas para mapear as sequéncias
antigénicas mais exclusivas e posicionadas na superficie externa da proteina. Essa
estratégia € fundamental para limitar reacdes inespecificas dos anticorpos gerados

com outros tipos de antigenos proteicos (TAM, 1988).

A capacidade de os peptideos induzirem a produgéo de anticorpos é cuidadosamente
planejada através de técnicas in silico robustas e confiaveis, que antecedem a sintese.
Uma vez sintetizados, essa imunogenicidade somente é lograda apds conjugacao
com carreadores de maior peso molecular (> 11 KDa) como KLH, nanoparticulas,
micelas, MAPs e outros (TIMKOVICH, 1977).

2.2.1 Imobilizac&do de Peptideos na superficie de Nanoparticulas

A conjugacédo de peptideos com nanoparticulas de ouro gera uma nanobiointerface
cuja massa total € suficiente para disparar uma resposta imune com producdo de
anticorpos antipeptideos. Um aspecto que interfere diretamente nessa capacidade
imunogénica recém-adquirida pelos peptideos é o tipo de imobilizacdo empregado
para as fases bioldgica e inorganica. Geralmente, as principais técnicas utilizadas se
baseiam na 1) adsorc¢do via atracao eletrostética, interacdes hidrofébicas e de van der
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Waals; ou no 2) acoplamento covalente, explorando a tendéncia de ligacao entre os

grupamentos funcionais de ambas as fases (MU et al., 2014).

Uma das estratégias mais simples de conjugacdo se vale da atracdo ibnica que
acontece quando o pH do meio estd proximo do ponto isoelétrico (pl) do peptideo.
Nesta condi¢do, que € pouco reprodutivel, a biomolécula adsorve na superficie da
matriz de imobilizacdo sem orientacdo padronizada. Em contraste, os métodos de
acoplamento covalente representam uma alternativa a essa falta de controle sobre os

planos de interacdo entre as biomoléculas e a superficie da matriz.

Um dos protocolos mais comuns para imobilizar biomoléculas utiliza os agentes EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) e NHS (N-Hidroxisuccinamida). O EDC é
um agente de ligacdo cruzada de comprimento zero que acopla radicais carboxilicos
a aminas primarias. Apesar desse processo ocorrer exclusivamente com o uso do
EDC, a adicdo do NHS ou Sulfo-NHS alavanca a eficiéncia da ligacao, de modo que
as amostras contendo grupos ativados por estes reagentes podem ser armazenadas
para uso posterior. Além disso, o EDC e o NHS nédo participam da ligacdo entre a
biomolécula e a AuNP, ao contrario de outros reagentes como o glutaraldeido, por
exemplo. Outro aspecto igualmente relevante é que esta reacdo pode ocorrer a
temperatura ambiente (BRANDT et al., 1970).

2.3 Proteina ndo estrutural 1 do virus dengue tipo 2

Inicialmente, a DENV NS1 foi descrita como um antigeno soltuvel de fixacdo de
complemento oriundo do virus dengue (SMITH; WRIGHT, 1985). Todavia, ensaios
subsequentes evidenciaram que o antigeno era uma glicoproteina (RICE et al., 1985)
analoga a NS1 do virus da febre amarela (MULLER; YOUNG, 2013; YOUNG et al.,
2000), cabendo a revisdo para a nhomenclatura vigente. Na atualidade, trés formas
estruturalmente distintas da DENV NS1 sdo reconhecidas: monomérica (recém
sintetizada), dimérica (MNS1 — Figura 4 —, associada a membrana plasmatica ou
vesiculas) e hexamérica (SNS1 -, secretada no sangue como lipoproteina)
(CRABTREE; KINNEY; MILLER, 2005; WINKLER et al., 1988). Composta por 352
aminoacidos que integram 12 residuos de cisteina e 02 sitios de N-glicosilacdo
relativamente conservados entre os flavivirus, seu peso molecular varia de 46-55 KDa
dependendo do estado da glicosilacdo (GUTSCHE et al., 2011; MULLER; YOUNG,
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2013). Os hexameros conectados a lipideos (colesterol, triglicerideos e fosfolipidios)
pesam cerca de 310 KDa (LIN et al., 2012), e alcangcam 645 KDa devido a agregacao
com pelo menos 5 tipos diferentes de proteinas do hospedeiro (ALCON-LEPODER et
al., 2006; PEELING et al., 2010). Durante a infec¢do primaria ou secundaria pelo
DENV, a concentracdo sérica de sNS1 é detectavel até 9 dias ap6s o inicio dos
sintomas (SCATURRO et al., 2015).

Durante a producdo e maturacdo da DENV NS1, a N-glicosilacdo consiste em
adicionar uma manose hidratada a amida da cadeia lateral dos aminoacidos
asparagina localizados nas posi¢ées 130 e 207 da NS1 monomérica (RASTOGI,
SHARMA; SINGH, 2016). Essa reacdo ocorre no lumen do reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) mediante acao catalitica da enzima glicosidase (WALLIS et al., 2004).
Por conseguinte, ligacdes dissulfeto entre os 06 pares de cisteina (C1/C2, C3/C4,
C5/C6, C7/C12, C8/C10 e C9/C11) (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016) parecem
dimerizar a glicoproteina (JACOBS et al., 2000) e interagir com ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI-NS1) na membrana do RE (AKEY et al., 2014; YOUNG et
al., 2000), conforme Figura 4. Embora mondmeros sejam hidrofilicos, sua forma
dimérica tem natureza hidrofobica, razdo pela qual se associam a membrana do RE,

com ou sem intermédio de jangadas lipidicas.
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Figura 4: Esquema da movimentacdo de NS1 durante a replicacdo do DENV. (1) A NS1
€ separada da glicoproteina E mediante clivagem por uma peptidase sinal, formando a
subunidade monomeérica hidrofilica. (2) Este monémero € N-glicosilado com carboidratos ricos
em manose que alteram sua conformacéo e hidropaticidade. (3) Consequentemente, dimeros
sédo formados (MNS1) e sua hidrofobia recente induz associagdo a membrana do RE. (4)
Todavia, interagcBes com a membrana também ocorrem quando parte dos dimeros se liga a
ancoras de glicosilfostatidilinositol (GPI-NS1). (5) Ambas mNS1 e GPI-NS1 trafegam por rotas
bioguimicas ainda desconhecidas para atingir a superficie celular, onde permanecem
associadas a jangadas lipidicas imobilizadas na membrana plasmatica. (6) No Golgi, unidades
diméricas se organizam para formar hexameros soluveis. (7) Tais hexameros adquirem uma
carga lipidica que é confinada em sua estrutura central. Entdo, a manose dessa lipoproteina
hexamérica sollivel (sNS1) é processada a uma forma de carboidrato complexo (CHO
vermelho). (8) Entdo, a sNS1 é secreta para o meio extracelular. (9) A diferenca da
composicao dos carboidratos (CHO) entre as formas de NS1 esta evidenciada nas bandas do
SDS-PAGE. Essa disparidade contribui para que parte das mNS1 se concentrem em
vesiculas, nas quais permanecem juntamente com outras proteinas néo estruturais para
compor o complexo replicativo. (10) Uma porcao das NS1 expostas na superficie celular pode
advir de formas previamente secretadas (SNS1) que se ligaram a glicosaminoglicanos
superficiais (GAGSs). Fonte: Adaptado de MULLER & YOUNG, 2013.

ApoOs a dimerizagdo, a NS1 é imediatamente enderecada para um de trés sitios
diferentes: complexo de replicagcdo, membrana plasmatica ou meio extracelular
(MULLER; YOUNG, 2013). Apesar de suas funcdes no complexo replicativo ndo
sejam elucidadas (AVIRUTNAN et al.,, 2011), ambas mNS1 e sNS1 promovem
concomitantemente evasao e estimulo da resposta imune, pois inibem proteinas do

sistema complemento (AVIRUTNAN et al., 2011), enquanto induzem a producéo
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elevada de anticorpos IgG anti-NS1 (FALCONAR, 1997). Esses anticorpos anti-NS1
reagem de modo inespecifico com fatores de coagulacdo sanguinea, fibronectina,
integrinas (LIN et al., 2012) e outros componentes imprescindiveis a manutencao do
sistema vascular, sugerindo envolvimento no vazamento de plaquetas em quadros

severos da doenca.

No leito vascular, a SNS1 pesa cerca de 310 KDa também forma oligbmeros de até
645 KDa devido a agregacdo de pelo menos 5 tipos diferentes de proteinas do
hospedeiro ao antigeno (MULLER; YOUNG, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o processo de bioconjugacao usando nanoparticulas de ouro como plataforma

de entrega de peptideos imunogénicos

3.2 Objetivos Especificos

Realizar a predicdo in silico de sequencias imunogénicas presentes nos
antigenos NS1 dos quatro sorotipos da dengue;

Sintetizar e caracterizar as sequéncias imunogénicas obtidas por predi¢éo in
silico;

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro monodispersas utilizando
citrato de s6dio como agente de reducéo;

Comparar a eficiéncia de bioconjugacdo por atracdo eletrostatica e
acoplamento covalente dos peptideos sintéticos com as nanoparticulas de
ouro;

Avaliar a estabilidade dos nanobioconjugados obtidos em diferentes condicdes

de pH e forca ibnica.
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4. MATERIAL e METODOS

4.1 Reagentes

Foram utilizados o Acido Tetracloroaurico e o Citrato Trissodico para a sintese de
AuNP. Para a funcionalizacdo das AuNP-citrato, utilizou-se 11-Acido
mercaptoundecanoico (447528). O 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC),
e o N-hidroxisuccinamida (NHS), foram usados para o acoplamento covalente dos
peptideos. Para construir a curva padrao, usou-se a albumina sérica bovina (BSA)
liofilizada (05470). Esses reagentes tinham pureza analitica e foram adquiridos da
Sigma Aldrich. Ja as vidrarias foram lavadas com agua corrente e detergente, e
higienizadas com agua régia (HCI 3:1 HNOs3) preparada a fresco, seguida de nova
lavagem com agua destilada, e finalmente ambientalizadas com &gua ultrapura e

secadas em estufa a 37°C.

4.2 Sintese e caracterizacédo de peptideos

4.2.1 Prospeccéo de Banco de Dados

A sequéncia linear de aminoacidos da proteina non-structure 1 (NS1) oriunda dos
sorotipos |, I, 1ll e IV do dengue foi obtida através de buscas no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI; disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para identificar o0s fragmentos potencialmente

imunogénicos e suas respectivas localizacdes na sequéncia linear da NS1, analises
in silico de cada isoforma foram realizadas através do software Protean 3D®. Neste
estudo foram usados apenas os fragmentos com maior nimero de aminodcidos

localizados na superficie externa da proteina.

4.2.2 Alinhamento de Sequencias

A fim de impedir que as sequéncias estabelecidas pelo Protean 3D® tenham alto grau
de homologia com outras proteinas, o programa Basic Local Alignment Tool (BLAST)

foi utilizado. Por meio desta, foram informadas o grau de similaridade entre as


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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sequéncias eleitas com a sequéncia de outras proteinas armazenadas em seu banco
de dados. Os dados relativos ao “Score” revelam o grau de similaridade, isto é, quanto
menor o valor do “Score”, pior sera o grau de similaridade e, por conseguinte, maior
sera a exclusividade dos fragmentos obtidos. O grau “E” (Expected) de significancia
dos resultados também deve ser baixo, pois significa uma baixa probabilidade de que

os alinhamentos requeridos tenham ocorrido ao acaso.

A confirmacédo de que as sequéncias preditas sao exclusivas de suas respectivas
isoformas de NS1 DENV foi lograda por meio dos alinhamentos global e local
fornecidos pelo BLAST. Assim, um pareamento de cada sequéncia predita com a
ordem dos aminodacidos de outras proteinas depositadas no banco de dados NCBI
gerou valores de pontuacdo (Score) que indicaram o percentual das posicoes
similares entre as cadeias. J& o valor de "E" (Expected) compreende o grau de
significancia do resultado da pesquisa, sendo que valores baixos indicam uma baixa

probabilidade de o alinhamento ter ocorrido de modo aleatério.

4.2.3 Sintese dos peptideos de NS1 oriundas dos sorotipos |, 11, lll e IV do dengue

A sintese dos peptideos correspondentes as sequéncias previamente selecionadas
por abordagens in silico foi realizada por meio de uma colaboragéo da Professora
Doutora Maria Aparecida Juliano, do Departamento de Biofisica da Escola Paulista de
Medicina (EPM), na Universidade Federal de Sao Paulo, cujo grupo de pesquisa tem

experiéncia comprovada na sintese em fase sélida de pequenos peptideos.

4.2.4 Caracterizacdo dos peptideos de NS1 oriundas dos sorotipos I, II, lll e IV

do dengue

O ponto isoelétrico (pl) de cada peptideo foi estimado com base em andlises in silico
realizadas no programa Protein Physical and Chemical Parameters do EXPASy®
(disponivel em: http://web.expasy.org/protparam/). A pureza dos peptideos sintéticos
foi avaliada por técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em
colaboracdo com a professora doutora Suely Gomes de Figueiredo.
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4.2.5 Determinacao da concentracéao dos peptideos

Para determinar a concentracédo de cada peptideo sintético fornecido, 1 mL de agua
ultrapura foi adicionado nos respectivos frascos contendo o liofilizado, gerando
solucdes de estoque. Realizou-se a diluicdo seriada com as solugfes estoque e agua
ultrapura nas proporgdes de 1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10.000, as quais foram dosadas

por espectrofluorimetria (excitacdo em 229 nm e emissdo em 350-500 nm).

4.2.6 Determinacdao tedrica da quantidade de peptideos que saturam as AuNP

A guantidade de peptideos necessaria para cobrir a area de superficie total das AUNP-
citrato e das AuNP-MUA foi calculada através de férmulas matematicas. Dado o
comprimento médio dos peptideos igual a 2 nm, calculou-se a quantidade minima
deles para revestir a area superficial total de cada coloide, previamente determinada.
Resumidamente, o nimero de moléculas peptidicas para cobrir a extensdo da area
supracitada foi determinado a partir do valor previamente encontrado da é&rea
superficial total. Em seguida, a massa de uma molécula de peptideo foi calculada
dividindo sua massa molecular pelo nimero de Avogrado. Por fim, multiplicou-se esta

massa obtida com a quantidade de moléculas peptidicas estimadas.

4.3 Sintese de Nanoparticulas de Ouro

4.3.1 Nanoparticulas de ouro sintetizadas com citrato de sédio

A sintese de AuNP foi realizada segundo a otimizac&o publicada pelo nosso grupo de
pesquisa (OLIVEIRA et al., 2017). Resumidamente, 10 mL de HAuCl4 2,5.10* M foram
aguecidos a 100°C sob agitacdo magnética no condensador, com adi¢do subsequente
de 1 mL de CsHsNasO7 1 %. A mistura reagiu a 400 rpm por 15 minutos e o coloide foi
resfriado em banho de gelo, sendo acondicionado em tubos estéreis de sedimentacao

e armazenados em geladeira (2-8°C) para uso posterior.

4.3.2 Modificagéo da superficie das AUNP com MUA

O &cido mercaptoundecanoico (MUA) possui 11 atomos de carbono entre 0s grupos

funcionais COOH e SH. Imediatamente, adicionou-se 1 mL de uma solucao etandlica
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de 10 mM de MUA em 10 mL de ouro coloidal sob agitacdo de 800 rpm por 100h a
temperatura ambiente (25°C). Apos esse intervalo, o coloide com MUA foi filtrado (.22
pm) com seringa estéril para remocéo de subprodutos particulados, sendo também
acondicionado em tubo estéril de sedimentacdo e armazenado em geladeira (2-8°C)

para uso posterior.

Para os ensaios de conjugacédo covalente das nanoparticulas de ouro com o peptideo,
€ necessaria a modificagdo quimica da superficie do metal. O 11-acido
mercaptocarboxilico (MUA) € um ligante tiolado amplamente utilizado para ensaios de
conjugacao com biomoléculas (ZHANG et al., 2000). Isto € devido ao fato de este
ligante possuir em uma das extremidades o S (enxofre) que se ligara por meio de
ligacdo covalente dativa com os atomos de ouro da superficie metélica, e um
grupamento COOH (acido carboxilico) na sua extremidade terminal que facilitar4 a
interacdo com as aminas primarias da cadeia dos peptideos. Além disso, estes ja
estabelecem uma forte interacdo com superficies de ouro através da amina primaria
da extremidade N-terminal (THOBHANI et al., 2010).

Apés a etapa de funcionalizagdo, analises com as espectrometrias UV-vis, FTIR e
espalhamento Raman foram realizadas a fim de confirmar a formacdo das
monocamadas automontadas (do inglés, “SAMs — Self Assembled Monolayers”)

provocadas pela adsorgéo dos ligantes na superficie metélica.

4.3.3 Area superficial de nanoparticulas de ouro

Assumindo o padrao de AuNP quasi-esféricas de 18 nm na concentracéo de 27 mg /
mL, o volume, a massa e a area superficial de uma Unica particula foram calculados.
Inicialmente, calculou-se o volume através da férmula V = 4/3 1 r3, onde V é o volume,
T € constante de circunferéncia (3,14) e r o raio (9 nm) da AuNP-cit. J& a massa de
uma AuNP foi calculada aplicando o resultado V na férmula d =m /V, onde d é a
densidade do ouro (19.300 Kg/m?3), m é a massa da AuNP e V é o volume dela. Para
calcular a quantidade de AuNP-cit em 1 mL de coloide, bastou-se dividir os 27 mg pela
massa obtida. Em seguida, a area foi calculada através da formula A =4 1112, e o valor
de A foi multiplicado pela concentragdo de AuNP-cit para estimar a area de superficie

total do coloide.
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4.4 Bioconjugacao dos peptideos com AuNPs

Os ensaios de bioconjugacao para os peptideos derivados da NS1 dos sorotipos |, I,
[ll e IV do virus Dengue foram realizados de duas maneiras. A primeira, comumente
empregada para formagéo de nanobioconjugados (BEHZADI et al., 2015), explora a
tendéncia natural de interacdo por atracao eletrostatica. A segunda, utiliza a estratégia
de acoplamento por ligacdo covalente através dos compostos EDC e NHS. Para
confirmar e caracterizar a imobilizacdo desses peptideos em ambas as abordagens,
leituras espectrométricas no UV-vis, IR e Raman foram realizadas, bem como a

obtencédo de imagens de MET.

4.4.1 Imobilizacdo via atracdo eletrostatica

Para conjugar eletrostaticamente uma cadeia peptidica a superficie de uma AuNP é
necessario que o pH da solucgéo esteja 0.5 acima do pl do peptideo. O ponto isoelétrico
(pl) de cada peptideo foi estimado com base em analises in silico (ExXPASYy®
ProtParam). Assim, triplicatas de quatro aliquotas de 1 mL de AuNP-cit foram
centrifugadas (16.873 g, 20 min), seu sobrenadante (975 pL) foi descartado e o pellet
(25 pL) foi ressuspendido em solugdes (1 mL) alcalinas de NaOH com pH ajustado
(peptideo Dengue 1 = 10.82; peptideo Dengue 2 = 11.30; peptideo Dengue 3 = 10.02;
peptideo Dengue 4 = 10.94) em 0.5 (+/- 0.1) maior que o pl de cada peptideo.
Aliguotas de 2.5 pg / mL de cada peptideo foram adicionados as respectivas
suspensoes sob baixa agitacdo (100 rpm) durante 30 minutos a temperatura ambiente
(259).

Apés esse intervalo, analisou-se o perfil Optico do nanobioconjugado por
espectroscopia UV-vis usando cubeta de quartzo. Depois, a solucéo foi centrifugada
(16.873 g, 20 min) e o sobrenadante (975 pL) analisado por UV-vis a fim de quantificar
a massa de peptideos que nédo se ligou a AuNP e indiretamente estimar o quantitativo

adsorvido na superficie da AuNP.

4.4.2 Imobilizacéo via ligacao covalente

O grupo carboxilico (COOH) das moléculas de MUA ligadas a AuNP foram ativados

segundo o protocolo EDC/NHS. Simultaneamente, aliguotas de 100 pL de EDC
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(solucéo estoque 50 mM) e de NHS (solucéo estoque 75 mM) foram adicionadas em
1 mL de AuNP-MUA, e a mistura reagiu por 30 min sob baixa agitacdo (100 rpm) a
temperatura ambiente (25°C). Em seguida, aliquotas contendo 2.5 ug / mL de cada
peptideo foram inseridas e a mistura reagiu por 30 minutos. Nesse intervalo, as
aminas primarias dos peptideos interagiram com o &cido carboxilico previamente
ativado (EDC/NHS), formando uma ligacdo amida. Ao final dos ultimos 30 minutos, as
moléculas dos peptideos que ndo se ligaram foram removidas por centrifugacéo
(16.873 g, 20 min) e dosadas por fluorescéncia (excitacdo 229 nm e emissao 350-500
nm). A quantidade de peptideos imobilizados nas AuNP foi calculada subtraindo a

concentracao inicial da concentracéo final detectada no sobrenadante.

4.5 Caracterizacdo dos coloides

4.5.1 Espectrometria UV-vis

A espectroscopia UV-vis compreende a analise da absorbancia de luz por uma
amostra. Diferentes comprimentos de ondas eletromagnéticas na regido ultravioleta e
visivel (UV-vis; 190nm a 800nm) incidem na amostra, sendo a quantidade de luz
absorvida calculada pelo espectrofotdmetro. Dividindo a intensidade da luz antes de
passar pela amostra (lo) e a intensidade da luz depois de atravessa-la (I), tem-se a

transmitancia da amostra (I / lo).

A espectrometria UV-vis foi utilizada para monitorar a formacdo de AuNPs, a
modificacdo de sua superficie com MUA, e as imobilizactes dos peptideos via atracao
eletrostatica e ligacdo covalente, através bandas plasmoénicas formadas. Utilizou-se o
espectrofotdometro Evolution™300, da Thermo, alocado no Labiom/UFES. Os
espectros na regido do UV-vis foram feitos posicionando duas cubetas de quartzo com
capacidade volumétrica de 1 mL no espectrofotdbmetro. Numa das cubetas de quartzo,
colocou-se agua MiliQ como branco, enquanto na outra cubeta depositaram-se as
suspensfes coloidais. Todos coloides de AuNP-citrato e AuNP-MUA com os
respectivos peptideos conjugados foram analisados a temperatura ambiente (25°C),
e a varredura da absorbancia foi realizada no intervalo de 800 a 300 nm com resolucao

de 1nm.
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4.5.2 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada para se avaliar a
distribuicdo de tamanho dos coloides antes e depois da conjugacado. As imagens das
AuNPs foram obtidas com equipamento JEM-1400, JEOL, USA inc., operado a 120
kV. Para o preparo da amostra, cerca de 300 uL da suspensédo coloidal foram
depositados sobre uma lamina de vidro seca e previamente limpa com lenco de papel.
A amostra foi deixada em repouso a temperatura ambiente (25°C) até o surgimento
de um halo de particulas concentradas na borda do liquido. Depois, esfregou-se
sutilmente uma grade de cobre, com 400 mesh, revestida com polimero formvar sobre

toda extensao do halo. Detalhes

4.5.3 Espectrometria vibracional no Infravermelho com Transformada de Fourier

As medidas de FTIR para as AuNPs e seus respectivos conjugados foram obtidas a
fim de monitorar as ligacdes formadas nas etapas de sintese, modificagdo com MUA
e bionconjugacdo com os peptideos sintéticos. Para o preparo das amostras, 50 mL
de cada suspenséao coloidal foram centrifugadas (16.870 g, 20 min), seu sobrenadante
descartado e o pellet ressupendido em agua miliQ. O volume final deste foi depositado
numa placa vitrea de Petri previamente limpa e seca, a qual foi acondicionada em
estufa a 60°C por 24h. ApoOs esta etapa, o solido no assoalho da placa foi raspado
com lamina estérii e submetido a analise vibracional da espectrometria no

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

4.5.4 Espectrometria Raman

A espectrometria Raman foi utilizada em todas as etapas de sintese, modificagéo e
bioconjugacéo das AuNPs a fim de identificar as moléculas adsorvidas ou proximas a
superficie coloidal, tendo em vista o efeito de intensificacdo de espalhamento Raman
por meio de superficie (SERS) metalica. Assim, uma aliquota de 2 mL do coloide foi
centrifugada (16.870 g, 20 min), seu sobrenadante descarto e o pellet ressuspendido
em agua miliQ. Em seguida, instilou-se 1 mL desta suspensdo sobre uma lamina de
vidro higienizada conforme descri¢cdes anteriores. A amostra permaneceu em estufa

a 60°C até a secagem completa.
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A analise Raman foi realizada em Microscépio Confocal ALPHA 300R acoplado com
espectrometro Raman. O intervalo de leitura do espalhamento Raman foi de 500

500cmt e 4000cm™ com laser de 532 nm.

4.5.5 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Utilizou-se o espalhamento de luz dinamico para medir o tamanho hidrodindmico das
nanoparticulas sintetizadas, modificadas com MUA e bioconjugadas, tendo em vista
a distribuicdo de tamanho da particula em funcdo de intensidade, area, volume e

guantidade. aliquotas de 2 mL do coloide foram adicionadas numa cubeta de teflon.

4.5.6 Potencial Zeta (P2)

Para a andlise da carga superficial das AuNP, foi utilizado o Analisador de Tamanho
de particulas (Microtrac, Zetatrac NPA152). Assim, aliquotas de 2 mL do coloide foram
adicionadas numa cubeta de teflon ladeadas por um par de eletrodos de paladio que
afere a mobilidade eletroforética das particulas coloidais a temperatura ambiente
(25°).

4.5.7 Teste de floculagcao

Para determinar a concentracdo minima de eletrdlitos que desestabiliza as AuNP-cit
e as AuNP-MUA, aliquotas de 1 mL de AuNP-cit e de AUNP-MUA foram misturadas
com 10 pL de solucbes de NaCl 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 25
mM, 50 mM, 100 mM e 250 mM. Os testes foram realizados em triplicada, e a

avaliacdo da estabilidade foi medida por espectroscopia UV-vis.

Os mesmos procedimentos se aplicaram as respectivas biointerfaces (AuNP-DV1,
AuNP-DV2, AuNP-DV3, AuNP-DV4; AuNP-MUA-DV1, AuNP-MUA-DV2, AuNP-MUA-
DV3 e AUNP-MUA-DV4).

4.5.8 Teste em diferentes faixas de pH

A influéncia do pH sobre a estabilidade dos coloides (AuNP-cit, AUNP-MUA, e
respectivos bioconjugados) foi avaliada. Resumidamene, aliquotas de 1 mL dos

coloides foram centrifugadas (16.870 g; 20 min), o sobredante descartado (975 uL) e



38

o pellet ressuspendido (1 mL) em solugbes de pH 3,5, 7, 9, 11 e 12. Os testes foram

realizados em triplicata, e a estabilidade foi aferida por espectroscopia UV-vis.

Os mesmos procedimentos se aplicaram as respectivas biointerfaces (AuNP-DV1,
AuNP-DV2, AuNP-DV3, AuNP-DV4; AUNP-MUA-DV1, AuNP-MUA-DV2, AuNP-MUA-
DV3 e AuNP-MUA-DV4).
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Sintese e Caracterizagcdo de Peptideos

5.1.1 Prospecao de Banco de Dados

A proteina NS1 é um dimero de 352 aminoacidos, cujos mondmeros constituintes
possuem, cada um, 3 dominios proteicos (DARNELL et al.,, 2012). Durante a
prospeccdo da base de dados para a predicdo dos epitopos potenciais, foram
encontrados 125.780 registros que incluiam sequéncias no intervalo dos dominios (<
352 aa), assim como da proteina total (352 aa) e da poliproteina inicial (> 352 aa). As
sequéncias dos residuos de aminoacidos de cada isoforma de NS1 DENV utilizadas
neste estudo estdo descritas adiante no formato FASTA, tendo os fragmentos

sintetizado em destaque (Figura 5).

Convém ressaltar que o mapa das regides potencialmente imunogénicas de cada
isoforma da NS1 DENV foi gerado pelo software Protean 3D®. Seu algoritmo de
predicdo dos epitopos lineares se baseia num conjunto de dados (hidropaticidade,
estrutura secundaria, flexibilidade e outros) de peptideos cuja antigenicidade tenha
sido caracterizada experimentalmente. Calculos dessas caracteristicas sao
implementados para descrever as propriedades locais de cada peptideo e criar 0
modelo de aprendizado de maquina. Em outras palavras, os resultados obtidos em
bancada séo convertidos em modelos probabilisticos ou combinatérios para predizer

as caracteristicas de uma dada proteina (OLIVEIRA et al., 2017).

O mapa fornecido pelo programa se vale da predi¢cédo da hidrofilicidade (colunas em
azul) dos residuos de aminoacidos na NS1 DENV1 (Figura 6-9) a partir da escala de
Kyte-Doolittle, designando alguns peptideos potencialmente imunogénicos (colunas
em rosa), 0s quais tém por base o indice antigénico de Jameson-Wolf. Normalmente,
os fragmentos de aminoacidos considerados imunogénicos se distribuem por toda
extensdo primaria da proteina, podendo estar, as vezes, em locais
tridimensionalmente inacessiveis aos anticorpos. Posto que nem todos os sitios

antigénicos estdo localizados nas regides da superficie externa da NS1, a predicédo
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da acessibilidade superficial dos determinantes antigénicos da proteina (colunas em

amarelo) foi definida segundo a escala de Emini.

NS1 DENV1

61
121
181
241
301

DSGCVINWKG
TRLENIMWKQ
AKIIGADVON
HRLMSAATIKD
MIIPKIYGGP
TTVTGKTIHE

NS1 DENV2

61
121
181
241
301

DSGCVVSWKN
TRLENLMWKQ
AKMLSTEAHN
SKLMSAAIKD
MIILKNFAGP
TTASGKLITE

NS1 DENV3

61
121
181
241
301

DMGCVINWKG
TRMENLLWKQ
AKIVTAETON
HRLMSAAVKD
MIIPKSLAGP
TTVSGKLIHE

NS1 DENV4

61
121
181
241
301

DMGCVASWSG
TRLENVMWKQ
AKIFTPEARN
HRLMSAAIKD
MLIPKSYAGP
TTASGKLVTQ

RELKCGSGIF
ISNELNHILL
TTFIIDGPNT
SKAVHADMGY
ISQHNYRPGY
WCCRSCTLPP

KELKCGSGIF
MTPELNHILS
QTFLIDGPET
NRAVHADMGY
VSQHNYRPGY
WCCRSCTLPP

KELKCGSGIF
IANELNYILW
SSFIIDGPNT
ERAVHADMGY
ISQHNYRPGY
WCCRSCTLPP

KELKCGSGIF
ITNELNYVLW
STFLIDGPDT
QOKAVHADMGY
FSQHNYRQOGY
WCCRSCTMPP

VINEVHTWTE
ENDMKETVVV
PECPDNQRAW
WIESEKNETW
FTOQTAGPWHL
LRFKGEDGCW

VTDNVHTWTE
ENEVKLTIMT
AECPNTNRAW
WIESALNDTW
HTQTAGPWHL
LRYRGEDGCW

VINEVHTWTE
ENNIKLTVVV
PECPSASRAW
WIESQKNGSW
HTQTAGPWHL
LRYMGEDGCW

VVDNVHTWTE
EGGHDLTVVA
SECPNERRAW
WIESSKNQTW
ATQTVGPWHL
LRFLGEDGCW

QYKFQADSPK
GDVSGILAQG
NIWEVEDYGF
KLARASFIEV
GKLELDEDLC
YGMEIRPVKE

QYKFQLESPS
GDIKGIMOQAG
NSLEVEDYGF
KMEKAYFIEV
GKLEMDEDFEC
YGMEIRPLKE

QYKFQADSPK
GDTLGVLEQG
NVWEVEDYGF
KLEKASLIEV
GKLELDENYC
YGMEIRPISE

QYKFQPESPA
GDVKGVLTKG
NSLEVEDYGF
QIEKASLIEV
GKLEIDFGEC
YGMEIRPLSE

RLSAATGKAW
KKMIRPQPME
GIFTTNIWLK
KTCIWPKSHT
EGTTVVVDEH
KEENLVKSMV

KLASAIQKAH
KRSLRPQPTE
GVESTNIWLK
KSCHWPKSHT
EGTTVKVTED
KEENLVNSLV

RLATATAGAW
KRTLTPQPME
GVEFTTNIWLK
KTCTWPKSHT
EGTTVVITES
KEENMVKSLV

RLASATILNAH
KRALTPPVSD
GMEFTTNIWMK
KTCLWPKTHT
PGTTVTIQED
KEENMVKSQV

EEGVCGIRSA
HKYSWKSWGK
LRDSYTQVCD
LWSNGVLESE
CGNRGPSLRT
AS

EEGICGIRSV
LKYSWKTWGK
LREKQDVFECD
LWSNGVLESE
CGNRGPSLRT
TA

ENGVCGIRST
LKYSWKTWGK
LREVYTQLCD
LWTNGVLESD
CGTRGPSLRT
AS

KDGVCGIRST
LKYSWKTWGK
FREGSSEVCD
LWSNGVLESQ
CDHRGPSLRT
TA

Figura 5: Sequéncia linear dos 352 aminoacidos que formam a proteina NS1 DENV, conforme
o0 sorotipo do virus dengue. Os intervalos destacados correspondem as por¢ées imunogénicas
preditas e posteriormente sintetizadas.
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Figura 6: Mapa do perfil imunogénico da NS1 DENV 1.
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5.1.2 Alinhamento das sequéncias

As sequéncias preditas I, Il e IV apresentaram compatibilidade total com suas
respectivas isoformas de NS1 e congéneres associados (poliproteinas de cada
sorotipo), exibindo valores de score e Expected satisfatorios. Entretanto, o fragmento
predito para a NS1 DENV3 foi o Unico a apresentar similaridade cruzada com uma
sequéncia que nao pertence ao virus da Dengue. Cerca de 70 % dos aminoacidos
deste, dispostos naquela ordem sequencial, geraram um score de 24.3 com E de
0.013 de semelhanca com Lepidothrix coronata (Figura 10). Este € uma ave
popularmente chamada de "Uirapuru-de-chapéu-azul", cujo genoma foi igualmente
deduzido por bioinformética. Até entdo, ndo ha registro de doencas humanas

correlacionadas a ave.

Dessa maneira, nenhuma combinacao entre os fragmentos preditos com proteinas
nao relacionadas a NS1 DENV foi encontrada. Isso demonstra que, a principio, 0s
anticorpos antipeptideos que venham a ser produzidos irdo reconhecer apenas 0s
antigenos NS1 DENV.

5.1.3 Caracterizacdo dos peptideos

A analise por espectrometria de massas do produto sintético bruto evidenciou a
superabundancia dos peptideos sintéticos. Por exemplo, a massa molecular do pNS1
DENV1, obtida por deconvolucao do seu espectro, foi de 2.783 Da (~2,8 KDa) (Figura
11); e do pNS1 DENV?2 foi de 1.958 Da (~1,9 KDa) (Figura 12).
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Home  Help

= Summary &

Query: unnamed protein product

Report description

Query length: 24 aa

i} Alignments

DOMAIN: Flavivirus non-structural Protein M51 ﬂ.“—‘"?‘
unknown Your guery: unnamed protein product
= Lepidothrix coronata
_ PREDICTED: uncharactenzed protein LOC108504073 iso ... | || ]
|—| ——= Lepidothrix coronata
PREDICTED: uncharacterized protein LOC 108504079 iso/ . | | |
About the database | multiple alignmer Legend
&) Descriptions
(=) Best hits
Select: All HNone Selected:0
o

Description

D PREMMCTED: uncharacterzed protein LOC108504079 isoform X1 [L epidothrix coronata]

E PREMCTED: uncharacterzed protein LOC108504079 isoform X2 [L epidothrix coronata]

Max | Total Query E
sCore score cover value

243 243 T0% 0013 59% XP_01TRE41831

Ident|  Accession

239 239 70% 0018 59% XP_01T6E41841

Figura 10: Informacdes geradas pelo BLAST para a sequéncia predita da NS1 oriunda do virus dengue tipo 3.
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Figura 11: Espectro obtido por espectrometria de massas do pNS1 DENV1 bruto.
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5.2 Sintese e caracterizacdo de Nanoparticulas de ouro

Diversos agentes redutores podem reduzir o sal de ouro, como o peroxido de
hidrogénio, alcanotibis, borohidreto de sddio, citrato de sodio e outros. Aqui, 0O citrato
de sédio foi escolhido pela rapidez e facilidade com que forma as AuNPs ap0s sua
adicdo. Ressalta-se que a propor¢do do citrato de sédio deve ser corretamente
quantificada para evitar alteracdes nas caracteristicas da sintese (HAISS et al., 2007).
Aqui, as AuNPs sintetizadas com citrato de sodio apresentaram coloracéao vermelho-
rubi, e foram analisadas por espectrofotometria UV-vis. O espectro de absorcéo
gerado decorre do confinamento quéantico das AuNPs, ocasionando o aparecimento
das bandas plasmoénicas de superficie

Para nanoparticulas metalicas, o comprimento de onda da absorbancia maxima (A
max) e a largura de banda a meia altura indicam o tamanho, o formato e a disperséo
das nanoparticulas num sistema coloidal. O A max para AuNPs est& no intervalo de
500 a 600 nm, sendo proporcional a concentracédo (DING et al., 2012), enquanto os
deslocamentos batocrémico e hipsocrdmico configuram variacbes no tamanho e
aglomeracao das particulas (COLANGELO et al., 2016; KAUSAITE-MINKSTIMIENE
et al.,, 2010; ZONG; COBB; CAMERON, 2017). A leitura UV-vis para as AuNPs
reduzidas com citrato revela uma banda de absorgéo centrada em 522 nm (Figura 13).

1.0+
522 nm
0,8+ 4
0,64

04

0,2 4

Absorbance (Normalized)

0,0 T T T —T 1
300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Figura 13: Espectroscopia de absorcdo no UV-visivel da sintese de nanoparticulas de ouro
usando citrato de soddio como agente redutor.
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5.3 Bioconjugacao dos peptideos com AuNPs

5.3.1 Interacéo eletrostéatica

A imersao de peptideos em solu¢bes de pH 0.5 acima do ponto isoelétrico (pl) de cada
biomolécula sintética permite que estas sejam complexadas com matrizes
inorganicas. Essa abordagem relativamente simples possui limitacdes que incluem
desde a necessidade de concentracbes elevadas de peptideos, o quais séo
imobilizados sob orientacao aleatéria, até a desnaturagao e pouca reprodutibilidade.

A partir da observacdo dos espectros (Figura 14), constata-se a ocorréncia de
deslocamento batocrémico apos a conjugacao dos peptideos baseados nos sorotipos
[, 1l e IV. Essa mudanca na banda de absorcdo é menos expressiva do que a
encontrada em testes com proteinas de maior peso molecular. Tal aspecto é devido
ao tamanho diminuto dos peptideos avaliados (< 2 nm), que pouco altera a mobilidade
dos elétrons livres na interface metalica. Contudo, o peptideo do sorotipo Il (Figura

14B) ndo promoveu descolamento 6ptico, evidenciando a inexisténcia de interacao.
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5.3.2 Acoplamento covalente

A utilizacdo conjunta dos reagentes EDC/NHS com o 3-acido mercaptundecandico
(MUA) para unir biomoléculas e matrizes inorganicas € bem difundida na literatura. O
mecanismo desta reacdo quimica esta retratado na Figura 15: Reac6es quimicas

possiveis com EDC e NHS., e ocorre da maneira seguinte:

Forma-se uma ligacdo covalente entre o grupo sulfeto do MUA e o ouro,
disponibilizando o radical acido carboxilico para a reacdo com o EDC e o NHS.
Inicialmente, o EDC reage com a carborxila levando a formacdo do grupo
intermediario o-acilisouréia, que é instavel e reativo. Com isso, a reacao pode evoluir
para trés rotas distintas: 1) se houver uma amina primaria disponivel para reagir, esta
interage com o grupo carboxilico do MUA produzindo uma ligacdo amida com
liberacdo de um derivado soluvel de uréia. 2) o NHS adicionado se liga ao radical
carboxilico, formando um grupo reativo mais estavel do que o o-acilisouréia; 3) o
intermediario o-acilisouréia hidrolisa se ndo reagir imediatamente, restaurando a
carboxila original. Ao combinar o uso dos reagentes EDC/NHS, as carboxilas ativadas
do MUA permanecem conservadas até que o NHS seja deslocado por aminas

primarias das biomoléculas.

A Conjugado estavel
: mina primaria o o :
Acido carboxilico Ing;primar (ligagao amida)

0

. @"
ORI
KL D Hidrolise
o | ®/U\ NH 0\"
/'NH
]\ o-Acilisouréia

(intermediario
N instavel) 0

“Cs
N Ester de Sulfo-NHS
EDC K reativo com amina Amina
Crosslinker (estavel) primaria

Squo-NHS

Figura 15: Reagdes quimicas possiveis com EDC e NHS.
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A construcdo da nanobiointerface utilizando o protocolo EDC/NHS pode ser
confirmada através das espectrometrias UV-vis (Figura 16), Raman e FTIR indicadas
adiante. Conforme descri¢do prévia, as AuNPs sofreram alteracées na sua absorcao
e espalhamento de luz a cada modificagdo dos compostos superficiais, indicando éxito
na ligacdo das moléculas desejadas. Neste caso, cada nova insercéo de substancias

ocasionou o deslocamento batocromico da RPSL da AuNPs.

Segundo dados do ProtParam, o balanco residual de cargas indica que os peptideos
utilizados possuem carga superficial positiva. A mudanca na eletrocinética das AuNP-
MUA apés o acoplamento covalente pode ser explicada pela presenca de peptideos
ligados na superficie. Dessa maneira, 0 acoplamento de peptideos via MUA/EDC/NHS

se mostra mais adequado para construcao de nanobiointerfaces imunogénicas.
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Figura 16: Espectros de absorbancia dos ensaios de interagdo eletrostatica.
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5.4 Caracterizacao

5.4.1 Espectrometria UV-vis

Obtiveram-se o0s espectros de absorbancia para cada coloide e seus respectivos
bioconjugados no intervalo de comprimento de onda entre 800nm a 200nm. As
medidas de UV-vis indicam a ligacdo do MUA e/ou imobilizacdo de peptideos na
superficie coloidal, tendo em vista o deslocamento batocrdmico do lambda maximo da
AuNP. Isso é devido a mudancas na mobilidade dos elétrons livres das AuNP,
ocasionando mudancas nos picos da RPSL, a qual varia de acordo com tamanho das
AuNPs. Assim, o valor do lambda maximo obtido para as AuNP-citrato centrou em
522nm, tipico de coloides de ouro com 20nm (x 2nm) de didametro (BEHZADI et al.,
2015).

Apo6s a modificacdo da superficie das AuNP-citrato por MUA, e de ambos ensaios de
bioconjugacdo com os peptideos, houve deslocamento batocrémico do lambda
méaximo, sugerindo uma interacdo entre as AUNPs com as moléculas do MUA e/ou
dos peptideos sintéticos. Quaisquer moléculas adsorvidas ou dessorvidas na
superficie metalica altera o indice de refracdo do coloide devido ao aumento ou a

reducao de camadas da superficie da AuNP.

Os resultados da Figura 17 mostram o espectro UV-vis das AuNPs-citrato, AUNP-MUA
e 0s suas respectivas versdes bioconjugadas com os peptideos. A analise do espectro
demonstra que a insercdo do MUA desloca lambda max de 522 nm para para 526,
corroborando o éxito na etapa modificacdo. Provavelmente, esse deslocamento
hipsocrémico decorre do tratamento aplicado ao coloide depois da reacdo de
modificacdo. Os deslocamentos também aconteceram, em maior ou menor grau, nas
respectivas bioconjugacdes com os peptideos (figura Cit-pepts e MUA-pepts). As
mudancas na amplitude do sinal da RPSL possivelmente decorrem de alteracdes no
revestimento superficial das AuNPs apo0s a centrifugacdo e ressuspensdo das
nanobiointerfaces para remover os peptideos que ndo se ligaram, alterando a
concentracdo das AuNPs. Devido a isso, quaisquer mudancas analisadas na

amplitude da banda plasménica dificultaria distinguir se foram causadas pela adsorcao
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dos peptideos na superficie dos coloides ou se provém de mudancas na concentracao

das AuNPs.
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Figura 17: Deslocamento hipsocrdmico e efeito batocrdmico das AuNPs apds modificacéo.
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Por meio das leituras espectrofotométricas, calculou-se a quantidade de peptideos
presentes nos sobrenadantes (Figura 19) a fim de estimar a quantidade de ligantes
sintéticos imobilizados na superficie metalica. Avaliando esses dados, nota-se maior
eficiéncia de conjugacéo entre as AUNPs-MUA com os peptideos I, 11l e IV. Contudo,
0 peptideo 2 praticamente ndo adsorveu a superficie da AuNPs-MUA. Isto foi

reafirmado nas analises espectrométricas subsequentes.b

E# Eletrostatica
5 MUA

Absorbancia
e

Figura 19: Comparacao da quantidade dos peptideos dosados nos sobrenadantes de
ambas estratégias de bioconjugagédo com os peptideos.

5.4.2 Microscopia eletréonica de Transmissao

A microscopia eletrénica de transmissédo forneceu imagens que revelaram certos
aspectos da natureza dos coloides e dos respectivos bioconjugados. As imagens
mostram as AuNPs (citrato e MUA) antes e ap0s a conjugac¢do. Constam-se formatos
que variam desde quasi-esféricos, a triangulos e estrutura oval. Isso denota a

versatilidade de estruturas cristalinas das nanoparticulas.

Apés a conjugacdo, observa-se um efeito notavel nas imagens do MET. Esta revelou
uma camada ora delgada ora espessa circunjacente as AuNPs, que estava ausente
antes do tratamento. Este fendbmeno também foi relatado por (DOANE et al., 2012).
Esta camada é densa o suficiente para deteccdo por DLS, que mede o tamanho

hidrodindmico. Curiosamente, a espessura desta camada € disforme nos entornos das
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AuUNPs. Isso pode ser devido ao tratamento aplicado ou a conveniente imobilizac&o
dos peptideos em diferentes planos cristalinos do ouro. Dessa maneira, as imagens

de MET permitiram visualizar os coloides individualmente.

100 i) 00 gieg) ‘ U 5155
————— | — e ——

Figura 20: Imagens de microscopia eletronica de transmissao das AUNPs-MUA-DV3.

5.4.3 DLS e Potencial Zeta

O espalhamento de luz dinamico mede a luz espalhada por particulas em solucgdes.
Como a intensidade da luz espalhada é propocional ao tamanho da particula, estas
que forem maiores produzirdo sinais melhores do as particulas menores. Assim, um
baixo percentual de aglomerados tera uma intensidade de sinal maior comparada com
ampla proporcdo de particulas menores. Uma vantagem da técnica DLS é que as
amostras podem ser analisadas rapidamente em solugdo para determinar se as

AuNPs e bioconjugados estéo agregados ou néo.

Os resultados obtidos das medidas do tamanho hidrodindmico das AuNPs por meio
do espalhamento de luz sdo mostrados nas Figura 22. A adsorcdo dos peptideos na
superficie das AuNPs foi confirmada pela realizacdo das medidas de tamanho, antes
e depois das conjugacdes, a fim de verificar que houve um aumento no diametro
hidrodindmico apds a conjugacdo e para monitorar quaisquer adversidades no

coloide.

A estabilidade coloidal também foi realizada pelo potencial zeta e os resultados da
carga de superficie sdo apresentados na Figura 21. Nota-se uma inversdo da carga
superficial para os bioconjugados DV1 e DV4 gerados por atracao eletrostatica. Esse
perfil de cargas foi obtido em todas os conjugados por ligacdo covalente. De um modo
geral, as nanoparticulas com C superior a 25 mV ou inferior a -25 mV foram relatadas

como estaveis por possuirem repulsédo eletrostatica suficiente para permanecerem



estaveis em solucdo (ASLAN; GEDDES, 2007).

eletrostaticas DV1, DV2 e DV3 sdo estaveis.
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Sendo assim, as formulacdes
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Figura 21: Potencial Zeta das AuNPs ndo conjugadas e bioconjugacdes com MUA ou via

interagOes eletrostaticas.
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Figura 22: A\ esquerda, resultados da andlise DLS das AuNPS-citrato e subsequentes
conjugacoes. A direito, os mesmos resultados para as AUNPs-MUA.

5.4.4 Espectrometria vibracional no Infravermelho com Transformada de Fourier

A Figura 23 mostra o resultado obtido para o espectro de infravermelho do cristal na
regido entre 1000-3500 cm™, com os picos facilmente identificados. Nela, estdo
apresentados para efeito de comparacao os espectros infravermelhos do DV - 1, DV
—2,DV -3, DV — 4 e o controle com MUA utilizando o método com EDC/NHS. E
interessante ressaltar a similaridade entre os resultados, contudo é possivel notar
certas diferengas entre o controle e o tratado, evidenciando a conjugagéo covalente

entre a nanoparticulas e os peptideos.
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Figura 23: Interferograma dos ensaios aplicados as AUNPs-MUA e bioncojugados.

Os primeiros pontos a serem evidenciados no espectro sao localizados em 1240, 1760
e 2981 cm™. A atencdo nesses pontos se deve ao fato destas vibracbes estarem
presentes em todas as amostras conjugadas com os peptideos. Esses picos de
vibracdo estéo relacionados a presenca de 4cidos carboxilicos (RCOOH). Os acidos
carboxilicos mostram uma ampla banda de alongamento O-H na faixa de 3300 a 2500
cm?. A banda de alongamento C = O do dimero é observado perto de 1700 cm™,
enquanto a banda de &cido livre é observada em 1760 cm™. Além disso, os acidos
carboxilicos mostram caracteristicas de estiramento da ligacdo C-O e bandas de
flexdo O-H no plano e fora do plano em 1240, 1430 e 930 cm, respectivamente.

Outro ponto a ser destacado € com relacéo a estrutura centrada em torno da vibracao
em 1641 cm™. Essa vibracdo também estd presente em todas as amostras
conjugadas com peptideos. Trata-se, essencialmente, de estiramentos assimétricos
do grupo COO- e deformacdes simétricas e assimétricas do grupo NHs*, sendo tais
grupos responsaveis pelas ligacdes de hidrogénio (PH) que mantém a estrutura
cristalina. Isso pode explicar a possivel formacdo de agregacdo pelas ligagbes

peptidicas.
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5.4.5 Espectrometria Raman

Os espectros de proteinas exibem bandas de absorcédo associadas ao seu grupo
amida caracteristico. Os modos no plano sdo devidos ao alongamento C = O,
Alongamento C-N, alongamento N-H e flexdo O-C-N, enquanto um modo fora do plano
€ devido a torcdo C-N. Tais bandas sdo caracteristicas dos grupos amida das
proteinas. As cadeias de ligacdes de vibracbes sdo semelhantes as bandas de
absorcéo exibidas por amidas secundarias em geral, e sdo rotulados como bandas de
amida. Existem nove dessas bandas, chamadas amida A, amida B e amidas I-VII, em
ordem de numero de onda decrescente (Tabela 1).

Tabela 1: Bandas caracteristicas de amida, presente no espectro de infravermelho de
proteinas. De Stuart, B., Bioldgico Aplicacdes de espectroscopia de infravermelho, série
ACOL, Wiley, Chichester, Reino Unido, 1997. Universidade de Greenwich, e reproduzida com
permissdo da Universidade de Greenwich

TIPO COMPRIMENTO DE IDENTIFICACAO
ONDA (CMY)
A 3300 N-H alongamento em
B 3110 ressonancia com 2 amidas

80% C=0 alongamento; 10% C—
| 1653 N alongamento; 10%

N-H dobramento

60% N-H dobramento; 40% C-N

Il 1567
alongamento
30% C-N alongamento; 30% N-
H dobramento; 10% C=0O
] 1299
alongamento; 10% O=C-N
dobramento; 20% outros
40% O=C-N dobramento; 60%
v 627
outros
\Y 725 N-=H
Vi 600 C=0

Vi 200 C-N
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Algumas das bandas sédo mais Uteis para o estudo de conformacéo do que outros e
as bandas amida | e amida Il foram os mais utilizados. A banda de amida Il representa
principalmente (60%) dobramento de N-H, com algum alongamento da ligacdo C-N
(40%) sendo possivel dividir a banda amida Il em componentes dependendo da

estrutura secundaria da proteina.
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Figura 24: Espectro do espalhamento Raman para as AUNPs-MUA e formas bioconjugadas.

As vibracdes que aparecem na regido espectral em 725 cm ! estdo associadas a
ligagOes peptidicas, de modo a formar um agregado como pode ser visualizado nas
imagens de MET Figura 20, o que significa que eles podem fornecer informacdes
importantes sobre a necessidade de revestimento de zonas nuas que gera a formacao

de ligacdes peptidicas entre os peptideos ndo conjugados.

Também foi observado uma vibragdo em 2933 cm™! devido ao estiramento simétrico
de NHs*, em 2933 cm-1. A banda em 2933 cm-1 se caracteriza pela intensidade forte
e larga. Esse pico esta presente nos peptideos DV — 1 e DV - 4, os quais

apresentaram maior conjuga¢do com o as nanoparticulas.
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Para ser util para aplicagdes biologicas, AUNP’s devem apresentar estabilidade nao

apenas numa larga faixa de pH, mas também ao longo de diferentes condicGes de
forca iGnica. Para isso, o parametro de floculagdo (ZHONG; NJOKI; LUO, 2009) foi

utilizado, sendo este a integral dos valores de absor¢cdo nos comprimentos de onda

de 600 a 800 nm, ja que a absorcdo nesta regido € indicativo de agregacao dos
coloides de citrato (Figura 25) e de MUA (Figura 26). Os resultados de UV-Vis para
cada nanobioconjugado em funcao das variagdes de pH juntamente com o parametro

de floculacéo calculado séo apresentados na Figura 27 e na Figura 28.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho comprova a viabilidade de produzir nanobioconjugados estaveis feitos
de AuNPs-MUA e peptideos sintéticos oriundo da NS1 dos virus da Dengue tipo | e
V.

A formacédo dos bioconjugados foi ratificada através da espectrometria UV-vis, que
explora o surgimento das bandas plasmonicas tipicas das AuNPs. Para o sistema de
modificacdo das AUNP com MUA, por exemplo, a substituicdo da superficie metélica
foi evidenciada pelo deslocamento hipsocromico, enquanto os demais ensaios de
conjugacao com os peptideos | e IV revelaram deslocamentos batocrémicos.

O tratamento das amostras com centrifugacoes e lavagens pode interferir nas
analises, como demonstrado nas etapas de modificacdo e outros ensaios de

bioconjugacao.

E sensato considerar a progressdo deste trabalho com vistas a ensaios in vivo, com

inoculacéo em cobaias.
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