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RESUMO

A leishmaniose visceral faz parte da lista da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) de seis doengas endémicas prioritarias no mundo. O tratamento desta doencga
apresenta alta toxicidade e baixa adesao pelos pacientes, ja o diagndstico é realizado
pela identificagdo dos parasitas ou por exames moleculares. Os testes imunolégicos
tém sido desenvolvidos para facilitar e acelerar a identificacao, principalmente devido
a rapida evolugdo da doenga. Neste sentido, nanoparticulas metalicas tém sido
exploradas como sondas para detectar analitos. Embora suas propriedades Opticas
sejam excelentes, estas particulas podem se aglomerar, 0 que poderia ser evitado
com o capeamento com biopolimeros, aumentando sua estabilidade e possibilitando
seu uso como parte de biossensores. A quitosana, uma macromolécula
semissintética, se destaca na area de liberacédo de substancias ativas e como agente
estabilizador de nanoparticulas metalicas. A introdugdo de grupos sulfidrila na
quitosana leva a formagao de ligagdes dissulfeto, que apresentam boa capacidade de
ligacdo com particulas metalicas. A quitosana ja € estudada como agente estabilizante
de nanoparticulas de prata para deteccdo de analitos, porém, a quitosana tiolada
(TCh) ainda nao é bem descrita neste campo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
utilizar a TCh para estabilizar nanoparticulas de prata (AgNPs) e depositar anticorpos
na sua superficie, e dessa forma desenvolver nanoestruturas que sejam capazes de
diagnosticar e tratar simultaneamente a leishmaniose. Para isso, a TCh foi sintetizada
a partir do acoplamento do acido-3-mercaptopropidnico com a quitosana, em uma
reacdo mediada por hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida/N-
hidroxissuccinimida (EDC/NHS) e posteriormente caracterizada por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H e ™C) e espectroscopia
vibracional na regiao do infravermelho (FTIR). Além disso, a presenca dos
grupamentos sulfidrilas na estrutura do polimero foi confirmada pelo Ensaio de Ellman.
A estabilizacdo das nanoparticulas de prata com TCh (TCh-AgNPs) foi realizada pelo
método de redugdo quimica com borohidreto de sdédio. As AgNPs apresentaram
didmetro médio de 29 + 2 nm e comprimento de onda do maximo de absorgao (Amax)
médio de 391 + 2 nm, ja as TCh-AgNPs apresentaram didmetro médio de 66 £ 1 nm
e Amax médio de 418 + 2 nm. Apds o desenvolvimento e caracterizagao das TCh-
AgNPs, anticorpos anti-rk39 foram ligados a superficie das nanoparticulas (TCh-
AgNPs@Ac) em uma reagdo mediada por EDC/NHS. Essas particulas formadas
foram avaliadas em relagdo ao seu potencial imunodiagndstico. Um biossensor
baseado na técnica de ressonancia plasménica de superficie (SPR) foi construido
através da ligagao covalente da proteina rK39 sobre o substrato de ouro previamente
funcionalizado, e foi observado o potencial de ligacdo da rK39 com as TCh-
AgNPs@Ac e com o anticorpo livre. A partir desse estudo foi observado o
favorecimento da cinética da reacao e maior detectabilidade pelas TCh-AgNPs@Ac.
Adicionalmente, as TCh-AgNPs e as TCh-AgNPs@Ac foram testadas contra formas
promastigotas de Leishmania, as quais obtiveram uma taxa de mortalidade de 79,02
+ 3,5% e 87,66 £ 13,5%, respectivamente, o que indica uma boa agao leishmanicida.
Testes de seguranga também foram realizados, como a avaliagdo da citotoxicidade
em macrofagos e o ensaio cometa em linfécitos. Com os dados obtidos, as particulas
demonstraram alto potencial de diagndstico, e boa atividade leishmanicida.

Palavras-chave: quitosana tiolada; nanoparticulas metalicas; terandstico;
leishmaniose visceral; testes imunoldgicos.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is part of the World Health Organization's (WHO) list of
six priority endemic diseases worldwide. The treatment of this disease is highly toxic
and has low patient adherence, while diagnosis is performed through the identification
of parasites or molecular tests. Immunological tests have been developed to facilitate
and accelerate the identification, primarily due to the rapid progression of the disease.
In this regard, metallic nanoparticles have been explored as probes to detect analytes.
Although their optical properties are excellent, these particles can aggregate, which
could be prevented by capping them with biopolymers, increasing their stability and
enabling their use as part of biosensors. Chitosan, a semi-synthetic macromolecule,
stands out in the field of active substance release and as a stabilizing agent for metallic
nanoparticles. The introduction of thiol groups into chitosan leads to the formation of
disulfide bonds, which have a good binding capacity with metallic particles. Chitosan
is already studied as a stabilizing agent for silver nanoparticles for analyte detection,
but thiolated chitosan (TCh) is not well described in this field. Therefore, the aim of this
work was to use TCh to stabilize silver nanoparticles (AgNPs) and deposit antibodies
on their surface, thereby developing nanostructures capable of of simultaneously
diagnosing and treating leishmaniasis. To pursue this, TCh was synthesized by
coupling 3-mercaptopropionic acid with chitosan in a reaction mediated by N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS)
hydrochloride, and subsequently characterized by hydrogen and carbon nuclear
magnetic resonance (H and "3C NMR) and vibrational spectroscopy in the infrared
region (FTIR). In addition, the presence of thiol groups in the polymer structure was
confirmed by Ellman’s assay. The stabilization of silver nanoparticles with TCh (TCh-
AgNPs) was carried out by the chemical reduction method using sodium borohydride.
The AgNPs had an average diameter of 29 + 2 nm and a mean maximum absorption
wavelength (Amax) of 391 + 2 nm, while the TCh-AgNPs had an average diameter of 66
+ 1 nm and a mean Amax 0f 418 + 2 nm. After the development and characterization of
TCh-AgNPs, anti-rk39 antibodies were attached to the surface of the nanoparticles
(TCh-AgNPs@ADb) in a reaction mediated by EDC/NHS. These formed particles were
evaluated regarding their immunodiagnostic potential. A biosensor based on surface
plasmon resonance (SPR) technique was constructed by covalently binding the rK39
protein onto a previously functionalized gold substrate, and the binding potential of
rk39 with TCh-AgNPs@Ab and free antibodies was observed. From this study, it was
observed that the kinetics of the reaction were favored, and higher detectability was
achieved with TCh-AgNPs@ADb. Additionally, TCh-AgNPs and TCh-AgNPs@Ab were
tested against Leishmania promastigotes, resulting in a mortality rate of 79.02 + 3.5%
and 87.66 + 13.5%, respectively, indicating good leishmanicidal action. Safety tests
were also conducted, such as cytotoxicity assessment in macrophages and the comet
assay in lymphocytes. Based on the data obtained, the particles demonstrated a high
diagnostic potential and good leishmanicidal activity.

Keywords: thiolated chitosan; metallic nanoparticles; theranostics; visceral
leishmaniasis; immunological tests.
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1 INTRODUGAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN), como a leishmaniose visceral,
sdo doengas infecciosas e parasitarias prevalentes em regides tropicais e
subtropicais, endémicas em populagdes de baixa renda. Os métodos para diagndstico
da leishmaniose visceral sdo antigos e inadequados, sendo realizados por exames de
sangue que exigem operadores treinados, ou por testes moleculares, que demoram
na resposta do teste, demandando assim testes mais simples e efetivos. Além da
dificuldade de diagndstico, o tratamento da leishmaniose apresenta alta toxicidade e
baixas taxas de eficacia, além de apresentar resisténcia medicamentosa (VERMELHO
et al., 2015).

Uma alternativa atual para contornar estas dificuldades é a criagcdo de
particulas terandsticas. Estas particulas atuam na terapia e diagndstico de forma
simultédnea, podendo ser particulas poliméricas, lipidicas, inorgénicas ou proteicas
(HUANG; LOVELL, 2017). Uma opg¢ao de particulas terandsticas s&o as
nanoparticulas de prata, que possuem boas propriedades opticas, antimicrobianas e
antiparasitarias. As nanoparticulas de prata ja sdo amplamente aplicadas como
sensores na deteccdo de analitos. Porém, um obstaculo na utilizacao de particulas
metalicas como terandsticos é a sua instabilidade coloidal que resulta na agregacgao
das particulas (BHATTARAI et al., 2018). Desta forma, a utilizacdo de agentes
estabilizantes confere as particulas uma redugao da area superficial e a estabilidade
coloidal destes materiais. Uma boa alternativa de agente estabilizante é a quitosana,
um polimero derivado da quitina que apresenta vasta aplicagdo bioldgica, como
sistema de entrega de farmacos, agao antimicrobiana e cicatrizante (WAYS et al.,
2018).

Estas nanoparticulas podem ser utilizadas na formagcdao de partes de
biossensores aplicados ao diagndstico de doengas. Biossensores sédo dispositivos
analiticos que empregam elementos de reconhecimento de origem biologica para
deteccao de analitos de interesse, tal como biomarcadores, em amostras complexas.
Esses sensores podem ser explorados como ferramentas alternativas de diagnésticos
para diferentes doencas. A unidao de particulas metalicas com componentes
biolégicos, como por exemplo anticorpos, consiste em uma estratégia interessante na
construcao de componentes de biossensores, de forma a melhorar a performance

analitica do sensor para permitir o diagnéstico precoce de doencas. Sabe-se que a
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quitosana nativa e estruturas contendo grupos sulfidrilas, como proteinas, tem
capacidade de estabilizar nanoparticulas de prata (LEICHNER et al., 2019), podendo
ser uma boa alternativa de agente estabilizante.

Além da capacidade de compor estruturas de biossensores, as nanoparticulas
metalicas apresentam a capacidade de estimular espécies reativas de oxigénio,
podendo atuar como uma possivel alternativa para o tratamento da leishmaniose, uma
vez que os contrapontos dos tratamentos atuais apresentam desafios significativos
que exigem uma abordagem cuidadosa e continua. Embora os medicamentos
existentes tenham demonstrado eficacia na redugcdo dos sintomas e controle da
doencga, podem causar efeitos colaterais graves, tornando-os menos toleraveis para
alguns pacientes especialmente em tratamentos de longa duragcdo (SANTOS et al.,
2020). Dessa forma, a pesquisa por novos tratamentos € um ponto importante para a
melhora do quadro da doenga. Além disso, a agao sinérgica da quitosana nativa e da
prata ja apresentam capacidades anti-leishmania descritas na literatura.

Com base nas informacdes citadas anteriormente, este trabalho teve como
objetivo a modificagao da estrutura da quitosana com a insergéo de grupos sulfidrilas,
bem como testar este polimero modificado na estabilizagdo de nanoparticulas de
prata. Apos esta etapa, foi realizada a ancoragem de anticorpos na superficie da
nanoparticula formada, de forma a torna-la bifuncional e, por conseguinte, permitir sua
exploragao como componente de um biossensor para finalidade de diagnostico e em
um possivel tratamento para a leishmaniose visceral. Parametros de seguranga e
toxicidade também foram estudados para verificar a aplicabilidade das particulas

formadas em relacéo as células humanas.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
Desenvolver e avaliar nanoparticulas de prata estabilizadas com quitosana
modificada na terapia e no diagnostico de doengas negligenciadas, com foco na

leishmaniose.

1.1.2 Objetivos especificos
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b)

c)

d)

g9)

h)
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Purificar e caracterizar a quitosana por técnicas espectroscoépicas e
cromatograficas e quantificar seu grau de desacetilagéo;

Modificar a quitosana para a obteng¢ao da quitosana tiolada;
Caracterizar o polimero modificado por técnicas colorimétricas,
espectroscépicas e cromatograficas;

Sintetizar nanoparticulas de prata estabilizadas com a quitosana
modificada;

Caracterizar as nanoparticulas quanto ao potencial zeta, tamanho
hidrodindmico e presenga de grupamentos sulfidrila;

Realizar a ligac&o dos anticorpos monoclonais anti-rK39 de Leishmania
donovani na superficie da particula;

Analisar e comparar o potencial de imunodetecgao de proteinas rK39
por nanoparticulas recobertas com anticorpos e anticorpos livres;
Analisar o potencial citotoxico das nanoparticulas formadas (TCh-
AgNPs e TCh-AgNPs@Ac) em células humanas, como hemacias,
leucécitos e macréfagos;

Analisar a atividade leishmanicida em formas promastigotas e
amastigotas do protozoario empregando as nanoparticulas e as

nanoparticulas recobertas com anticorpo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose € uma doenca infecto-parasitaria causada pelo protozoario do
género Leishmania, transmitida aos seres humanos por meio da saliva de
flebotomineos infectados. Esta doenca pertence as doencas tropicais negligenciadas
(DTNSs), grupo classificado como problema de saude publica pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; VERMELHO et al., 2015;
GUTIERREZ et al., 2016). A doenca é endémica em 101 paises, prevalece em regides
tropicais e subtropicais e afeta principalmente lugares onde ha nichos de
flebotomineos, em partes da Africa, Asia, Europa e América Latina, afetando milhdes
de pessoas em todo o mundo.

A transmissdo da leishmaniose ocorre por flebotomineos fémeas do género
Lutzomyia contaminadas com protozoarios. Dependendo da espécie de Leishmania,
a doencga apresenta diferentes manifestacbes clinicas, divididas em trés formas
principais: cutanea (LC) e mucocutanea (LM), comprometendo pele e mucosas, e
visceral (LV), que acomete 6rgéos vitais, como figado, bago e medula, podendo ser
fatal se n&o for tratada (ASSCHE et al., 2011; VERMELHO et al., 2015; BURZA et al.,
2018). Os principais agentes etiolégicos para a LC sao L. major e L. tropica, para LM
sdo L. amazonensis e L. braziliensis e para LV sao L. donovani, L. infantum e L.
chagasi.

Em 2020, o Brasil fez parte da lista de dez paises mais afetados pela doenca
representando mais de 97% dos casos nas Américas (OMS, 2022). Ja em 2022, foram
contabilizados quase 13 mil casos de LC e 2 mil casos de LV. Atualmente, o Brasil
esta presente no ranking de quantidade de casos de LV e LC, sendo o segundo lugar
em paises com endemia de LV, ficando atras apenas do Sudao, e terceiro colocado
na quantidade de casos de LC, ficando atras da Siria e do Afeganistdo (OMS, 2023).

O ciclo de vida do parasita ocorre em dois estagios: nos flebotomineos e nos
humanos (FIGURA 1). A infeccdo humana ocorre quando o flebotomineo infectado
insere as formas promastigotas flageladas do parasita na pele, onde sao fagocitadas
por macrofagos e células mononucleares. Nessas células, as promastigotas se
convertem em amastigotas e se replicam, causando a ruptura da célula contaminada

e infectando outras células. A infeccdo nos vetores ocorre quando um flebotomineo
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se alimenta de sangue e a forma amastigota € ingerida. No intestino do flebotomineo,
o parasita desenvolve-se em promastigota, onde, por meio da picada, infecta outros
humanos (ASSCHE et al., 2011; VERMELHO et al., 2015; BURZA et al., 2018). A
diferenciacdo de promastigota para amastigota leva em torno de 5 dias, enquanto a
conversao de amastigotas de novo a promastigotas leva aproximadamente 2 dias para
ser concluida (CLOS et al., 2022).

FIGURA 1 — CICLO DE VIDA DO PARASITA Leishmania sp.

estégios no flebotominio

(" =N\

Lo o ag/} )

estagios no humano
FONTE: A autora (2023).

A imunidade inata esta diretamente relacionada com a eliminagao do parasita.
Porém, aspectos relacionados a imunidade adaptativa devem ser considerados para
o melhor entendimento do processo infeccioso. Apds a inoculacdo do parasita no
hospedeiro através do vetor, € dado inicio a um processo pro-inflamatorio onde células
fagociticas sao atraidas para o local da infecgdo. As células que se destacam pela
sua importancia neste periodo infeccioso sdo os macrofagos, que fagocitam a
Leishmania em um fagolisossomo. A fagocitose do parasita envolve trés eventos, a

ligacao dos receptores, a formacao do vacuolo durante a fagocitose e a degradacao
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do parasita pela formagao espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs)
(COSTA-DA-SILVA et al., 2022).

O evento inicial na infeccdo por Leishmania envolve o primeiro contato e a
interacao estavel entre as formas promastigotas do parasita e as células hospedeiras.
O reconhecimento e a fagocitose dessas promastigotas podem ser mediados por
diversas moléculas presentes na superficie de macrofagos (COSTA-DA-SILVA et al.,
2022). A estimulagdo do macrofago desempenha um papel crucial na resposta do
sistema imunolégico a infeccdo por Leishmania, que podem ser ativados de duas
maneiras principais: ativagao tipo 1 (M1) e ativacéo tipo 2 (M2). A ativagdo M1 é
associada a uma resposta pré-inflamatéria, onde os macréfagos produzem citocinas
como o 6xido nitrico (NO) para combater o parasita. No entanto, a Leishmania possui
mecanismos para bloquear a ativacdo M1 e promover a ativagdo M2, que é anti-
inflamatdria e facilita a sobrevivéncia do parasita dentro dos macréfagos (COSTA-DA-
SILVA et al., 2022). Os macrofagos e células dendriticas ativam a sinalizacdo de
receptores e desencadeiam uma cascata de secrecdo de interleucinas (IL-12) que
estimulam células NK (natural killer) a produzir interferon-y (IFN-y). Os macréfagos
sao entdo estimulados a produzir espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e
ERNs) e oxido nitrico para a eliminagéo oxidativa do parasita (AKBARI et al., 2021;
FREITAS E SILVA; STEBUT, 2021; CONDE et al., 2022).

2.1.1 Tratamento

Todas as terapias atuais apresentam alta toxicidade e demandam um longo
tempo de tratamento, o que dificulta a adesdo pelo paciente e pode acarretar
resisténcia medicamentosa. Além disso, ha um baixo numero de farmacos disponiveis
para o tratamento da leishmaniose, sendo divididos em tratamentos de primeira e
segunda linha (KAMMONA; TSANAKTSIDOU, 2021).

Os tratamentos considerados primeira linha contra leishmaniose s&o
principalmente os antiménios pentavalentes (Sb*?), como estibogluconato de sodio
(Pentostam®) e o antimoniato-N-metil glucamina (Glucantime®). Na segunda linha
estdo disponiveis a anfotericina B, a anfotericina B lipossomal (AmBisome®) e a
miltefosina (Milteforan) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; ANVERSA et al., 2018). A
recomendagdo de tratamento com os antiménios é de 20mg de Sb*® kg/dia por no

minimo 20 e no maximo 40 dias, sendo aplicados via intramuscular ou endovenosa.
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Caso este tratamento ndo apresente eficacia, a anfotericina B € utilizada na dose de
1 mg/kg/dia, em dias alternados. A complexidade deste tratamento muitas vezes leva
a desisténcia ou a ndo-adesao do tratamento, fazendo com que o quadro clinico do
paciente piore.

Além disso, a toxicidade destes tratamentos podem levar a cardiopatias,
pancreatites, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (PRADHAN et al.,, 2022). O
acompanhamento rigoroso dos pacientes durante o tratamento é crucial para garantir
que os medicamentos sejam eficazes e bem tolerados. A busca por novos tratamentos
que sejam administrados por via oral, ou com um tempo menor de tratamento
continua, porém ainda ndo ha substitutos para o atual tratamento com uma reducéao
dos efeitos adversos e da toxicidade (SANTOS et al., 2020).

2.1.2 Diagndstico

Dado o potencial de disseminacédo, relevancia e gravidade da doenga, a
leishmaniose € uma doenga de notificagdo compulsdria. Portanto, caso ocorra a
suspeita ou confirmacgao da doenca, as autoridades sanitarias devem ser notificadas
imediatamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O controle realizado pela notificagao
compulséria fornece a identificagdo da realidade epidemioldgica e informagdes sobre
a ocorréncia na populagao.

Um dos pontos mais importantes em relagdo a leishmaniose € o controle a
disseminacdo da doenga e rapido diagndstico. Os métodos diagndsticos
convencionais s&o baseados em sintomas clinicos e exames parasitologicos,
moleculares e imunologicos (ASSOLINI et al., 2022). A identificagdo das formas
evolutivas do parasita € principalmente utilizada e associada a outro tipo de teste,
como 0s ensaios moleculares e soroldgicos. A detecgcdo da forma amastigota em
tecidos é feita por meio de exame microscoépico de identificacdo do parasita e o
isolamento da forma promastigota em cultivo celular envolve bidpsia de tecidos e
orgaos, como baco, medula dssea ou linfonodo. Os achados microscépicos, embora
considerados padrao-ouro, muitas vezes sao inacessiveis devido a necessidade de
equipamentos especificos e méo de obra especializada (KUMARI et al., 2021). Outra
opgao é a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR), um

ensaio molecular que aumenta a sensibilidade e especificidade da detecgao.
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Entretanto, o PCR é um exame complexo, dificultando sua implementagdo em paises
subdesenvolvidos (BURZA et al., 2018; KAMMONA; TSANAKTSIDOU, 2021).

Testes soroldgicos, como os testes imunoldgicos, foram desenvolvidos para
facilitar o diagndstico e sao considerados uma técnica promissora, principalmente por
detectar antigenos e anticorpos de forma nao-invasiva (KUMARI et al., 2021). Os mais
utilizados sdo a imunofluorescéncia, teste de aglutinagdo, ensaio imunoadsorvente
ligado a enzima (ELISA - do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e
imunocromatografico, para detec¢cao de anticorpos (VERMELHO et al.,, 2015). A
identificacdo de biomarcadores, como as proteinas e antigenos especificos para a
forma promastigota ou amastigota pode melhorar a especificidade dos testes. Para as
formas amastigotas, o antigeno recombinante A2 e os antigenos rK39, gp36, gp70 e
gp72 tém sido utilizados para identificar e confirmar a infeccdo por leishmania
(TAVARES et al., 2003).

A proteina K39 é membro da familia das cinesinas com repeticbes de 39
aminoacidos e ¢é altamente conservada entre as espécies de Leishmania,
principalmente associadas a LV. Apds sua identificacdo e isolamento, a deteccao de
anticorpos IgG para este antigeno € uma metodologia sensivel e especifica para o
sorodiagndstico e acompanhamento do prognéstico da doenga (BRAZ et al., 2002;
FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016). O antigeno recombinante K39 (rK39) é
sintetizado a partir da clonagem do K39, e € entdo colocado em tiras de celulose
durante a producdo dos testes diagndsticos rapidos para a LV (GUIMARAES
CARVALHO et al., 2003; SANCHEZ et al., 2020).

Neste contexto, o uso de metodologias alternativas para diagndstico, assim
como a utilizagao de estruturas e sistemas que facilitem o diagnéstico pode reduzir a
lacuna entre diagndstico-inicio do tratamento, reduzindo os danos causados pelo
parasita e aumentando a qualidade de vida do paciente. A utilizacao de biossensores
(colorimétricos, fluorescéncia, eletroquimicos, impedimétricos, nanoparticulas
metalicas, quantum dots) é descrita na literatura como alternativa para a rapida
deteccao de Leishmania spp. (PERINOTO et al., 2010; GEDDA et al., 2019; SOUTO
et al., 2019; MARTINS et al., 2020).

Os biossensores sao dispositivos analiticos constituidos de um componente
bioldgico que associados a transdutores permitem a detec¢do de analitos-alvo e a
conversdo do reconhecimento bioldgico em sinais quantificaveis (LIM et al., 2020). A

deteccao de biomarcadores, enzimas e biomoléculas presentes no metabolismo de
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doencas, pode ser realizada por sistemas Opticos, eletroquimicos e mecanicos
(CHADHA et al., 2022).

Diversos autores estudaram diferentes abordagens para desenvolver um
método facil e rapido para detectar o parasita e descobrir moléculas novas e seguras
para o tratamento da doenga (SILVA et al., 2013; FERREIRA et al., 2017; SOUZA et
al., 2018; GEDDA et al.,, 2021). Como exemplo, destaca-se a construgcdo de
biossensores baseados na técnica de biodetec¢cdo de ressonancia plasménica de

superficie (do inglés Surface Plasmon Resonance - SPR).

2.2 BIOSSENSORES BASEADOS NA TECNICA DE RESSONANCIA PLASMONICA
DE SUPERFICIE

O fendmeno de Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) pode ser
observado quando um feixe de luz monocromatico atravessa um sistema o6ptico de
elevado indice de refragao, como um prisma, e incide sobre a superficie de um metal.
Neste momento, os elétrons de superficie oscilam de forma coletiva, sendo chamados
de plasmons de superficie (SP - Surface Plasmons), e ha a formacao de um campo
eletromagnético na interface metal/dielétrico (ouro/ar, por exemplo) devido a
propagacao das ondas de plasmons de superficie (OPS) (ENGLEBIENNE et al., 2003;
ZENG et al., 2013).

Em um biossensor baseado em SPR, a interagao entre o receptor bioldgico e
o analito de interesse provoca uma variagao no indice de refracdo local proximo a
interface, resultando em alteracdes das condicdes de acoplamento entre a onda
incidente e a onda de plasmons de superficie. Estas alteragbes sao caracterizadas
por variagao de alguma propriedade da onda incidente, como a variagao do angulo de
incidéncia, comprimento de onda e intensidade da luz (HOMOLA, 2008).

Na técnica de deteccdo SPR que explora o fendbmeno de reflexao interna total
atenuada (configuragcdo de Kretschmman) (FIGURA 2), utilizada nesse trabalho, o
equipamento é constituido de um substrato de vidro recoberto com um filme
nanomeétrico de ouro, posicionado sobre um prisma, onde o comprimento de onda e a
intensidade da luz incidente sdo mantidos constantes durante todo o processo. Nesta
configuragdo, uma grande parte da onda eletromagnética € absorvida pelos elétrons
para gerar plasmons de superficie. Para isso, um alto dngulo de incidéncia do laser é
necessario (MAYER; HAFNER, 2011). Sendo assim, mudancas no indice de refragao



25

local provocadas pelas interacdes biomoleculares sao caracterizadas em tempo real
através da variagado do angulo de incidéncia da luz, chamado de angulo de SPR (Bspr)
(ZENG et al., 2013; SCHASFOORT, 2017).

FIGURA 2 — FUNCIONAMENTO DA TECNICA DE DETECGCAO POR SPR NA CONFIGURAGAO DE
KRETSCHMMAN

Filme metalico

Prisma

Reflexdo atenuada

Luz incidente

Fonte de luz Detector 6ptico

FONTE: A autora (2023).

A técnica de SPR é utilizada para monitorar as mudangas na espessura ou no
indice de refragao de filmes ultrafinos em superficies metalicas, avaliando processos
de interacdes interfaciais e superficiais sobre o aparato. A SPR pode ser explorada na
deteccdo de pequenas quantidades de analito sobre o substrato, além de fornecer
importantes parametros cinéticos e termodinamicos referentes as interagdes
biomoleculares (ENGLEBIENNE et al., 2003).

Quando uma proteina é imobilizada sobre o chip sensor, um ligante (seja ele
uma particula, anticorpo ou outro biomaterial) € adicionado a um tampéao que flui pelo
chip, favorecendo a associagéo entre proteina-ligante. Apds o alcance do equilibrio,
etapas de lavagem sao realizadas para remover as espécies fracamente adsorvidas
(etapa de dissociagao). Este processo pode ser repetido com diferentes
concentragdes de ligante em toda a area do disco e, ao fim, o chip pode ser reutilizado
apos passar por etapas de limpeza que removem os materiais funcionalizados
anteriormente. E muito comum acompanhar as etapas de associacdo e dissociacédo
oriundas dos processos biomoleculares por meio de sensorgramas (ABspr vs. tempo)
(SCHASFOORT, 2017).

A Figura 3 apresenta um exemplo de esquema dos estagios de detecc¢éo de

analitos no sensor de SPR. Neste exemplo, apds a imobilizacdo das biomoléculas
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sobre o filme metalico (por exemplo, a proteina rK39), a linha de base € obtida. A
etapa de associagdo ocorre quando o analito comecga a interagir e ligar-se aos
receptores (ou biomoléculas) ancorados, chegando a uma etapa de equilibrio. Ao
lavar o sistema novamente, com agua ou solugdo tampéo, os analitos fracamente
associados se dissociam com o tempo, até atingir novamente uma etapa de equilibrio.
A variacao de Bspr observado entre a linha de base e a etapa de equilibrio apos a
dissociacdao € um parametro que indica, principalmente, a capacidade de associagao
entre o analito e a biomolécula aderida na superficie do sensor.

Através de modelos matematicos, podem ser definidos parametros como as
constantes de associagao, dissociagao e de afinidade de interagao entre o ligante e a
proteina imobilizada (ENGLEBIENNE et al., 2003).

FIGURA 3 — ESQUEMA DESCRITIVO DAS ETAPAS DE DETECGAO DE ANALITOS NO SENSOR
SPR. NESTE EXEMPLO, A IMOBILIZACAO DE UMA BIOMOLECULA (COMO POR
EXEMPLO, UMA PROTEINA) OCORRE SOBRE O SUBSTRATO DE OURO E HA A
INTERACAO DO ANALITO (POR EXEMPLO, UM ANTICORPO).

Linha de base  Associagao Equilibrio Dissociacao Equilibrio

Dissociagdo das

Alvos Analito comega a Ligagéo do olicilin Linha de base
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FONTE: A autora (2023).
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Técnicas de deteccéo tradicionais, como o ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), requerem o0 uso de marcadores para amplificar o sinal
resposta, como por exemplo o uso de corantes e moléculas fluorescentes. A deteccao
de anticorpos por ELISA ocorre pela interagdo do antigeno com um anticorpo
especifico e uma segunda captura de anticorpo conjugado a uma enzima, que catalisa
uma reagao quimica, gerando o sinal-resposta mensuravel (geralmente uma mudancga
de cor). Entretanto, as diversas etapas envolvidas neste tipo de técnica podem afetar
as interagdes alvo-sensor.

Sensores label-free fazem uso de biomoléculas em seu estado mais natural
possivel, onde uma propriedade da molécula-alvo é detectada como o tamanho, a
carga superficial, a impedancia elétrica ou indice de refragdo (SAMUEL; RAO, 2022).
Testes de imunoensaio, por exemplo, fazem uso de dois ou mais anticorpos para uma
molécula alvo, enquanto sensores label-free utilizam apenas um. Desta forma, além
de reduzir etapas e reagentes, € possivel realizar a analise da cinética de ligagéo da
molécula alvo no sensor (MAYER; HAFNER, 2011).

A utilizagdo de biossensores label-free de SPR torna-se interessante pois
apresenta um aumento de sensibilidade na elucidagcado das interagbes que ocorrem
em sua superficie, como, por exemplo, as interagdes antigeno-anticorpo exploradas
no diagndstico de doengas. As analises também podem ser realizadas em tempo real
com alta especificidade e concentracbes muito baixas de analito sdo detectados
(SAMUEL; RAO, 2022). Além disso, requer pouco material e € uma técnica de
resposta rapida, o que € determinante em um diagndstico (ENGLEBIENNE et al.,
2003).

Os anticorpos sdao moléculas importantes para o sistema de defesa. Sua
funcao bioldgica € ligar-se aos patdgenos e auxiliar na sua eliminagao. A presenca de
anticorpos pode ser utilizada na identificacido de infeccbes recentes em diferentes
estagios, de infecgdes passadas, do estado atual de imunidade ou até na resposta de
vacinas (GENG et al., 2022). Por meio de diferentes tipos de interagdes, o anticorpo
reconhece o epitopo, uma pequena parte do patdégeno, como polissacarideos ou
proteinas de superficie (REGENMORTEL, 2019). Essas moléculas apresentam uma
estrutura que genericamente pode ser representada na forma de Y, de forma a
enfatizar suas duas cadeias polipeptidicas leves e suas duas pesadas que estido
ligadas por ligagdes dissulfeto. As cadeias leves (25 kDa) (fragmento de ligagdo ao

antigeno - fragmentos Fab) apresentam uma regido variavel e uma constante,
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enquanto as cadeias pesadas (50 kDa) (fragmento cristalizavel - fragmentos Fc) séo
compostas por trés (IgG, IgA, IgD) ou quatro (IgM e IgE) regides constantes (FIGURA
4 - A) (MIX et al., 2006). As cadeias sao espelhadas e idénticas, formando dois sitios
de ligacdo ao antigeno, localizados na parte superior dos anticorpos (CHIU et al.,
2019). O fragmento Fc ndo contém atividade de ligagdo com o antigeno (RYMAN;
MEIBOHM, 2017).

Na construgdo de um biossensor, a imobilizagcdo do anticorpo em um
substrato ou particula pode ser realizada via ligagado covalente ou adsorgao fisica.
Idealmente, os anticorpos devem ser orientados em um arranjo em que os fragmentos
Fab estejam livres para a ligagcdo complementar do antigeno (NGUYEN et al., 2015).
A ancoragem aleatoria no substrato aumenta o impedimento estéreo da porcao Fab
ou a desativa (WELCH et al., 2017) (FIGURA 4 - B). Uma abordagem covalente
realizada para garantir a imobilizagao de biomoléculas, minimizando as adsorg¢des nao
especificas e assegurar a orientagao correta dos anticorpos no substrato é através da
formagdo de uma monocamada auto-organizada (do inglés Self-assembled

monolayer — SAM).

FIGURA 4 — (A) ESTRUTURA DO ANTICORPO: DUAS CADEIAS PESADAS (FRAGMENTOS F¢) E
DUAS CADEIAS LEVES CADEIAS (FRAGMENTOS Fa) LIGADAS POR LIGACOES
DISSULFETO. (B) ORIENTAGOES DO ANTICORPO SOBRE UM SUBSTRATO,
DESTACANDO A FORMA CORRETA DE ORIENTAGAO COM AS PORGOES Fab
LIVRES PARA A CAPTURA DO ANTIGENO (DESTACADA EM LARANJA)
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@
\ / -
— Ligagoes dissulfeto
— Fc 4

FONTE: A autora (2023).
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A formacao da SAM proporciona a modificagao (funcionalizagéo) da superficie
para a ligacao covalente entre os grupos funcionais dos anticorpos e a superficie. A

ligacdo da biomolécula com a superficie ativada €& normalmente obtida pelo
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acoplamento EDC/NHS (Hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodiimida/N-hidroxissuccinimida), através de seus grupos funcionais. Tal
ligacdo proporciona uma imobilizagdo melhor orientada de proteinas e anticorpos no
substrato podendo assim potencializar a atividade de ligagdo com o analito (NGUYEN
et al., 2015).

Considerando as propriedades e caracteristicas de biossensores baseados
no fenbmeno de SPR, é possivel destacar a aplicagdo das nanoparticulas neste
campo. Além disso, por apresentarem propriedades o6ticas através da oscilagdo dos
elétrons de superficie em relagao a ressonancia com a luz incidente, as nanoparticulas
metalicas atrairam significativa atencdo para o diagndstico precoce de doencgas

através da deteccao de biomarcadores.

2.3 TERANOSTICOS

O termo terandstico € definido como a combinagédo de um sinal de diagndstico
com efeito terapéutico, e se refere a uma aproximacao do diagnodstico, principalmente
em nivel molecular ou nano, com a escolha de uma terapia especifica para um
paciente de forma individualizada (WIESING, 2019). Partindo deste conceito,
terandsticos sdo insumos ou estruturas, principalmente na escala nanométrica, que
atuam simultdnea ou sequencialmente como diagndstico e terapia de patologias,
podendo ser biomarcadores moleculares, nanoparticulas poliméricas, lipidicas,
inorganicas ou proteicas (HUANG; LOVELL, 2017).

Estes sistemas podem ser utilizados emitindo um sinal responsivo a um
biomarcador especifico, aplicado em exames de imagem como ressonancia
magnética, tomografia computadorizada de raios X, terapia fotodinamica,
ultrassonografia, fluorescéncia e luminescéncia 6ptica, imagem fotoacustica, terapia
guiada por imagem e tomografia de pésitrons (SWIERCZEWSKA et al., 2016;
HUANG; LOVELL, 2017)

2.4 NANOPARTICULAS METALICAS
O uso de nanoparticulas de ouro, cobre e prata vem ganhando destaque na

area de deteccao de analitos devido as suas propriedades 6ticas. Os LSP (plasmons

de superficie localizados) sao responsaveis pela coloragdo caracteristica das
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nanoparticulas (HUANG; XU, 2010), e o comprimento de onda maximo de absorgao
(Amax) dos plasmons pode ser usado para indicar o tamanho das particulas, devido a
variacao de massa no ambiente em volta da nanoparticula que altera 0 Amax (HUANG;
XU, 2010; MAYER; HAFNER, 2011). Um maximo da frequéncia de ressonancia
plasmoénica de superficie de nanoparticulas metalicas ocorre em comprimento de
onda visivel, em ~ 520 nm para nanoparticulas de ouro e ~ 400 nm para
nanoparticulas de prata (ALAQAD; SALEH, 2016).

Os deslocamentos espectrais dos LSP ocorrem de forma mais intensa na
superficie da particula, reduzindo sua intensidade com o aumento da distancia do
nucleo. Portanto, essa detecgcdao permite adquirir informagdes de interacdes
moleculares na superficie da nanoparticula (MAYER; HAFNER, 2011), o que a torna
apta para atuar como biossensor. Para a criacdo de biossensores label-free com
nanoparticulas de prata, anticorpos séo conjugados a superficie das nanoparticulas
por ligantes biocompativeis, facilitando a detec¢ao de antigenos (MAYER; HAFNER,
2011).

As nanoparticulas de prata, especialmente, tém sido aplicadas como sonda
colorimétrica para detecgao visual (COBLEY et al., 2009; CHEN et al., 2013), agente
antibacteriano (TRAN et al., 2010; SENTHILKUMAR et al., 2019; AHMAD et al., 2020),
antifingico (FERNANDEZ et al., 2016; TUTAJ et al., 2016), anticancerigeno
(EBRAHIMZADEH et al., 2021) e reparador de feridas (CHOUDHURY et al., 2020).
Nanoparticulas de prata apresentam uma vantagem otica sobre as nanoparticulas de
ouro devido a presenca de elétrons condutores que podem ser excitados livremente,
melhorando a propagacgéo dos plasmons de superficie, além da coloracéo diferente
(BHATTARAI et al., 2018).

Além da sua capacidade de atuar como parte de um biossensor, vale ressaltar
que as nanoparticulas de prata vem sendo descritas como também capazes de induzir
a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que desempenham um papel
importante na destruicdo de parasitas incluindo a Leishmania (ALLAHVERDIYEV et
al., 2011; LIMA et al., 2017; OVAIS et al., 2017; FANTI et al., 2018).

Embora as nanoparticulas de prata apresentem excelentes propriedades
opticas, elas tendem a se aglomerar. Assim, a estabilizagdo destas particulas a
durante a sintese auxilia a evitar a aglomeragcéo e a oxidagao. A estratégia mais
utilizada é realizar o capeamento ou imobilizagédo das nanoparticulas com agentes

estabilizantes, como surfactantes ou biopolimeros (LEE; JUN, 2019). A diminuicao da
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area superficial e a repulsao das particulas auxilia na estabilidade (SHANMUGARAJ;
ILANCHELIAN, 2016; SHARMA et al., 2018), criando um sistema estavel que garante
a melhor aplicabilidade destas nanoparticulas. A toxicidade das nanoparticulas de
prata € uma preocupagao significativa em pesquisas e aplicagbes, devido a
capacidade dessas particulas de interagir com sistemas biolégicos. A toxicidade esta
relacionada ao tamanho, forma, revestimento superficial e concentragdao das
nanoparticulas de prata. Portanto, o controle do tamanho e da concentragdo das
nanoparticulas de prata, bem como o uso de revestimentos biocompativeis, séo
fundamentais para minimizar os riscos a saude em aplica¢des bioldgicas (TORTELLA
et al., 2020; JASWAL; GUPTA, 2023).

Dentre os polimeros que podem estabilizar as nanoparticulas de prata, é

possivel destacar a quitosana.

2.5 QUITOSANA E SEUS DERIVADOS

As nanoparticulas compostas por polimeros sdo uma excelente opg¢ao para
compor teranosticos biodegradaveis, biocompativeis e de baixa toxicidade. Polimeros
de origem natural sdo explorados na industria farmacéutica por serem versateis e
capazes de substituir componentes toxicos em formulacdes, além de serem aplicados
em sistemas de encapsulamento e liberacdo, atuando como modulador da
farmacocinética de capsulas compostas ou revestidas com esses materiais
poliméricos (NGWULUKA et al., 2014).

A quitosana é um polimero de origem natural composto por unidades
monomeéricas de B-D-glucosamina e [-D-N-acetilglucosamina unidas por ligagbes
glicosidicas do tipo (1 = 4) produzidas por extensa desacetilagao alcalina da quitina
(RINAUDO, 2006) (FIGURA 5). O uso da quitosana como sistema de liberacédo de
farmacos chama a atencdo e esta em ascensao, principalmente devido as suas
propriedades mucoadesivas e antimicrobianas (WAYS et al., 2018), e sua aplicagao
como adjuvante de administragao de farmacos e vacinas, promotor de cicatrizacéo de
feridas e como agente estabilizador de nanoparticulas metélicas relatadas em
literatura (TRAN et al., 2010; AKMAZ et al., 2013; PATRULEA et al., 2015; FERREIRA
et al., 2017; MOHAMMADI; KHAYATIAN, 2017; NAKAL-CHIDIAC et al., 2020).
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FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA QUIMICA DA QUITOSANA, ONDE
Y: SUBUNIDADE DE B-D-N-ACETILGLUCOSAMINA E X: SUBUNIDADE DE @-D-
GLUCOSAMINA
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FONTE: A autora (2023).

A principal vantagem da quitosana sobre outros polimeros é presenga de
grupamentos -OH e -NH2 que permitem a formagdo de estruturas auto-associadas
através de ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares (YANG et al., 2014). Porém,
a quitosana € uma base fraca, insoluvel em solugdes alcalinas e solventes organicos,
mas soluvel em meio aquoso acido, por exemplo, solu¢des aquosas de acido acético
ou solucdes de acido forte, como acido cloridrico.

O pKa da quitosana € um parametro fundamental que descreve as suas
propriedades acido-base em solugao. O pKa representa o valor de pH no qual metade
das unidades de amina da quitosana estao protonadas (na forma de -NHs*) e metade
estdo desprotonadas (na forma de -NH2). Geralmente, o pKa da quitosana é
encontrado na faixa de 6 a 6,5. Isso significa que em um ambiente acido a quitosana
estara predominantemente na forma protonada, carregada positivamente, enquanto
em um ambiente mais alcalino (com pH acima do pKa), ela estara principalmente na
forma desprotonada, carregada neutra. A protonagao dos grupos amino presentes em
sua estrutura gera repulsdes eletrostaticas entre as cadeias poliméricas, permitindo a
solvatacdo e a expansao das cadeias, melhorando sua solubilizagdo. A dissolugdo em
pH neutro ou basico sé pode ser acessada com uma pré-etapa de dissolugdo em meio
acido para protonar os grupos amino (RINAUDO et al., 1999a, 1999b).

Para melhorar a solubilidade em pH neutro, os grupos quimicos presentes na
quitosana podem ser modificados, aumentando a faixa de potencial aplicacao.
Dependendo da modificagao realizada, pode também contribuir para se tornarem
responsivas ao ambiente em que se encontram, sejam aplicadas interna ou

externamente (CABANE et al., 2012). Estas modificagdes quimicas normalmente sao
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realizadas nas unidades desacetiladas, sem envolver as ligagdes glicosidicas e a
despolimerizagao.

Dentre as modificagdes descritas em literatura, a introducdo de grupos
sulfidrila na quitosana possibilita a formagao de ligagdes dissulfeto, que apresentam
maior estabilidade em ambientes extracelulares (levemente oxidantes) em
comparagao com o ambiente intracelular (redutor), onde os grupos dissulfeto sao
reduzidos a porgdes de tiol, desestabilizando as ligacdes cruzadas entre os
componentes da matriz polimérica (CABANE et al., 2012; JIN et al., 2012; LIU et al.,
2017; QUINN et al., 2017).

A modificagdo resulta em uma diminuicdo do pKa da quitosana tiolada em
comparagao com a quitosana nao modificada, tornando-a mais acida. Essa redugao
no pKa é devida a presenga dos grupos -SH, que sdo acidos mais fortes em
comparacdo com o0s grupos amino da quitosana (BERNKOP-SCHNURCH, 2005;
FEDERER et al., 2021) .

Quitosanas tioladas possuem propriedades responsivas e mucoadesivas que
podem ser uteis em condigdes redox e de pH desequilibrados (BERNKOP-
SCHNURCH et al., 2001; KO et al., 2013; GAO et al., 2014; FEDERER et al., 2021).
Sua capacidade de adesao a superficies biolégicas, como por exemplo as mucinas,
prolongam o tempo de contato entre a quitosana tiolada e as membranas, podendo
atuar como sistemas de liberagao de farmacos de acgao local. Esta propriedade esta
ligada diretamente a capacidade de oxidacéo e redugao dos grupamentos tiol na sua
estrutura, sendo que um pH mais baixo do meio intensifica a mucoadesividade devido
a uma reatividade reduzida dos grupos tiol, resultando em uma menor oxidagao antes
do contato com a superficie (FEDERER et al., 2021).

Além disso, quitosanas tioladas sdo amplamente aplicadas como sistemas de
liberagao de farmacos por meio da via oral (PALMBERGER et al., 2008; SAREMI et
al., 2011; SUDHAKAR et al., 2020), nasal (LEE et al., 2006; SINGH et al., 2016), ocular
(MORENO et al., 2017; ZAHIR-JOUZDANI et al., 2018) e intravenosa.

Os grupamentos sulfidrilas presentes nas quitosanas tioladas apresentam
grande afinidade por metais, 0 que também possibilita seu uso na estabilizagcao de
nanoparticulas metalicas para o desenvolvimento de biossensores (LEICHNER et al.,
2019). O desenvolvimento de um sistema contendo nanoparticulas metalicas, que

atuam no auxilio do diagnéstico de doencas e apresentam propriedades
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antiparasitarias, estabilizados com polimeros com propriedades bioldgicas torna-se
uma boa alternativa no desenvolvimento de terandsticos.

Ja é descrita na literatura a capacidade da quitosana nativa em estabilizar
nanoparticulas de prata através da reducao dos ions de prata pela amina primaria da
estrutura da quitosana, formando uma dispersdo de quitosana que recobre as
nanoestruturas de prata (SHEHABELDINE et al., 2022; CANAMA et al., 2023). Este
sistema ja é empregado na detec¢ao de analitos, como por exemplo na detecgao de
malation apds intoxicagcao (VASIMALAI; ABRAHAM JOHN, 2013), determinagao de
glucose (MISCORIA et al., 2006), deteccdo de mercurio na agua (SHARMA et al.,
2018) e até detecgao de IgG (ZHANG et al., 2016), além de aprimorar as propriedades
antimicrobianas e antiparasitarias, de forma sinérgica (KUMAR-KRISHNAN et al.,
2015; LIMA et al.,, 2017; ZIENKIEWICZ-STRZALKA; DERYLO-MARCZEWSKA,
2020). Entretanto, ha poucos relatos do uso da quitosana tiolada em diagndstico e
terapias, além de poucas informagdes sobre sua interacdo com nanoparticulas
metalicas. Seguindo este raciocinio, 0 uso de quitosana tiolada no capeamento de
nanoparticulas de prata pode ser interessante para desenvolver uma estrutura que
possa ser usada como terandstico. A superficie destas nanoparticulas pode ser
modificada com anticorpos para diagnosticar antigenos especificos de Leishmania e,

ao mesmo tempo, aplica-las no tratamento da doenca.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PURIFICAGAO DA QUITOSANA

A quitosana de média massa molar (CeH11NO4)n(CsH13NOs)m (Sigma Aldrich,
St. Louis, EUA) foi purificada de acordo com a metodologia de Jacumazo et al., 2020.
Inicialmente, 5 g de quitosana bruta foram dispersas em 1 L de solugdo aquosa de
acido acético 0,5 mol L' (Biotec, Brasil), sob agitagédo por 24 h. Apds esse periodo, a
solugéo foi centrifugada (10* g, 25°C, 30 min) e o sobrenadante foi neutralizado com
uma solugéo aquosa de hidroxido de sodio 10 mol L' (NaOH - Biotec, Brasil). Uma
nova etapa de centrifugagéo foi realizada (10* g, 5 °C, 10 min) e o precipitado foi
lavado com alcool etilico 99% (Dipalcool, Brasil) e acetona PA (Reatec, Brasil), e
posteriormente centrifugado (10* g, 5 °C, 10 min). O precipitado foi coletado, triturado

e seco em estufa a vacuo a 40 °C. Este procedimento foi repetido duas vezes.

3.2 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

A determinacdo do grau de desacetilagdo (%GD) da quitosana foi realizada
com base no teor de grupos amino (-NH2) presentes na molécula. Desta forma, a
quitosana (250 mg) foi dispersa em 50 mL de uma solugédo aquosa de acido cloridrico
0,1 mol L' (HCI - Biotec, Brasil) e deixada sob agitagdo por 24 h. A disperséo foi
titulada com uma solugdo aquosa de NaOH padronizado a 0,1 mol L. Foi calculada
a primeira derivada do volume gasto na titulagdo em relagdo ao pH, obtendo-se dois
pontos de inflexdo em relagéo ao volume de base. O grau de desacetilagao realizado

por titulagao potenciométrica foi determinado pela Equagao 1:

%GD = [16,1 x(an— V1)><M]

x 100 (Equacéo 1)

onde:

%GD = grau de desacetilagédo da quitosana;

16,1 = massa molar do grupo amino;

V1= corresponde ao 1° pico do grafico, referente ao volume (mL) de neutralizagéo do acido
forte utilizado como solvente (HCI);

V2 = corresponde ao 2° pico do gréfico, referente ao volume (mL) de neutralizagdo do grupo
NH3* do polimero;

M = molaridade da base utilizada como titulante;
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m = massa da quitosana em solugéao (g).

A caracterizagao por ressonancia magnética nuclear (RMN) foi realizada no
Departamento de Bioquimica da UFPR. Os espectros foram adquiridos a 70 °C em
agua deuterada (D20) e acido acético deuterado (CD3COOD) (Cambridge Isotope
Laboratories, Massachusetts, EUA), utilizando um espectrémetro Avance DRX Bruker
com frequéncia de 400 MHz. A quitosana bruta e purificada (30 g L") foram dispersas
em D20:CD3COOD (100:2 v v'') sob agitagdo até a completa solubilizagéo e enviadas
para analise. Os deslocamentos quimicos das amostras foram comparados aos
deslocamentos quimicos do solvente residual (CD3COOD) em 2,08 ppm para o RMN
H.

Além da caracterizagao, a técnica de RMN também foi utilizada, para efeitos
de comparacéo, para calcular o grau de desacetilagdo, determinado pela Equagao 2
(HIRAI et al., 1991):

i
%GD ll - <13 Sk >l x 100 (Equagéo 2)

o/H2-Hs
onde:
Ichs = integral do CHs-1 (~2,18 ppm)
IHz2-He = soma da integral do H-2 a H-6 (~ 3,83 — 4,03 ppm)

As andlises de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)
foram realizadas em espectrometro Vertex 70 (Bruker, Alemanha) equipado com
reflectancia total atenuada (ATR), no Centro de Estudos em Biofarmacia (CEB), do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana. As analises foram
realizadas com as amostras secas em estufa, com 128 varreduras de acumulagao,
resolucdo de 2 cm' e nimero de onda de 400 a 4000 cm-.

A andlise de cromatografia de exclusao por tamanho (do inglés Size Exclusion
Chromatography - SEC) foi realizada em um cromatégrafo Viscotek composto por
detectores UV/Vis, indice de refragao, espalhamento de luz laser, com coluna OHpak
SB-806M HQ (Shodex) acoplada a um refratdmetro diferencial Viscotek (VE 3210
UV/vis), detector de espalhamento de luz de 90° (RALS) e um detector de
espalhamento de laser de baixo angulo de 7° (LALS) Viscotek 270 que promove uma
leitura de espalhamento de luz, captada em diferentes angulos. A amostra de
quitosana purificada foi dispersa em fase movel (0,5 mg mL""), solugdo aquosa de

tamp&o acetato de sddio 0,1 mol L' com 200 ppm de azida de sédio (Vetec, Brasil),
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fitrada em membrana de éster de celulose de 0,22 uym e injetada no equipamento
(100 uL) sob um fluxo de 0,4 mL min-'. A solugdo aquosa de tamp&o acetato de sédio
(0,1 mol L', pH 4,72) foi preparada com acido acético e acetato de sodio (Vetec,
Brasil).

3.3 MODIFICACAO DA QUITOSANA

Para incorporar os grupos sulfidrila a quitosana, a quitosana tiolada (TCh) foi
preparada acoplando a quitosana purificada com o acido 3-mercaptopropidénico (MPA
- Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) formando ligagdes amida através da reagao mediada
por EDC-NHS (KO et al., 2013), como detalhado na Figura 6.

FIGURA 6 - REAGAO DE MAODIFICAQAO DA QUITOSANA COM ACIDO 3-
MERCAPTOPROPIONICO (3-MPA) MEDIADA POR EDC/NHS PARA A
OBTENCAO DA QUITOSANA TIOLADA (TCh)

i
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LEGENDA: 3-MPA (acido 3-mercaptopropanoico), EDC (Hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida), NHS (N-hidroxissuccinimida) e TCh (quitosana tiolada).
FONTE: A autora (2023).

A quitosana purificada (1,2 mg mL") foi dispersa em agua deionizada (500
mL) com 5 mL de uma solugéo aquosa de HCI 0,1 mol L-*. Em paralelo, 100 mL de
EDC (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) (0,2 mol L' em agua deionizada), 100 mL de
NHS (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) (0,2 mol L-' em agua deionizada), e 2,037 g de
MPA foram misturados. Esta ultima solugao foi adicionada a dispersédo de quitosana,
o pH foi ajustado para 5 com uma solugéo aquosa de NaOH 0,1 mol L-' e a reagéo foi
mantida sob agitacdo, protegida da luz e a temperatura ambiente por 24 h. A
concentragéo final de cada componente foi de 1 mg mL-" para a quitosana e 0,016 mol
L' para o EDC, NHS e MPA. Esta dispersao foi coloca em membranas de didlise de

éster de celulose de didametro de poro de 12-14kDa e dialisada contra uma solugao
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aquosa de cloreto de sodio (NaCl — Vetec, Brasil) (1 mol L), liofilizada e armazenada
a -4 °C (GAO et al., 2014).

3.4 CARACTERIZAGAO DA QUITOSANA TIOLADA

A quantificagdo dos grupos sulfidrila livres no polimero foi realizada atravées
do Ensaio de Ellman, com o reagente acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico), também
conhecido como DTNB (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), no qual os grupos tidis (-SH)
contidos na molécula reagem com o DTNB, clivando a ligagao dissulfeto para formar
0 &nion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB?), produzindo um produto de cor amarela
mensuravel em 412 nm.

O ensaio foi realizado da seguinte forma: solu¢gdes aquosas contendo 2,5 mL
do tampéo de reacgio (tampéao fosfato de sddio 0,1 mol L', pH 8,0, contendo 1 mmol
L' de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)), 50 uL de solugdo de DTNB (4 mg
de DTNB em 1 mL de um tampao de reag&o) e 250 pL das amostras (1 mg mL-") foram
misturadas, incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos e a absorbancia
foi medida no comprimento de onda de 412 nm. A solugao aquosa de tampao fosfato
de sédio (PBS) (0,1 mol L, pH 8,0, contendo 1 mmol L-' de EDTA) foi preparada com
cloreto de sédio, cloreto de potassio, fosfato de sédio dibasico, fosfato de potassio
monobasico e EDTA adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os grupos sulfidrila
foram quantificados através de uma curva de calibracdo analitica realizada com
cisteina-L-cloridrato (Synth, Brasil) de 0,1 a 1 mmol L.

O teor de ligagdes dissulfeto no polimero foi determinado apds redugao do
polimero com borohidreto de sédio (NaBH4 — Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) conforme
descrito por Kafedijiiski et al., 2005. A TCh (1 mg mL"") foi hidratada com uma solugéo
aquosa de tampao fosfato de sédio 0,1 mol L', pH 7,2. Apds 30 minutos, foram
adicionados 4 mL de solugdo de NaBH4 (4% m v' em agua deionizada) recém-
preparada e a mistura foi incubada por 1 h a 37 °C. Para inativar o NaBH4 restante, 1
mL de solugdo aquosa de HCI (5 mol L) foi adicionado e deixada agitando por 10
minutos. Posteriormente, o ensaio de Ellman foi realizado.

A cinética de reducdo das ligagcbes dissulfeto presentes no TCh foi
desenvolvida para garantir a redugdo completa, a fim de manter os grupos -SH
disponiveis para a interagdo sequencial com a prata. Desta forma, 5 mL de uma
dispersdo de TCh em diferentes concentragdes (0,25/0,50/0,75/1,00 mg mL"em agua
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deionizada) foram adicionadas a uma solugdo de NaBH4 (2 mmol L' em agua
deionizada). Aliquotas de 1 mL foram retiradas em intervalos de tempos de 0, 15, 30,
45,60, 90, 120 e 150 minutos (KAFEDJIISKI; FOGER; et al., 2005). Em seguida, foram
adicionados 0,5 mL de uma solugdo aquosa de acetaldeido (2 mmol L"), para inativar
o NaBHs restante. Posteriormente, foram retirados 250 uL desta solugdo para
realizagao do ensaio de Ellman.

A caracterizacdo do polimero modificado foi realizada por ressonancia
magnética nuclear (RMN). O espectro da TCh (30 g L' em agua deuterada - D20) foi
adquirido a 70 °C utilizando o espectrdbmetro Avance DRX Bruker 400 MHz, no centro
de Ressonancia Magnética Nuclear localizado no Departamento de Bioquimica da
UFPR. Os deslocamentos quimicos foram comparados aos deslocamentos quimicos
do solvente residual (D20).

A analises por espectroscopia na regido do infravermelho foram também
realizadas para a TCh, nas mesmas condicdes utilizadas para a quitosana purificada.

As medidas de SPR foram realizadas usando o equipamento Autolab Springle
(Eco Chemie), composto de um prisma e um laser de Hélio/Nebnio com emissao em
670 nm. Com base no fendbmeno de reflexao interna total atenuada, configuracao de
Kretschmman, a intensidade da luz refletida do laser no aparato de vidro recoberto
com um filme nanométrico de ouro (50 nm) foi medida através de um detector de
fotodiodo. O disco de vidro recoberto com ouro foi limpo com solug¢ao piranha de acido
sulfurico (H2SO4 - Nuclear, Brasil) e peroxido de hidrogénio (H202 - Nuclear, Brasil)
(3:1 H2S04 concentrado: H202 30% v v'), seguido de um banho ultrassénico por 10
min em acetona e em alcool isopropilico (Nuclear, Brasil). Os discos foram
enxaguados com agua deionizada e secos em atmosfera de nitrogénio. A solugéo
aquosa de TCh (0,5 mg mL™") foi adicionada (50 uL) no disco e a alteragao do angulo
de reflexado do laser foi observada ao longo do tempo. O experimento foi realizado a
19,0+ 0,1 °C.

3.5 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi realizada através do
método de sintese quimica (SONG et al., 2009; Ml et al., 2015). Para formar AgNPs
sem agente estabilizante, uma solugdo de nitrato de prata (AgNO3) (1 mmol L' em

agua deionizada) foi adicionada a uma solugdo de NaBH4 (2 mmol L' em agua
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deionizada) sob purga de N2 e agitagéo até a solugao ficar amarelada. A razdo molar
NaBH4/AgNOs foi modificada de 1 até 20 para a escolha da melhor condigéo,

conforme Tabela 1.

TABELA 1 — VOLUMES DOS COMPONENTES DAS FORMULAGOES DE AgNPs

Razdo molar NaBH4/AgNO3 1 2 5 10 15 20

Volume AgNOs (1 mmol L) 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
Volume NaBH,4 (2 mmol L™) 2,5mL 5mL 125mL 25mL  375mL 50mL
Volume final 7,5 mL 10 mL 175mL 30mL 425mL 55mL

FONTE: A autora (2023).

3.6 ESTABILIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA COM QUITOSANA
TIOLADA

As nanoparticulas de prata estabilizadas com quitosana tiolada (TCh-AgNPs)
foram sintetizadas com diferentes concentragdes de polimero (0,25 a 1,0 mg mL™' em
agua deionizada), e diferentes metodologias de incorporagado de TCh foram testadas.
As dispersdes de TCh-AgNPs foram preparadas a partir de concentragdes iniciais de
0,25, 0,5, 0,75 e 1,00 mg mL"" de TCh, conforme Tabela 2. Para as AgNPs sem TCh,
um volume de 5 mL de agua foi adicionado a preparacao para que as concentracoes

finais fossem equiparaveis.

TABELA 2 — VOLUMES E CONCENTRAGOES FINAIS DOS COMPONENTES DAS FORMULACOES
DE TCh-AgNPs

TCh-AgNP 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Volume AgNO; (1 mmol L) 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
Volume NaBH4 (2 mmol L) 25mL 25mL 25mL 25mL 25mL
Volume TCh (0,25-1,0 mg mL™) - 5mL 5mL 5mL 5mL
Volume H;0 5mL - - - -
Volume final 35mL 35mL 35mL 35mL 35mL
[AgNO3] final (mmol L) 0,143 0,143 0,143 0,143 0,143
[NaBH,] final (mmol L) 1,43 1,43 1,43 1,43 1,43
[TCh] final (mg mL™) - 0,036 0,071 0,107 0,142

FONTE: A autora (2023).

As trés metodologias investigadas estdo descritas a seguir:
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A primeira metodologia (M1) (FIGURA 7) foi realizada misturando a solugéo
de AgNOs (1 mmol L' em agua deionizada) com a solugdo de TCh para formar um
complexo de coordenagéo e incorpora-lo na solugdo de NaBH4 (2 mmol L' em agua
deionizada) para reduzir este complexo.

FIGURA 7 - ESQUEMA DE REACAO DE FORMAGAO DAS TCh-AgNPs PELA METODOLOGIA M1

1) AgNO;
e
2) NaBH,

TCh TCh-AgNP

FONTE: A autora (2023).

A metodologia 2 (M2) (FIGURA 8) foi realizada pela redugdo da TCh com
solugdo de NaBH4 (2 mmol L' em agua deionizada), que cliva as ligages dissulfeto
presentes no polimero em grupos sulfidrila livres e posteriormente adicionando a

solugdo de AgNO3z (1 mmol L' em agua deionizada) para formar as nanoparticulas.

FIGURA 8 - ESQUEMA DE REACAO DE FORMAGAO DAS TCh-AgNPs PELA METODOLOGIA M2

Tch D NaBHs _ rop agnp
2) AgNO,

FONTE: A autora (2023).

Na ultima metodologia, metodologia 3 (M3), a TCh foi incorporada apds ser
reduzida com NaBH4 (2 mmol L' em agua deionizada) as AgNPs pré-formadas sem

agente estabilizador, conforme mostrado na Figura 9.

FIGURA 9 - ESQUEMA DE REAGAO DE FORMAGCAO DAS TCh-AgNPs PELA METODOLOGIA M3

AgNO; + NaBHy; — AgNP TS
gNUs3 4 g . agitagao _ 1~y A NP
TCh + NaBH; — TCh reduzida

FONTE: A autora (2023).

Além das metodologias e da concentragédo do polimero, a temperatura (20 a

70°C) e o tempo de reacao (apos a incorporagao da quitosana tiolada) também foram
testados.
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3.7 CARACTERIZACAO DAS AgNPs E TCh-AgNPs

As AgNPs e TCh-AgNPs foram caracterizadas por UV-vis, espalhamento
dindmico de luz, e Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Além disso, também foi
avaliado seu potencial zeta e a capacidade de estabilizacdo do radical ABTS®*. As
medicdes de absorbancia foram realizadas em um espectrémetro UV-vis (PerklnElmer
Lambda 25), com a varredura do comprimento de onda na faixa de 200 a 700 nm. A
determinagdo de tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta ({) foram
realizadas pelo analisador de tamanho Zetasizer Ultra (Malvern, Reino Unido) a 25
°C. Os diametros hidrodinamicos (Dn) foram obtidos com a emissao do laser em 633
nm, angulo do fotodetector a 175° e foram expressos pela média + desvio padrao.
Para as determinacdes de potencial {, as amostras foram diluidas 10x em solugao
aquosa de cloreto de potassio (KCl) a 1 mmol L', um eletrdlito de referéncia para
fornecer uma linha de base de condutividade para as medigdes.

As anadlises de NTA foram realizadas no equipamento NanoSight LM10
(Malvern, Amesbury, UK), equipado com um laser (488 nm), que incide na amostra,
que espalha a luz do laser. A camera capta um video das particulas com base no
movimento browniano, as rastreia individualmente e, com base na equacéao de Stokes-
Einsten, permite calcular a distribuicdo de diametro hidrodinamico das particulas.
Foram adquiridos 3 videos de 60 segundos por medida e as amostras de AgNPs e
TCh-AgNPs foram diluidas 1000 vezes em agua deionizada para a analise. O
experimento foi realizado no Institut Galien Paris-Saclay, UMR 8612, Université Paris-
Saclay (Franga).

Apos estabilizagdo das TCh-AgNPs, a quantidade de polimero aderido as
AgNPs foi avaliada através de uma etapa de ultracentrifugacao (40 000 rpm/1h/4°C)
na Ultracentrifuga Beckman Coulter com rotor NS10E129. Os grupos SH do polimero
presentes no sobrenadante foram medidos pelo ensaio de Ellman seguindo a
metodologia supracitada. O precipitado foi ressuspenso em agua deionizada e o
potencial { foi determinado.

As anadlises de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)
foram realizadas em espectrémetro PerkinElmer UATR Two (Massachusetts, EUA)
equipado com reflectancia total atenuada (ATR), no Institut Galien Paris-Saclay, UMR

8612, Université Paris-Saclay (Franga). As analises foram realizadas com as amostras
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liofilizadas, com 64 varreduras de acumulagéo, resolugdo de 1 cm™' e nimero de onda
de 400 a 4000 cm™".

O ensaio de determinagao da estabilizagdo do radical acido’2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (ABTS) foi realizado seguindo a metodologia de
Thaipong et al. (2006). Foram preparadas uma solucao estoque de ABTS (7,4 mmol
L' em agua deionizada) e uma solugdo de persulfato de potassio (2,6 mmol L' em
agua deionizada). As solugdes foram misturadas em quantidades iguais para obter o
radical ABTS®**. Apds 16h, esta solugao foi diluida para obter absorbancia de 1,04 +
0,03 unidades. As dispersdes de AgNPs, TCh-AgNPs e do polimero TCh (0,5 mg mL"
") foram colocadas sob a solugdo de ABTS®** (50 uL de amostra e 200 uL de ABTS*®*)
e a absorbancia foi medida a 734 nm. A curva padrao foi obtida entre 6,35 e 75 mmol
L' em agua deionizada de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametacromano- acido 2-
carboxilico). Os resultados foram expressos em mmol L' equivalentes de Trolox

(TE)/g e em porcentagem de descoloragao do reagente seguindo a Equacgéo 3:

Descoloragdo (%) = (Absc"”;rb"sle_'qbs“m"“m) x 100 (Equagao 3)
Amostra

onde:
Abscontrole = Absorbancia do controle positivo (vitamina C)

Absamostra = Absorbancia da amostra

3.8 LIGACAO COVALENTE DOS ANTICORPOS NA SUPERFICIE DAS TCh-AgNPs

A ligacao covalente do anticorpo monoclonal anti-rK39 na superficie das TCh-
AgNPs (TCh-AgNPs@Ac) foi realizada conforme relatado por Jirawutthiwongchai et
al., 2014. Foram solubilizadas solugdes aquosas de EDC (1 mmol L', 100 yL) e NHS
(1,5 mmol L1, 100 pyL) em tampao PBS (0,01 mol L-"— pH 7,2). Para 1 mL de dispers&o
final de TCh-AgNPs@Ac, foram colocados 99 uL da solugdo aquosas de EDC e 96
ML da solugédo aquosas de NHS diluidos em tamp&o quantidade suficiente para (q.s.p)
900 uL. O anticorpo (solugdo méae de 100 yg mL") foi diluido nesta solugdo de 900 pL
em quantidades correspondentes as concentragbes finais de 10 a 50 ug mL™".
Paralelamente, a dispersdo das TCh-AgNPs foi diluida 1:10 em solugdo aquosa de
tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2). Apds 10 min, a disperséo diluida de TCh-AgNPs

foi adicionada (100 pL) e agitada a temperatura ambiente.
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As medidas de SPR foram realizadas para verificar a ligagdo entre as
nanoparticulas e o anticorpo. O disco de vidro recoberto com ouro foi limpo como
previamente descrito no item 3.4. A superficie foi modificada através da imersao dos
substratos limpos em solugéo etanoica de acido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA)
(1 mmol L") por 24 h a temperatura ambiente. A etapa de ativagdo dos grupamentos
carboxilicos foi realizada pela adicdo de uma solugdo aquosa de NHS-EDC (150:100
mmol L, respectivamente) por 20 min, para a modificagdo dos grupamentos
carboxilicos terminais, seguido da etapa de lavagem com agua deionizada e tampao
PBS (0,01 mol L' — pH 7,2). A solugdo de TCh-AgNPs (com 0,5 mg mL-' de TCh em
agua deionizada — diluidas 10x) foi adicionada (50 pL) no disco e a alteragdo do angulo
de reflexdo do laser foi observada por 30 min. Apos a ligagao, foi realizada uma etapa
de lavagem com tampdo PBS (0,01 mol L' — pH 7,2). Uma solugdo de anticorpo
monoclonal anti-rk39 (20 uyg mL' em tampao PBS 0,01 mol L-1, pH 7,2), NHS-EDC
(150:100 mmol L', respectivamente), foi adicionada (50 L) sobre o disco sensor e a
alteragédo do angulo de reflexdo da luz incidente foi observada até a estabilizagao por
1h. Por fim, foi retirada a solugao de amostra do sistema e 100 pL de uma solugao
aquosa de tampdo PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) foram adicionados para remover
anticorpos fracamente ligados a interface (FIGURA 10). O experimento foi realizado a
17,0+ 2,0 °C.

FIGURA 10 - ESQUEMA DE MODIFICACAO DO DISCO DE VIDRO RECOBERTO COM OURO PARA
CARACTERIZAR AS ETAPAS DE SINTESE DAS TCh-AgNPs@Ac. MODIFICAGAO DO
OURO COM 11-MUA, ATIVAGAO DOS GRUPAMENTOS ACIDOS DA SUPERFICIE
COM EDC/NHS, SEGUIDO DA LIGAGCAO DAS TCh-AgNPs E A LIGACAO DO ANTI-rK39

r I T L850, 8 5
rTo.-9 Oz By @ N8y O
8335558 02,2822 o ©
?iSéOé" 1528213 RS
£d UL U R ;
vEDCINHS g TCh-AgNPs\./ Anti-rK39
11-MUA (20 min) (30 min) EDC/NHS
(24h) (1h)

O TCh-AgNPs YAnti-rK?.B SANAAN 11-MUA

LEGENDA: 11-MUA (acido 11-mercaptoundecanoico), EDC (Hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida), NHS (N-hidroxissuccinimida).
FONTE: A autora (2023).



45

As amostras de TCh-AgNPs@Ac foram visualizadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE) com dodecil sulfato de sédio (SDS). O gel composto de uma
mistura de acrilamida e bisacrilamida a 12% foi utilizado para observar a conjugagéao
do anticorpo a TCh-AgNP e o tampé&o utilizado foi o Tris HCI (1,5 mol L', pH 8.8) com
10% de SDS. As amostras utilizadas foram: a solugdo aquosa de TCh (0,5 mol L),
as TCh-AgNPs@Ac contendo o anticorpo na concentragdo de 20 uyg mL"' e a
dispersado de anticorpo livre (20 yg mL' em tampdo PBS 0,01 mol L, pH 7,2). Os
valores de massa molar foram determinados usando os respectivos géis pré-
moldados NUPAGE®, conforme consta no protocolo do reagente (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2013). O padrédo de massa molar utilizado foi o PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Apos a corrida, o gel
foi corado com solugao aquosa de azul brilhante de Coomassie para visualizagao dos
padroes.

O célculo de numero de moléculas de anti-rK39 por nanoparticula, seguindo
as Equacdes 4 e 5 (TAYLOR et al., 1987):

Concentracao do anticorpo

Moléculas de anticorpo por mL = X N, (Equacéo 4)

Massa molar

onde:
Concentragéo do anticorpo = 10, 20, 30, 40 ou 50 x10¢ g mL"’
Massa molar do anticorpo = 1 x 10% g mol™

Na = Numero de Avogadro (6,02x1022 mol™)

Moléculas de anticorpo por mL

Ntmero de anti — rK39 por nanoparticula = (Equagéo 5)

Nanoparticulas por mL

3.9 CONSTRUCAO DOS BIOSSENSORES

Para estudar a interagdo antigeno-anticorpo entre a proteina rK39 (antigeno
da LV) e o anti-rK39 (seja ele ligado as nanoparticulas na forma de TCh-AgNPs@Ac
ou na forma livre), a construgcdo do imunossensor foi realizada de acordo com as
seguintes etapas: funcionalizagdo, ativagao, imobilizacdo, bloqueio e detecg¢ao
(FIGURA 11). Esta etapa foi realizada tanto para o disco do SPR quanto para os
cristais da Microbalanga de Cristal de Quartzo (do inglés Quartz Crystal Microbalance
- QCM).
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FIGURA 11 - ESQUEMA DE MODIFICACAO DOS (A) DISCOS DE VIDRO RECOBERTO COM OURO
E (B) CRISTAIS DE QUARTZO RECOBERTOS COM OURO PARA RECEBER A
PROTEINA rK39
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LEGENDA: 11-MUA (acido 11-mercaptoundecanoico), EDC (Hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida), NHS (N-hidroxissuccinimida) e EA (etanolamina).
FONTE: A autora (2023).

A funcionalizagao e formagao da SAM foi realizada por imersao dos substratos
limpos em solucéo etanoica de acido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA) (1 mmol L
) por 24 h a temperatura ambiente a fim de obter a interagdo. Apos este periodo, a
superficie foi lavada com etanol, seguido de lavagem com agua e seca sob o fluxo de
gas nitrogénio (N2) puro. A etapa de ativacgéao foi realizada pela adicdo de uma solugao
aquosa de NHS-EDC (150:100 mmol L', respectivamente) por 15 min, para a
modificagdo dos grupamentos carboxilicos terminais, seguido da etapa de lavagem
com agua e solugdo aquosa de tamp&o PBS (0,01 mol L' — pH 7,2).

Em seguida, os substratos previamente ativados foram imersos por 1h em
uma solugao de proteina recombinante rK39 para imobilizagdo da proteina via ligagao
covalente, onde foi observada a alteragao do angulo de reflexdo do laser ao longo do
tempo. Apds a imobilizagdo, foi realizada uma etapa de lavagem com uma solugéo
aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) e os aparatos foram submetidos ao

processo de bloqueio dos sitios reativos residuais, através da imersao em solugao de
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etanolamina (EA) (1 mmol L' em tampao PBS (0,01 mol L', pH 7,2) por 10 min com
posterior enxague com uma solugéo aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2).

Para confirmar a modificagdo apds cada etapa, os substratos foram secos em
estufa (40 °C) e submetidos a analise de angulo de contato. As medidas foram
realizadas com agua purificada e medidas a 20,0 £ 0,2 °C. O angulo de contato na
superficie do aparato foi medido pelo método da gota séssil, onde foram gotejados 5
ML de agua purificada nos discos. As analises foram realizadas em um tensiémetro
DataPhysics Instruments GmbH Contact Angle System OCA15+ (Alemanha),
utilizando uma seringa Hamilton de 500 pyL e agulha com didmetro externo de 1,65
mm e comprimento de 38,1 mm. Foram capturadas imagens das gotas formadas e
utilizando o software SCA20 foi tragado manualmente o perfil da gota obtendo os
angulos de contato dos lados esquerdo e direito de cada gota.

A partir da construgao do biossensor, o imunodiagnéstico da proteina rK39 foi
realizado por SPR e QCM. A analise de SPR iniciou-se pela adicdo de uma solucao
aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) (100 L) até a estabilizagdo da linha
de base. Apos este periodo, a dispersao de anticorpo monoclonal anti-rK39 ou das
TCh-AgNPs@Ac foram adicionadas (50 uL) no disco e a alteragdo do angulo de
reflexdo do laser foi observado ao longo do tempo até a estabilizagdo. Apds a
deteccao, foi retirada a solugdo de amostra do sistema e 100 yL de uma solugcao
aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) foi adicionada para remover qualquer
antigeno nao especifico ligado (FIGURA 12 - A). O experimento foi realizado a 20,0 +
0,2 °C.

A andlise de QCM (FIGURA 12 - B) foi iniciada com a inje¢do de uma solugao
aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) até a estabilizagdo da linha base da
frequéncia. Posteriormente, a solucdo de anticorpo monoclonal anti-rK39 ou a
dispersao das TCh-AgNPs@Ac foram adicionadas (1 mL) em diferentes
concentragées (10, 20, 30, 40 e 50 ug mL™"), e a variagédo de oscilagao do cristal foi
observada ao longo do tempo. Apds a detecgéo, o sistema foi lavado com uma solugéo
aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) para remover qualquer anticorpo nao
especifico ligado. Todas as injecdes foram realizadas no fluxo celular com vazao de

15 puL min'. O experimento foi realizado a 25,0 + 0,2 °C.
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FIGURA 12 — ESQUEMA DE DETECGCAO DO ANTICORPO ANTI-rK39 E DAS TCh-AgNPs@Ac PELA
METODOLOGIA DE (A) SPR E (B) QCM
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FONTE: A autora (2023).

3.10 IMUNODETECCAO DA PROTEINA rk39 EM SORO

Apos observar a ligagéo antigeno-anticorpo mantendo a proteina rK39 no
disco, o experimento foi realizado de maneira oposta para simular a deteccao da
proteina rK39 livre em soro. Para tal, as TCh-AgNPs@Ac foram ligadas na superficie
do disco de SPR. O disco foi preparado conforme item 3.8 (Ancoragem dos anticorpos
na superficie das TCh-AgNPs), a partir da modificagao do ouro com 11-MUA, ativagao
dos grupamentos acidos da superficie com EDC/NHS, ancoragem das particulas TCh-
AgNPs, nova modificagdo da superficie com uma solugdo de EDC/NHS/Anti-rk39
(150:100 mmol L'/20 yg mL") e bloqueio com etanolamina (1 mmol L' — em uma
solugdo aquosa de tamp&o PBS 0,01 mol L', pH 7,2) por 10 minutos (FIGURA 13).
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FIGURA 13 - ESQUEMA DE MODIFICAGAO DO DISCO DE VIDRO RECOBERTO COM OURO PARA
IMUNODETECGAO DA PROTEINA rK39. MODIFICAGAO DO OURO COM 11-MUA,
ATIVAGAO DOS GRUPAMENTOS ACIDOS DA SUPERFICIE COM EDC/NHS, SEGUIDO
DA LIGACAO DAS TCh-AgNPs E A LIGACAO DO ANTI-rk39, SEGUIDO DA ETAPA DE
BLOQUEIO COM EA
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LEGENDA: 11-MUA (acido 11-mercaptoundecanoico), EDC (Hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida), NHS (N-hidroxissuccinimida), e EA (etanolamina).
FONTE: A autora (2023).

No equipamento, foi colocado o disco preparado conforme item 3.8
(Ancoragem dos anticorpos na superficie das TCh-AgNPs) e a analise foi iniciada com
a adigdo de uma solugdo aquosa de tampao PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) (100 uL) até
a estabilizacao da linha base. Apds este periodo, uma solugado mae de soro humano
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) foi manualmente contaminada com a proteina rK39
(50 ug mL"), diluida conforme Tabela 3 e as solugbes foram adicionadas (50 pL) no
disco. A alteracao do angulo de reflexao do laser foi observada ao longo do tempo.
Apods a detecgao, foi retirada a solugdo de amostra do sistema e 100 pL de uma
solugdo aquosa de tamp&o PBS (0,01 mol L' — pH 7,2) foi adicionada para remover

qualquer antigeno nao especifico ligado. O experimento foi realizado a 20,0 £ 0,2 °C.

TABELA 3 - DILUIGAO DO SORO HUMANO MANUALMENTE CONTAMINADO COM A PROTEINA
rk39 E A RESPECTIVA CONCENTRACAO FINAL DA PROTEINA rK39

DILUICAO DO SORO CONCENTRAGAO FINAL DE rK39

1:100 0,5 yg mL"’

1:200 0,25 pg mL""
1:400 0,125 ug mL"
1:800 0,063 ug mL"™"
1:1600 0,031 pg mL"
1:3200 0,015 ug mL"

FONTE: A autora (2023).



50

3.11 CULTIVO CELULAR

A cultura de macréfagos RAW 264.7 (ATCC TIB-71) foi estabelecida usando
o meio RPMI suplementado com 10% (v v-') de soro fetal bovino (Gibco™, Brasil), 2
mmol L-! de L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 2 mmol L' de HEPES
- acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanossulfonico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). A cultura foi incubada a 37 °C com 5% de dioxido de carbono (CO32). As
passagens para meio fresco foram realizadas a cada dois dias para manter a
viabilidade e o crescimento celular.

A cultura de parasitas Leishmania infantum (MHOM/FR/78/LEM75) foi iniciada
com o cultivo de promastigotas em meio bifasico. A fase sdlida foi agar BHI (Infusédo
Cérebro e Coracao) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pH 7,2, suplementado com
10% (v v'') sangue de coelho e a fase liquida foi caldo BHI (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) a 26 °C. O cultivo de rotina foi obtido mantendo os parasitas a 26 °C em
meio RPMI pH 7,2 suplementado com 10% (v v-') de soro fetal bovino, 2 mmol L' de
L-glutamina e 2 mmol L' de solugdo de aminoacidos n&o essenciais 1x MEM (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As promastigotas foram subpassadas para meio fresco
a cada quatro dias para manter seu crescimento e viabilidade.

Os experimentos de citotoxicidade em macréfagos, atividade hemolitica,
ensaio cometa, atividade leishmanicida nas formas promastigotas e amastigotas e
infeccao foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Parana.

O estudo de atividade hemolitica foi realizado de acordo com a Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa do Brasil (CEP-CONEP) e a Resolugdo CNS 196/96.
A aprovacao foi concedida pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Parana,
processo n° 3.954.835.

Para todos os experimentos, as amostras iniciais utilizadas foram a solugao
aquosa de TCh (0,5 mg mL™"), e as dispersbes de AgNPs, TCh-AgNPs e TCh-
AgNP@Ac com 20 ug mL" de anticorpo ancorado.

3.11.1 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada para avaliar a capacidade da formulagéo

em ser aplicada através da via intravenosa. Assim, o ensaio foi realizado misturando
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80 uL de uma suspenséo de globulos vermelhos humanos frescos (5% v v:' em uma
solugdo aquosa de tampédo PBS 0,1 mol L' — pH 7,2) com 20 pL de diferentes
concentragbes das amostras (2, 2x10-", 2x102, 2x10-3, 1x10-3, 2x10* ug mL") e
incubada a 37°C com 5% de CO2 por quatro horas. A suspensao foi centrifugada (103
g, 10 min) e o sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pogos, onde a lise
celular foi quantificada pela medida da absorbancia nos comprimentos de onda de 540
e 575 nm. Como controle positivo de dano hemolitico, uma solugédo de Tween 20
(Synth, Brasil) (10% v v'' em tamp&o PBS 0,1 mol L', pH 7,2) foi utilizada, e como
controle negativo, as hemacias sem tratamento.

A partir deste procedimento, foi calculado a porcentagem de hemdlise e o
indice de desnaturacdo da oxihemoglobina, considerando a desnaturagao proteica
como sendo a perda da atividade biolégica da hemoglobina. A porcentagem de
hemolise foi determinada usando a Equacgao 6. As absorbancias obtidas foram lidas

em 540 nm.

xr Abs amostra— AbScontrol ti ) -
Hemolise (%) = ( o e x 100 (Equag&o 6)
(AbSControle positivo~ AbScontrole negativo)

O indice de desnaturagdo da oxihemoglobina (ID) também foi determinado,

considerando a Equacéo 7:

(R1-Ri)
(R1-R2)

[ndice de desnaturacio (%) = 100 X (Equacdo 7)

onde:
R1 = raz&do da oxihemoglobina (1,05)
R2 = raz&o do controle positivo

Ri = razdo da amostra teste

O valor de absorbancia medido no comprimento de onda de 575 nm foi

dividido pelo valor obtido no comprimento de onda de 540 nm para obter a razéo (R).
3.11.2 Citotoxicidade em macrofagos

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada em placas de 96 pocos utilizando o

ensaio de reducao do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT).
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Foram incubados 1x10° macréfagos/pogo em 100 uyL de meio RPMI 1640
suplementado a 37°C e 5% de CO:2 por 4 horas para adesao celular. As células nao
aderentes foram removidas por lavagem com o meio RPMI. As amostras foram
diluidas no meio RPMI em diferentes concentragdes (2, 2x10-", 2x102, 2x10-3, 1x10°3,
2x104 pug mL"). O cultivo foi incubado a 37°C com 5% de CO:2 por 24 horas. Apos
este periodo, foi realizada a adi¢gdo do MTT (5 mg mL"'em PBS 0,1 mol L', pH 7,2) e
novamente incubada nas mesmas condi¢gdes durante trés horas. O sobrenadante foi
descartado, foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e a absorbancia foi
medida no comprimento de onda de 550 nm usando um leitor de placas Biotek

PowerWave XS. Como controle negativo foram utilizados macréfagos sem tratamento.

3.11.3 Ensaio cometa

Os danos ao acido desoxirribonucleico (DNA) de leucdécitos foram medidos
usando eletroforese em gel de célula unica alcalina, de acordo com a metodologia de
Palus et al., 1999, com modificacdes. As laminas foram preparadas depositando 100
uL de agarose a 0,5 % (m v') em uma solugdo aquosa de tampao PBS livre de Ca?*
e Mg?*. A solugao foi coberta com laminulas e armazenadas em geladeira para
geleificagdo da agarose.

Os leucocitos foram cultivados na concentragdo de 10° células/mL em meio
RPMI 1640. Uma mistura contendo 100 pL de suspensédo de células e 100 pyL das
amostras em diferentes concentragdes (2, 2x10-", 2x102, 2x103, 1x10-3, 2x104 ug mL"
1) foi preparada. Esta solugéo foi adicionada a 100 yL de agarose de baixo ponto de
fusdo 2% (m v') (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e, apos remover
cuidadosamente as laminulas, esta solugcdo de células e amostras foi adicionada
sobre a camada de agarose previamente preparada e mantida em temperatura baixa
para solidificagao.

Apods este periodo, as laminas foram imersas em uma solucao de lise recém
preparada, composta de 2,5 mol L' de NaCl, 100 mmol L-' de EDTA sodico, 10 mmol
L' de Tris-basico (pH 10) e 1% (v v'') de Triton X-100. As laminas foram incubadas
por 30 min a 37 °C. Apos este periodo, as laminas foram colocadas em uma cuba de
eletroforese horizontal, que foi preenchida com uma solucéo de eletroforese contendo
uma solugéo aquosa de EDTA sadico (10 mmol L") e uma solugédo aquosa de tampéo
de NaOH (300 mmol L', pH 10) para cobrir as laminas.
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A eletroforese foi realizada com a aplicagao de uma tensao de 25V e corrente
elétrica de 300 mA por 30 min. Apds a eletroforese, as laminas foram posicionadas
horizontalmente e foi adicionado uma solugdo aquosa de tampé&o Tris 0,4 mol L' (pH
7,5) gota a gota para neutralizar o excesso alcalino. Este processo foi repetido 3
vezes.

As laminas foram coradas com 100 pL de fluoréforo Diamond™ Nucleic Acid
Dye (Promega, Brasil) e incubadas por 5 min a temperatura ambiente, protegido da
luz. A visualizagao das laminas foi realizada no microscépio Olympus BX51 (Olympus
System Microscopes) equipado com camera Olympus (DP72). As imagens foram
capturadas no software Cell*F (2008, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH).

Para avaliar o nivel de danos ao DNA, 100 células foram avaliadas com
ampliacado de 40x. A quantificacdo dos danos foi baseada na classificagao visual das
células em cinco categorias chamadas de “cometas”, de acordo com o comprimento
da cauda: Tipo 0 para nenhum dano, Tipo 1 para danos de baixo nivel, Tipo 2 para
danos de nivel médio, Tipo 3 para danos de alto nivel e Tipo 4 para danos completos.
Os leucécitos sem tratamento foram utilizados como controle negativo de danos e a
anfotericina B lipossoma (Ambissome®) foi utilizada como comparativo para avaliar

os danos causados pelas amostras.

3.11.4 Atividade anti-Leishmania para formas promastigotas

Promastigotas na fase de crescimento logaritmico foram cultivados em tubos
a 1x10° parasitas/pogo contendo 1 mL de meio RPMI suplementado com diferentes
concentragbes das amostras (2, 2x10", 2x102, 2x103, 1x103, 2x10* yg mL™"). Os
tubos foram incubados por 24 h em incubadora de demanda bioldgica de oxigénio
(B.0.D.) a 26°C para promastigotas. A cultura foi centrifugada (103 g, 10 min),
ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI suplementado e novamente incubados por
24 h em B.O.D a 26°C. A anfotericina B lipossoma (Ambissome®) foi utilizada como
comparativo para avaliar a resposta obtida pelas amostras e como controle negativo
foram utilizados promastigotas sem tratamento. A atividade anti-Leishmania foi

determinada usando a Equacao 8:

numero de L.infantumna amostra

Atividade anti — Leishmania = X 100 (Equagéo 8)

namero de L.infantum no controle negativo
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3.11.5 Infeccéo experimental de macrofagos

Para avaliar a capacidade de tratamento da infeccdo dos macrofagos com
Leishmania, foi realizada a adesdo de macrofagos em laminulas estéreis de 13-15
mm de didmetro em placas de 24 pogos. Sob as laminulas, foram colocados os
macrofagos (10° células/pogo) em 500 uL de meio RPMI suplementado a 37°C e 5%
CO2 por 4 h para adesao celular. Apds este periodo, os macrofagos nao aderentes
foram removidos por lavagem com meio e as células aderidas foram infectadas com
5x10° de promastigotas de L. infantum na fase estacionaria, na proporgdo de 10:1 (10
parasitas por macrofago). Cada pogo foi lavado suavemente 4 h apds a infecgao,
seguido do tratamento das culturas com diversas concentragdes de TCh-AgNPs e
TCh-AgNP@Ac com 20 ug mL" de anticorpo ancorado (2, 2x10", 2x102, 2x10-3, 2x10-
4 ug mL") e incubagdo a 37 °C com 5% de CO2. Apds 24 horas, o meio foi retirado,
cada poco foi lavado e o meio RPMI foi reposto, sendo deixado por 24 h.

Apods este tempo, o meio foi retirado e as laminulas foram fixadas com metanol
P.A por 10 min. A marcagao com o fluoréforo foi realizada com o fluoréforo Diamond ™
Nucleic Acid Dye (Promega, Brasil). A visualizacdo das laminas foi realizada no
microscopio Olympus BX51 (Olympus System Microscopes) equipado com camera
Olympus (DP72). As imagens foram capturadas no software Cell*F (2008, Olympus
Soft Imaging Solutions GmbH).

Para determinar a taxa de infecgao parasitaria, foi contabilizado o niumero de
macrofagos contaminados com formas amastigotas em 1000 macrofagos. Assim, o
numero de células infectadas foi dividido pelo numero total de macrofagos para obter
a porcentagem de macrofagos contaminados.

A anfotericina B lipossoma (Ambissome®) foi utilizada como comparativo para
avaliar a resposta obtida pelas amostras e como controle negativo foram utilizados

macrofagos contaminados sem tratamento.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com GraphPad Prism 8, utilizando ANOVA

bidirecional e teste de Tukey (p < 0,05 foi considerado significativo) em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PURIFICACAO E CARACTERIZAGAO DA QUITOSANA

As propriedades fisico-quimicas da quitosana sao diretamente dependentes
da sua massa molar e grau de desacetilagdo. A fracdo molar das unidades repetidas
N-acetiladas é definida como o grau de acetilagao (GA), enquanto a porcentagem das
unidades repetidas de [(-b-N-acetilglucosamina € definida como o grau de
desacetilagdo (GD). O termo ‘quitosana’ € usado quando o grau de desacetilacdo da
macromolécula € maior que 50%, e a maioria das quitosanas comerciais apresenta
valores de GD entre 70% - 90% (LAVERTU et al., 2003; RINAUDO, 2006; KOU et al.,
2021).

Apés as etapas de purificagado da quitosana, o rendimento foi de 93,8%. Os
espectros de RMN de hidrogénio (RMN 'H) da quitosana bruta e da quitosana
purificada estdo apresentados na Figura 14.

Os dados espectrais da quitosana bruta mostraram deslocamentos quimicos
(®) entre 3,23 e 4,03 ppm correspondendo aos sinais sobrepostos atribuidos as
unidades H-2, 3, 4, 5 e 6 de B-D-glucosamina e B-D-N-acetilglucosamina. Os
deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios da metila (-CHzs) dos grupos acetil
ligados a unidades de B-D-N-acetilglucosamina podem ser observados a 2,17 ppm
(TABELA 4). Em relacdo aos dados espectrais da quitosana apds dois ciclos de
purificacdo sédo similares ao da quitosana bruta. Os deslocamentos quimicos ()
presentes entre 3,22 e 4,02 ppm sao correspondentes aos H-2, 3, 4, 5 e 6 de unidades
de B-D-glucosamina e em 2,14 ppm referentes aos hidrogénios de -CHs ligados a
unidades de B-D-N-acetilglucosamina (TABELA 4).
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FIGURA 14 — ESPECTRO DE RMN DE HIDROGENIO (RMN 'H) PARA (A) QUITOSANA BRUTA E
(B) PURIFICADA COM DOIS CICLOS DE PURIFICAGAO EM D20 E ACIDO ACETICO
DEUTERADO (100:2 v v'), A 70 °C, 400 MHz. DESLOCAMENTOS QUIMICOS
EXPRESSOS EM ppm (d)
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LEGENDA: H-1, H-2, H-6 (hidrogénio ligado ao carbono 1, 2 e 6), D20 (agua deuterada),
glcNAC (porgao B-D-N-acetilglucosamina), glcNH2 (porg¢éo 3-D-glucosamina).
FONTE: A autora (2023).

TABELA 4 — ATRIBUICOES DOS DESLOCAMENTOS QUIMICOS DAS ANALISES DE RMN DE
HIDROGENIO (RMN 'H) DA QUITOSANA. DESLOCAMENTOS QUIMICOS
EXPRESSOS EM ppm ()

Posicao Bruta 22 Purificacao

glcNH: H (3) 'H (3)
H-1 4,94 4,92
H-2 3,23 3,22
H-3 3,83 3,80
H-4 3,88 3,87
H-5 3,97 3,95
H-6 4,03 4,02

glcNAC H (3) 'H ()
CHs 2,17 2,14
H-1 4,92 4,90

LEGENDA: H-1, (...), H-6 (hidrogénio ligado ao carbono 1 a 6), glcNH2 (por¢céo [-D-
glucosamina), glcNAC (porgao B-D-N-acetilglucosamina).
FONTE: A autora (2023).
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A quantificagdo do GD foi realizada comparativamente com a quitosana bruta
e apos purificagdo. Os valores de GD foram 76,9% para quitosana bruta e 90,6% para
quitosana purificada, através da titulagdo potenciométrica (FIGURA 15) e 90,8% para
quitosana bruta e 90,1% para quitosana purificada, calculados pelos dados do RMN,
corroborando com os dados em literatura (JACUMAZO et al., 2020, 2023).

FIGURA 15 - PRIMEIRA DERIVADA (dpH/dV) CALCULADA A PARTIR NDA TITULAQAO
POTENCIOMERICA DA QUITOSANA PURIFICADA COM SOLUCAO AQUOSA DE
NaOH 0,1 mol L™

AP/Hdp

NaOH 0,1 mol L™ (mL)

FONTE: A autora (2023).

Os espectros de infravermelho por refletancia total atenuada (FTIR-ATR) da
quitosana bruta e purificada foram realizados para verificar as fun¢gdes organicas

presentes no polimero. As atribuicbes das bandas estdo na Tabela 5.
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TABELA 5 - ATRIBUICOES DE BANDAS DOS ESPECTROS DE INFRAVERMELHO POR
REFLECTANCIA ATENUADA (FTIR-ATR) PARA A QUITOSANA BRUTA E
QUITOSANA PURIFICADA COM UM (12 PURIFICAGCAO) E DOIS (22 PURIFICACAO)
CICLOS DE PURIFICACAO

Numero de onda (cm™)

Bruta 12 purificacao 22 purificagao Atribuicao

Deformacéo axial de N-H de amina
3600-2970 (F/1) 3600-2970 (F/1) 3382+3290+3169 (F/I) | primaria + Deformac&o axial de O-H

com ligac&o de hidrogénio
Sobreposicéo de bandas de

2870 (f) 2870 (f) 2870 (F) deformacéo axial de C-H +
deformacéo axial de O-H

1650 (f) 1640 (f) 1640 (f) Dgformagéo axial de C=0 de amida
primaria

1590 (f) 1560 (m) 1560 (F) Qeformagéo axial assimétrica e
simétrica de N-H

1417 (f) 1405 (f) 1405 (m) Dgformagéo axial de C-N de amina
primaria
Vibragdes da ligagdo C-O-C que

1062 (o) 1062 (o) 1062 (o) unifica as unidades do esqueleto de

glucosamina

* F = forte; f = fraca, m = média, o = ombro e | = larga

FONTE: A autora (2023).

A Figura 16 mostra o espectro de FTIR-ATR das amostras e as seguintes
bandas podem ser destacadas: na regido de 3600-2960 cm™', referente a deformacgéo
axial de O-H com ligagcédo de hidrogénio sobrepondo a deformacao axial de N-H de
amina primaria. Estas bandas sdo mais resolvidas na regido de 3380, 3290 e 3170
cm-! para quitosana submetida a dois ciclos de purificagéo. Na regido de 1560 cm™', é
possivel notar um aumento na intensidade da banda para a amostra de quitosana
purificada, caracteristica da deformacédo axial assimétrica e simétrica do N-H
(SILVERSTEIN et al., 2005).
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FIGURA 16 — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO POR REFLECTANCIA ATENUADA (FTIR-ATR)
PARA A QUITOSANA BRUTA E QUITOSANA PURIFICADA COM UM (1°
PURIFICACAO) E DOIS (22 PURIFICACAO) CICLOS DE PURIFICACAO

Bruta

v

3600-2960

12 purificacéo W

22 purificagdo

Transmitancia (u.a)

3380/3290/3170

1560

35I00 I 30|00 I I 1 F;OO | 1 dOO
Numero de onda (cm™)

FONTE: A autora (2023).

O perfil de eluigado da quitosana purificada na cromatografia de exclusao por
tamanho determinado pelos detectores de indice de refragdo (RI), disperséo de luz
em angulo reto (RALS) e disperséo de luz de baixo angulo (LALS) esta apresentado
na Figura 17. Os valores de massa molar média ponderal (Mw), distancia média-
quadratica entre monémeros em uma dada conformacgao e o centro de massa do
polimero (<S?> *), relacdo da massa molar ponderal média com a massa molar
numérica media, chamado de indice de dispersao (D = Mw/Mn), viscosidade intrinseca
[n], coeficiente de Mark-Houwink (a) e concentragédo critica (c*) para quitosana
purificada sdo apresentados na (TABELA 6).

Usando o incremento do indice de refragéo (dn/dc) como 0,189 mL g' (WANG
et al.,, 1991), foi obtida a correlacdo entre a massa molar viscosimétrica média e a
viscosidade intrinseca da solugao polimérica, chamado de coeficiente a da equacéao
de Mark-Houwink, no valor de 0,6, indicando uma conformagdao com estrutura
aleatéria (random coil) na solugao utilizada como solvente/eluente e na temperatura
do experimento (MASUELLI, 2014). A concentragao critica (c*) foi estimada usando a

Equacgao 9:
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— MW ~
c*= (_‘;—ngﬁNA) (Equagéao 9)

onde:
Mw = massa molar média ponderal;
Rg = raio de giro;

Na= numero de Avogadro

FIGURA 17 — PERFIL DE ELUICAO DA QUITOSANA PURIFICADA ATRAVES DE UMA COLUNA
SHODEX OHPACK SB-806M HQ USANDO OS DETECTORES RALS, LALS E RIL
TAMPAO DE ACETATO DE SODIO 0,1 M (pH 4,6) E 0,02% (m v-') NaN3s COMO FASE
MOVEL, A 0,4 mL min™ A 40 °C

—Rl
——RALS
——LALS

6 l 7 I é l EI) l 1IO
Volume de retencdo (mL)

FONTE: A autora (2023).

O valor de c*, que estabelece o limite do regime diluido, foi de 3,18 mg mL-",
ou seja, a quitosana deve se comportar em regime diluido até a concentracéo
determinada, indicando que a amostra estava em regime diluido durante a
caracterizagao cromatografica (DOBRYNIN et al., 1995).
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TABELA 6 — CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA QUITOSANA PURIFICADA

Parametros Quitosana

purificada
M. (10% g mol) 1,90
<S82> " (nm) 29,10
b = Mw/M, 1,50
[n](dL g™ 8,70
a 0,60
c* (mg mL™) 3,18

FONTE: A autora (2023).

As atribuicbes das bandas por FTIR-ATR, os deslocamentos quimicos
observados por RMN e a massa molar média ponderal obtida por SEC confirmaram a
estrutura da quitosana, assim como a determinagao do GD acima de 50%, permitindo
que os proximos passos fossem desenvolvidos. Para continuidade dos experimentos,

foi utilizada a quitosana purificada apo6s dois ciclos de purificagao.

4.2 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA TIOLADA

Neste estudo, a modificagdo de quitosana foi realizada por uma reagao com
MPA mediada por EDC-NHS (BERNKOP-SCHNURCH, 2005; KO et al., 2013). O EDC
€ uma molécula que reage com grupamentos carboxilas para formar um intermediario
instavel reativo com grupamentos amino. Caso este intermediario formado nao esteja
na presencga de alguma amina, ha a hidrélise e a regeneragdo do grupo carboxila. Na
presenca do NHS, o EDC é utilizado na conversao de grupos acido carboxilicos (neste
caso, do MPA) em grupos amida, devido a estabilizacdo do intermediario reativo pelo
NHS (pela formagdo de um éster de NHS reativo com amina), acoplando os trés
carbonos e o SH terminal do MPA na estrutura da quitosana (BART et al., 2009).

A protonagdo dos grupos amino da quitosana gera repulsdes eletrostaticas
entre os segmentos das cadeias poliméricas, permitindo a solvatagao das cadeias e
sua posterior solubilizagdo e expansao. A dissolugdo em pH neutro sé ocorre com
uma pré-etapa de dissolugdo em meio acido para protonar os grupos amina, para
entado ter seu pH ajustado pela adigdo de uma base sem causar precipitagdo até o pKa

do grupo amino (RINAUDO et al., 1999a, 1999b). Desta forma, a modificagao destes
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grupamentos amino com a inser¢do dos grupamentos sulfidrila aumentam a
solubilidade em pH neutro, fazendo com que esta quitosana tiolada seja soluvel em
solugdes aquosas.

Para quantificar a presenga de grupamentos SH no polimero modificado, foi
realizada a quantificacado através do ensaio de Ellman com a utilizacdo de uma curva
analitica de cisteina. A curva analitica obteve um coeficiente de determinagao (R?) de
0,998 e equacdo da reta: absorbancia = -0,01 + 1,01x[mmol L']. Os limites de
deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados 3,3 e 10 s/S,
respectivamente, onde s € o desvio padrdo da resposta e S € a inclinagado da curva
de calibragdo. Os valores obtidos foram 0,065 e 0,198 mmol L', respectivamente
(FIGURA 18).

FIGURA 18 — CURVA ANALITICA DE CISTEINA-L- CLORIDRATO QUANTIFICADA PELO ENSAIO
DE ELLMAN. ABSORBANCIA MEDIDA NO COMPRIMENTO DE ONDA DE 412 nm
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FONTE: A autora (2023).

Através do ensaio de Ellman, a quitosana tiolada (TCh) exibiu uma quantidade
total de 2,16 mmol de SH/g de quitosana, sendo que destes, 41% representavam
grupos -SH livres e 59% foram encontrados na forma de liga¢des dissulfeto (-S-S-),
resultante da oxidagcdo de dois grupos sulfidrila (-SH). A quantidade de ligagbes
dissulfeto foi calculada subtraindo a quantidade de grupos tiol livres da totalidade de

tiol apds a redugao do polimero com NaBHa4.
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Conforme quantificado, no polimero modificado ha a presencga de ligagdes
dissulfeto. O borohidreto de sodio € um agente redutor usado para reduzir os ions
prata em AgP e clivar essa ligagéo dissulfeto (BROWN, 1960), podendo reduzir etapas
no processo de sintese das nanoparticulas. Portanto, como um passo preliminar para
a incorporagdo da TCh nas AgNPs, a cinética de reducdo das pontes dissulfeto
presentes na TCh foi desenvolvida para garantir a redugdo completa para manter os
grupos -SH disponiveis para a interacdo sequencial com a prata.

Apdés 15 minutos de reagao foi possivel notar uma estabilizacdo da
porcentagem de TCh reduzida para as concentragdes de 0,25, 0,50 e 0,75 mg mL""
(FIGURA 19). Para reduzir a TCh a 1,00 mg mL"', foram necessarios 45 min para
observar a estabilizagdo. Portanto, conhecendo o tempo necessario para reduzir as
ligacdes dissulfeto na TCh com o borohidreto é possivel também estimar o tempo de

reagdo com a prata.

FIGURA 19 — CINETICA DE REDUGAO DAS LIGAGOES DISSULFETO PRESENTES NA
QUITOSANA TIOLADA
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FONTE: A autora (2023).

A estrutura da TCh foi estudada pelos métodos espectroscépicos de RMN 'H
e infravermelho com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), conforme Figura 20 e
Figura 21. O espectro de RMN "H da TCh mostrou d entre 3,72 e 4,10 ppm, valores
muito proximos aos obtidos para os hidrogénios ligados aos carbonos 2 a 6 da

quitosana purificada (FIGURA 20). Este dado indica que a modificagao realizada nao
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alterou as ligacgdes glicosidicas nem envolveu a despolimerizagao da quitosana, o que

afetaria a cadeia principal caracteristica do polimero.

FIGURA 20 — ESPECTRO DE RMN DE HIDROGENIO (RMN 'H) RESOLVIDO PARA QUITOSANA
TIOLADA EM D;0, A 70 °C, 400 MHz. DESLOCAMENTOS QUIMICOS EXPRESSOS
EM PPM ()
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H-2 glcNAC

H-1 glcNAC
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LEGENDA: H-1, H-2, H-6 (hidrogénio ligado ao carbono 1, 2 e 6), D20 (agua deuterada),
glcNAC (porgao B-D-N-acetilglucosamina), MPA (acido-3-mercaptopropibnico).
FONTE: A autora (2023).

Para formar um tibmero, ou seja, um derivado tiolado, o grupo amino primario
das subunidades de glucosamina da quitosana é modificado com grupos tiol devido a
formagdo de uma ligagdo amida entre o grupo amino da quitosana e o acido
carboxilico do MPA (BERNKOP-SCHNURCH, 2005). A presenca de & de dois tripletos
em 2,63 e 2,74 ppm referentes aos hidrogénios do grupo -CH2 presentes no acido 3-
MPA confirmam a inser¢cdo do grupamento -CH2-CH2-SH na subunidade de
glucosamina da quitosana (TABELA 7) (HAN et al., 2010).
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TABELA 7 - ATRIBUIQOES DOS DESLOCAMENTOS QUIMICOS DAS'ANALISES DE RMN DE
HIDROGENIO (RMN 'H) DA TCh. DESLOCAMENTOS QUIMICOS EXPRESSOS EM

ppm ()
Posicao TCh
glcNH; H (8)
H-1 4,84
H-2 3,13
H-3
H-4
H-5 3,72-4,10
H-
glcNAC 'H (3)
H-1 4,83
Tiolagao
-CH2 mais proximo do SH 2,63
- CH2 intermediario 2,74

LEGENDA: H-1, (...), H-6 (hidrogénio ligado ao carbono 1 a 6), glcNH2 (por¢édo (-D-
glucosamina), glcNAC (porgéo p-D-N-acetilglucosamina).
FONTE: A autora (2023).

Os espectros de FTIR da quitosana ndo modificada apresenta bandas na
regido de 3600-2960 cm™', referentes a deformacgdo axial de O-H com ligagédo de
hidrogénio sobrepondo-se a deformacao axial de N-H da amina primaria. A banda
torna-se menos resolvida para a TCh, indicando a modificagdo da vibracdo da N-H da
amina (FIGURA 21).

FIGURA 21 — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO POR REFLECTANCIA ATENUADA (FTIR-ATR)
PARA A QUITOSANA PURIFICADA E A QUITOSANA TIOLADA (TCh)

Quitosana
2 |TCh
a
(&}
o
Z |
5 2500
c
o
|_
1220
T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 25001750 1500 1250 1000 750

NGmero de onda (cm™)

FONTE: A autora (2023).
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No espectro de infravermelho da TCh (FIGURA 21), a presenca de bandas
em 808 cm™, referente a ligagdo dissulfeto S-S e 1220 cm™ relacionada ao
estiramento -C-SH (ESQUIVEL et al., 2015) indicam a existéncia de mercaptanos,
uma vez que tais bandas nao sao vistas nos espectros da quitosana sem modificagao.
Além disso, a banda em 2500 cm™ referente ao estiramento -SH pode estar
relacionada a presenca de grupos sulfidrila ligados a molécula de quitosana. A banda
em 1388 cm™ pode ser descrita como deformagdo CH2CH2NH (TARANEJOO et al.,

2016). Demais atribuicbes estao descritas na Tabela 8.

TABELA 8 - ATRIBUIQAO DE BANDAS DOS ESPECTROS DE INFRAVERMELHO POR
REFLECTANCIA ATENUADA (FTIR-ATR) PARA A QUITOSANA PURIFICADA E
PARA A QUITOSANA TIOLADA

Numero de onda (cm™)

Quitosana TCh Atribuicao

Deformacéo axial de N-H de amina primaria +
3382+3290+3169 (F/)  3600-3000 (F/1) | Deformaco axial de O-H com ligagéo de

hidrogénio
2980 (f) Vibracdes da ligagdo C-H
2870 (f) 2880 (f) Sobreposicédo de bandas de deformacgao axial de
C-H + Deformagéo axial de O-H
2500 (f) Vibragdes da ligagdo -S-H
1640 (f) 1640 (F) Deformacao axial assimétrica e simétrica de C=0
de amida primaria
1560 (F) 1560 (F) Deformagao axial assimétrica e simétrica de N-H
1480 (f) 1480 (f) Deformagao axial de C-N de amina primaria
1407+1375+1340 (f) 1388 (f) Vibragées da ligagdo -C-N-H
1220 (F) Vibracdes da ligagdo -C-S-H
1067 (f) 1067 (f) Vibragdes da ligacdo C-O-C que unifica as
unidades do esqueleto de glucosamina
808 (f) Vibragées da ligagdo -S-S- de pontes dissulfeto

* F = forte; f = fraca, m = média e | = larga
FONTE: A autora (2023).

A presenca de grupos sulfidrila em proteinas ou em polimeros os torna
capazes de se adsorver na superficie do ouro, devido a interagdo SH-Au (FREEMAN
et al., 1995; O’'BRIEN et al., 2000). Sabendo disso, foi realizado um teste no
equipamento SPR para verificar a presenca de grupamentos SH na quitosana e se

estes eram capazes de se ligar ao ouro presente no aparato do equipamento.
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O sensorgrama da Figura 22 mostra a resposta em tempo real da ligagao do
polimero sobre o substrato de SPR, onde os eventos de estabilizagdo da linha de
base, da ligacao covalente da TCh e dissociacdo de moléculas fracamente ligadas
estdo presentes. Apds a estabilizacédo do sistema com agua (linha cinza na Figura 22),
€ possivel notar um aumento da variagdo do Bspr apos a adigdo da solugao de TCh
(linha laranja na Figura 22). A variagéo efetiva do angulo do SPR foi de 219 m® Este
processo de adsorcdo ocorreu de forma forte o suficiente para que na etapa de
lavagem com &gua pouca variacdo do Bspr fosse observada, o que sugere uma
ligacao forte na superficie do ouro, indicando fortemente a presenga de grupamentos

SH no polimero interagindo com o ouro do substrato.

FIGURA 22 — SENSORGRAMA (A8spr VS. TEMPO) OBTIDO PARA O PROCESSO DE LIGAGAO DA
TCh (0,5 mg mL"", EM AGUA) SOBRE O DISCO DE SPR LIMPO. AS LINHAS CINZA
REPRESENTAM AS ETAPAS DE LAVAGEM E A LINHA LARANJA REPRESENTA A
ETAPA DE LIGAGAO DO POLIMERO

300

250 4 TCh (0,5 mg mL")

50

| H,0

O_#‘ - T - 1~ 1 - 1~ 1~ 1 1 17
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (min)

FONTE: A autora (2023).

4.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A formacado das AgNPs foi realizada através da redugdo quimica do Ag*
(SONG et al., 2009). Diferentes razbes molares de NaBH4+/AgNO3 foram testadas para
formar as AgNPs sem qualquer agente estabilizante. O aspecto macroscépico das
dispersoes coloidais e o didametro das particulas formadas sao apresentados na Figura

23 e na Tabela 9, respectivamente.
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Nas analises macroscopicas das dispersdes coloidais de AgNPs, é possivel
observar a diferenca entre as cores das dispersdes em consequéncia da variacao da
razao molar. A cor marrom obtida nas preparagdes com razao molar de 1, 2 e 5
permaneceu a mesma durante o tempo analisado, enquanto a tonalidade amarela das
AgNPs com razéo de 10, 15 e 20 mudou para marrom claro/amarelo escuro nas

primeiras 24 h e a cor permaneceu a mesma até 72 h de observagéo.

FIGURA 23 - ASPECTO MACROSQOPICQ DAS NANOPAR~TiCULAS DE PRATA PRODUZIDAS POR
SINTESE DE REDUCAO QUIMICA COM RAZAO MOLAR DE NaBH4/AgNOs DE 1, 2, 5,
10, 15 E 20, OBSERVADAS ATE 72h APOS A SINTESE

Razao molar NaBH,/AgNO,
1.2 5 10 15 20

48h 24h

72h

FONTE: A autora (2023).

Considerando os diametros medidos (TABELA 9), as razdes molares de 1, 2,
5 e 10 formaram particulas de até 40 nm, enquanto para as razbes molares de 15 e
20, o tamanho obtido foi em torno de 70 nm. As amostras foram observadas por 72h,
e as particulas formadas com razdes molares abaixo de 15 mantiveram o tamanho,
consistente com as observagdes macroscopicas. Estes valores estido diretamente
associados com a mudanga de coloragdo observada na Figura 23, uma vez que um
aumento no diametro de nanoparticulas esta relacionado com uma alteragdo de
velocidade de movimentacao das particulas, que altera a absorcao da luz, alterando
o comprimento de onda maximo do espectro de varredura (Amax) destas amostras.

Portanto, a coloracdo das dispersdes estdo diretamente relacionados a este
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comprimento de onda (DESAI et al., 2012). Este resultado corrobora com Song et al.
(2009), em que nanoparticulas de prata com razdo molar de 10 resultaram em
nanoparticulas dispersas na faixa de 30-40 nm, sem formar aglomerados de

particulas.

TABELA 9 — DIAMETROS HIDRODINAI\_/IICOS'DAS NANOPAR'[iCULAS DE PRATA PRODUZIDAS
POR SINTESE DE REDUCAO QUIMICA COM RAZAO MOLAR DE NABH4/AgNOs DE 1,
2,5, 10, 15 E 20, OBSERVADAS ATE 72h

Diametro hidrodinamico (nm)

Razao molar
Oh 24h 48h 72h
NaBH4/AgNOs
1 32+0 46 +1 60 +2 48 +6
2 23 +1 24+ 0 27 +1 32+1
5 12+0 15+0 16+ 1 17+0
10 375 37 +1 39+2 33+14
15 704 54 + 15 99 + 34 109 + 41
20 72+10 210 £ 17 210+ 73 272+ 76

FONTE: A autora (2023).

As amostras também foram avaliadas em relacdo ao seu potencial zeta
(potencial ¢) e UV-vis. Para todos os valores de razao molar, foi observado o valor de
Amax entre 380 e 400 nm, como pode ser observado na Tabela 10.

TABELA 10 - COMPRIMENTO DE ONDA MAXIMO DO ESPECTRO DE VARREDURA (Amax) (hm) DAS

NANOPARTICULAS DE PRATA PRODUZIDAS POR SINTESE DE REDUCAO QUIMICA
COM RAZAO MOLAR DE NABH4/AgNOs DE 1, 2, 5, 10, 15 E 20, OBSERVADAS ATE 72h

Comprimento de onda maximo do espectro de varredura (Amax) (nm)

Razao molar

NaBH4/AGNOs Oh 24h 48h 72h
1 398 398 398 400
2 395 397 397 399
5 388 389 391 392
10 388 391 393 392
15 392 395 397 397
20 392 391 392 392

FONTE: A autora (2023).



70

Todas as dispersdes de AgNPs formadas apresentaram Amax entre 390 e 400
nm, o que evidencia a formacédo das particulas (TABELA 10). A ressonancia dos
elétrons livres nas nanoparticulas metalicas através da incidéncia da luz forma um
pico de ressonancia em 390-410 nm e a variacado desse pico se deve a distribuicao
de tamanho das particulas. O aumento da area do pico integrado da banda de
absorcao esta relacionado ao aumento do tamanho das particulas e a diminuicdo do
espacgo entre elas, levando a aglomeragao (DESAI et al., 2012). Ao longo do tempo,
todas as amostras tiveram uma alteragdo em seu Amax, 0 que corrobora com os valores
medidos de tamanho.

As medidas de potencial ¢ apresentaram valores entre -32 e -45 mV para
todas as amostras produzidas, independentemente do valor de razdo molar (TABELA
11). Dessa forma, essas particulas encontram-se dentro regime de estabilidade =
|£30| (BHATTACHARJEE, 2016).

Devido a estabilidade coloidal, tanto em relagdo ao didametro, potencial ¢ e
medicdes de absorbancia, além da observagcdo macroscopica de alteragcédo de cor, a
razdo molar de NaBH4/AgNOs de 10 foi escolhida para a continuidade dos

experimentos.

TABELA 11 — POTENCIAL ZETA (POTENCIAL ¢) DAS NANOPARTICULAS DE PRATA PRODUZIDAS
POR SINTESE DE REDUCAO QUIMICA COM RAZAO MOLAR DE NABH4/AgNOs DE 1,
2, 5, 10, 15 E 20, OBSERVADAS ATE 72H. AS AMOSTRAS FORAM DILUIDAS EM
SOLUCAO DE KCI (1 mmol L)

Potencial zeta (potencial ) (mV)

Razao molar

NaBH4/AGNOs Oh 24h 48h 72h
1 -37 £ 1 -36 £ 1 -36+0 -32 £ 1
2 -39+ 1 -39 £ 1 400 -40 + 2
5 -32 1 -40 + 2 -40 + 2 -44 + 2
10 -35+2 -35+2 -35+2 -39 +2
15 -36 + 2 -35+2 -35+6 -40 + 2
20 -45+ 8 -40 + 2 -46 £ 4 -41+4

FONTE: A autora (2023).
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4.4 ESTABILIZACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
COM QUITOSANA TIOLADA

4.4.1 Escolha da metodologia para a sintese das TCh-AgNPs

Nas imagens de observagdo macroscopica (FIGURA 24), é possivel notar o
padrao de cores para AgNPs e de todas as concentragées de TCh incorporadas para
as metodologias M1, M2 e M3. As AgNPs sem agente estabilizador mudaram de cor
nas primeiras 24h de experimento, de amarelo para marrom, e apresentaram diametro
médio de 36 = 3 nm € Amax médio de 391 £ 2 nm.

E importante destacar que as dispersdes de TCh-AgNPs foram preparadas a
partir de concentragdes iniciais de 0,25, 0,5, 0,75 e 1,00 mg mL-' de TCh, desta forma,
considerando a diluigado de preparo, as concentragdes finais do polimero, de AgNOs e
NaBH4 sdo encontradas na Tabela 2.

Observando os resultados obtidos, para as TCh-AgNPs sintetizadas pela
metodologia M1, ou seja, pela formagao de um complexo Ag-TCh seguido da redugao,
a dispersdo com a menor concentragédo da TCh (0,25 mg mL-') manteve a cor até 48h
apos a sintese. No entanto, para as demais concentracdes, as dispersdes comegaram
a precipitar 24h depois do inicio da observagdo. A maior concentragdo de TCh (1,0
mg mL") ndo foi capaz de estabilizar as nanoparticulas e formar uma disperséo
coloidal homogénea, ja que, imediatamente apds a sintese, foi possivel observar
agregados visiveis e a formagao de precipitados (FIGURA 24 — M1).

Quando a luz incide sobre as nanoparticulas metalicas, o movimento
oscilatério dos elétrons e o aumento da constante dielétrica do solvente induz um
desvio do comprimento de onda para um comprimento de onda maior. Os elétrons de
conducao préoximos a cada particula sdo compartilhados com as particulas proximas
a elas (MAVANI; SHAH, 2013). Com a proximidade e aglomeragao das particulas, um
acoplamento das absorbancias dos plasmons leva a uma mudanca de cor da
dispersao (DAS et al., 2010). Este efeito aumenta a medida que a distancia entre as
particulas diminui, ou seja, quanto mais proximo estdo as particulas (maior
agregacao), maior sera o efeito de acoplamento plasménico e o deslocamento do Amax
ocorre para maiores comprimentos de onda, causando mudangas na coloracao
(OLIVEIRA et al., 2015).
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FIGURA 24 - ASPECTO MACROSCOPICO DAS I:IANOPARTiCULAS DE PRATA ESTABILIZADAS
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE TCh (0,00 a 1,00 mg mL™") PRODUZIDAS
PELAS METODOLOGIAS M1, M2 E M3, OBSERVADAS ATE 48h

w | il 4

0,00 0,25 0,50 0,751,00 0,00 0,25 0,50 0,751,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

M3

24h

48h

Concentracdo de TCh (mg mL")

FONTE: A autora (2023).

A incorporagcdo da TCh como agente estabilizante das AgNPs levou a um
desvio do Amax para o a regidao do vermelho, de maior comprimento de onda (efeito
batocrébmico) e um aumento do tamanho para todas as concentragdes em
comparagao com AgNPs sem estabilizante (FIGURA 25). O deslocamento para um
comprimento de onda entre 410 e 430 nm corrobora com o0s observados por Lyalina
et al. (2022), para AgNPs estabilizadas com quitosana sem modificagées. Os
tamanhos medidos para essas amostras sao apresentados na Figura 26. Todas as
amostras apresentaram multiplas populagées. O aumento do tamanho das TCh-
AgNPs ocorreu de maneira dependente da concentragéo, o que significa que quanto
maior a concentragdo da TCh utilizada, maior foi o didametro hidrodindmico da particula
formada. Ao longo do tempo, as particulas com 0,75 e 1,00 mg mL-' de TCh tiveram
os tamanhos aumentados, provavelmente devido a agregacgao e a sedimentagao, que

ja haviam sido observadas nas imagens macroscopicas (FIGURA 26).
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FIGURA 25 - COMPRIMENTO DE ONDA MAXIMO DO ESPECTRO DE VARREDURA (Amax)
NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS COM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE TCh (0,00 a 1,00 mg mL") PRODUZIDAS PELAS
METODOLOGIAS M1, M2 E M3
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450
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- 420
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400 -
390"
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Concentragdo de TCh (mg mL™)
FONTE: A autora (2023).

Observando o comportamento da metodologia M2, onde o nitrato de prata é
colocado logo apds a prévia reducao das pontes dissulfeto da TCh, nenhuma das
dispersdes apresentou precipitados e ndo mudaram de cor até 48 h, sugerindo
estabilidade coloidal. A tonalidade alaranjada das dispersdes de TCh-AgNPs foi
diferente da tonalidade esverdeada da dispersao das AgNPs (FIGURA 24 — M2). Essa
mudancga de cor também foi avaliada por UV-vis, onde evidenciou-se o deslocamento
batocrdmico do Amax. NO entanto, esse aumento de Amax Na M2 foi mais consistente
dentre as concentragdes de TCh (em torno de 418 nm) quando comparado a M1
(FIGURA 25). Apés sintetizadas, as TCh-AgNPs apresentaram um aumento do
didmetro hidrodindmico dependente da concentragdo, similar ao observado nas
amostras sintetizadas pela M1 (FIGURA 26).
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FIGURA 26 — DIAMETRO HIDRODINAMICO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS
COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE TCh (0,00 a 1,00 mg mL"") PRODUZIDAS
PELAS METODOLOGIAS M1, M2 E M3
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FONTE: A autora (2023).

As observagdes macroscopicas para a ultima metodologia, M3, mostraram
que as dispersdes permaneceram com a mesma cor até 48 h, embora a cor fosse um
pouco mais amarelada do que alaranjada, em comparagao com a M2 (FIGURA 24 —
M3). O deslocamento batocrémico foi observado, mas ocorreu para comprimentos de
onda ligeiramente menores quando comparados a M2 (FIGURA 25). Em relagdo aos
didmetros hidrodindmicos obtidos, o aumento da concentragdo do polimero nao
causou uma mudanga impactante, sugerindo que o TCh pode estar interagindo
fracamente as AgNPs pré-existentes.

Comparando as trés metodologias, notou-se que a M1 apresentou
instabilidade e formacgao de precipitado, e por isso foi descartada. Para observar a
diferenca entre a M2 e M3, foi realizada a medida do potencial zeta (potencial )
(FIGURA 27).
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FIGURA 27 — POTENCIAL ¢ DAS DISPERSOES COLOIDAIS DAS TCh-AgNPs OBTIDAS PELAS
METODOLOGIAS M2 E M3
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FONTE: A autora (2022).

O potencial ¢ das nanoparticulas de prata foi menor que -30 mV. As TCh-
AgNPs formadas pela M2 apresentaram um decréscimo no potencial ¢, indicando uma
interacdo com TCh, um polimero com carga catidnica. A interagdo entre a carga
negativa das AgNPs com a carga positiva do TCh promove um aumento do potencial
¢ das nanoparticulas. Mesmo assim, a carga resultante foi suficiente para manter a
estabilidade coloidal do sistema. Em relacdo as TCh-AgNPs formadas pela M3, o
potencial { teve uma variagdo menor comparados as formadas pela M2.

Relacionando os resultados entre o potencial {, Amax € tamanho, € possivel
afirmar que a M3 foi menos eficaz para formar uma interagéo forte o suficiente entre
TCh e prata, de modo que o tamanho obtido ficou muito préximo aos das AgNPs, a
mudanca do potencial  foi menos contrastante comparado a M2, e 0 Amax, apesar do
aumento, foi cerca de 410 nm, muito préximo aos valores descritos para AgNPs.

Com todas as informagdes coletadas sobre a influéncia da metodologia na
formagao das TCh-AgNPs, para a continuidade dos experimentos foi escolhido a
metodologia M2, com a inclusdo do AgNOs depois da completa redugcado da TCh com
NaBHa.

A técnica de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) foi realizada para medir o

tamanho e a concentracdo de TCh-AgNPs. Todas as concentracdes de TCh foram
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testadas e os tamanhos obtidos foram semelhantes aos didmetros hidrodindmicos

obtidos por DLS. A comparacgao entre as duas técnicas encontra-se na Tabela 12.

TABELA 12 — MEDIDAS DE TAMANHO DAS TCh-AgNPs OBTIDAS POR DLS E NTA

AMOSTRA NTA DLS
0,00 mg mL"" TCh 29 +2nm 21+1nm
0,25 mg mL"' TCh 41 +0nm 28 +2 nm
0,50 mg mL" TCh 66 £ 1 nm 402 nm
0,75 mg mL"' TCh 62 +5nm 45+ 7 nm
1,00 mg mL"' TCh 76 £8 nm 67 £21 nm

FONTE: A autora (2023).

A partir da gravagao dos videos dos movimentos brownianos das particulas
foi possivel calcular a distribuicdo de tamanho das particulas e sua concentragao,
como pode ser observado na Figura 28 e na Tabela 13.

Para a menor concentragdo de TCh (0,25 mg mL-") foi observado a presenca
de uma populagéo de particulas de 26 nm, também presente nas AgNPs sem agente
capeador, indicando a auséncia de recobrimento das particulas, ou um recobrimento
parcial. Ja para as concentragdes de 0,50, 0,75 e 1,00, a populagdo maijoritaria foi de
particulas com didmetros maiores, sugerindo que maiores concentragdes de polimero
estabilizem melhor as particulas. Entretanto, como observado por DLS, as particulas

apresentaram um aumento de tamanho dependente da concentracdo de TCh.

TABELA 13 — CONCENTRAGAO DE PARTICULAS POR mL OBTIDA PELA TECNICA DE NTA

AMOSTRA CONCENTRAGAO (particulas/mL)
0,00 mg mL" TCh 1,82x10° + 4,09x107
0,25 mg mL"' TCh 7,35x108 + 7,95x10°
0,50 mg mL" TCh 7,84x108 + 3,49x107
0,75 mg mL' TCh 6,62x108 + 1,86x10”
1,00 mg mL' TCh 5,65x108 + 8,00x10”

FONTE: A autora (2023).



77

FIGURA 28 - DISTRIBUIGAO DE TAMANHO DAS TCh-AgNPs COM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE TCh PELA TECNICA DE NTA
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FONTE: A autora (2023).

Desta forma, devido a presenca de fracbes recobertas parcialmente, a
concentragdo de 0,5 mg mL-' de TCh destacou-se por reduzir o nimero de populagbes
de diferentes diametros, reduzindo a polidispersdo da amostra. Unindo as
observacgoes realizadas pelo NTA com os dados obtidos por UV-vis, onde foi possivel
observar uma estabilizagdo do Amax em concentragbes acima de 0,50 mg mL-' de TCh,
foi selecionada a concentragdo de 0,50 mg mL-' de TCh como a melhor concentragao

de polimero para a estabilizagdo das nanoparticulas.

4.4.2 Avaliagao da capacidade de recobrimento da TCh

Para avaliar a quantidade de polimero ligado as AgNPs, foi realizada uma
etapa de ultracentrifugagédo e o sobrenadante foi coletado para quantificar os grupos
SH por ensaio de Ellman. Os valores obtidos pela reacdo de Ellman sao mostrados
na Tabela 14.



TABELA 14 - QUANTIFICAGAO DE GRUPOS SH NO SOBRENADANTE APOS
ULTRACENTRIFUGAGCAO DAS TCh-AgNPs

AMOSTRA

ELLMAN — SOBRENADANTE

0,25 mg mL"’
0,50 mg mL""
0,75 mg mL"
1,00 mg mL""!

0,18 mmol L' - 8,5 %
0,20 mmol L' - 9,4 %
0,19 mmol L' - 8,9 %
0,21 mmol L' - 9,6 %

FONTE: A autora (2023).
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O precipitado foi ressuspenso em agua deionizada e a medida do potencial ¢

foi realizada. Nao foi possivel ressuspender as AgNPs centrifugadas, e assim néo

foram apresentadas informagdes sobre potencial ¢ destas amostras ressuspensas. A
diminuigdo do potencial  foi observada em TCh-AgNPs com 0,25 mg mL-' de TCh,

sugerindo que a cobertura parcial das AgNPs pelo polimero nao foi suficiente para

estabilizacao da estrutura, corroborando com os dados observados no NTA. Para as

outras concentragdes, néo foi observada redugao do potencial { (FIGURA 29) apos

ultracentrifugacéo e menos de 10% de TCh foi detectado no sobrenadante, indicando

que a cobertura de AgNPs com TCh se mostrou eficiente.

FIGURA 29 - POTENCIAL { DAS TCh-AgNPs ANTES DA ULTRACENTRIFUGACAO E DEPOIS DA
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FONTE: A autora (2023).
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A provavel estrutura formada entre a TCh e as AgNPs € a prata ligada a dois
ligantes, em uma estrutura do tipo R-S-Ag-S-R ou R-S-Ag-N-R, com a troca do
hidrogénio do NH* de uma subunidade ndo modificada de quitosana por um Ag*, e a
prata ligada ao enxofre e ao grupo amino (ANDERSSON, 1972). A analise FTIR-ATR
de TCh-AgNPs foi realizada e as bandas foram atribuidas para caracterizar a
interacado entre Ag e TCh (FIGURA 30).

Os espectros de FTIR do AgNOs apresentaram absorgdo em 1276 cm™',
caracteristica do par de ions Ag* e NOs". Nos espectros de TCh e TCh-AgNPs, as
bandas em 1670 cm™', a deformacgéo caracteristica de C=0O da amida esta presente
em todas as amostras, com diferentes intensidades. O mesmo ocorre com a banda
em 1580 cm', que surge possivelmente pela vibragdo NH3, e ambas as bandas nao
estdo presentes nos espectros de AgNOs. O deslocamento da banda de vibragéo da
ligagdo -C-N-H de 1388 cm' para 1324, 1380/1324, 1350 e 1370 cm™,
respectivamente, indica que a vibragao do NH foi afetada devido a ligagcao da prata

aos grupos amino e enxofre (WEI; QIAN, 2008).

FIGURA 30 - ESPECTROS DE INFRAVERMELHO POR REFLECTANCIA ATENUADA (FTIR-ATR)
PARA O AgNOs, QUITOSANA TIOLADA (TCh) E TCh-AgNPs EM DIFERENTES
CONCENTRACOES
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FONTE: A autora (2023).
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4.4.3 Influéncia da temperatura

Para completar a otimizagdo da sintese de TCh-AgNPs, a temperatura
também foi avaliada. Para todas as temperaturas, as TCh-AgNPs foram capazes de
formar dispersdes de cores semelhantes (FIGURA 31).

A coloracgédo alaranjada das dispersdes se manteve semelhante, tornando-se
visivelmente mais escura para as temperaturas de 65 e 75 °C (FIGURA 31). Nenhuma
precipitacdo foi observada, mesmo quando os didmetros hidrodindmicos obtidos
foram acima de 100 nm (FIGURA 32).

FIGURA 31 - DISPERSOES COLOIDAIS DE TCh-AgNPs COM 0.5 mg mL" DE TCh EM FUNGCAO DA
TEMPERATURA

25°C 35°C 45°C 55°C 65°C 75°C
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FONTE: A autora (2023).

FIGURA 32 — DIAMETRO HIQRODINAMICO E POTENCIAL { DAS TCh-AgNPs COM 0,5 mg mL"' DE
TCh EM FUNCAO DA TEMPERATURA

1000 0
E 5
£ 800 T
g |
3 600 J I P E
E
£ . L5
kS B o
5 400 + I G % 3
= e L oong <
o T IF 20>
|2
a 2997 L .25
a] =

0 T T T T T T T T T T T T T -30

20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)

FONTE: A autora (2023).
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Neste experimento, foi possivel observar a correlagao entre o tamanho da
particula (FIGURA 32) e Amax (FIGURA 33). Com o aumento da temperatura, a
frequéncia de colisdes entre as particulas aumenta, o que pode culminar na formagao
de agregados. Conforme observado, os tamanhos das particulas aumentaram a
medida que a temperatura aumentou, o que também foi observado pelo UV-vis, com
o deslocamento do Amax para maiores comprimentos de onda do maior a cada aumento
de temperatura. Neste caso, temperaturas mais baixas ajudaram a formar pequenas
estruturas. O potencial { das amostras ficou na faixa de -18 mV para todas as

temperaturas testadas.

FIGURA 33 - COMPRIMENTO DE ONDA MAXIMO DO ESPECTRO DE VARREDURA (Amax) DAS
TCh-AgNPs COM 0,50 mg mL"' DE TCh EM FUNCAO DA TEMPERATURA
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FONTE: A autora (2023).

Com a avaliacdo da temperatura, a temperatura ambiente de 25°C foi
escolhida para finalizar a otimizagdo, em funcdo dos menores valores de didmetro
hidrodindmicos e e Amax. A partir da otimizagao realizada referente & metodologia, ao
tempo de reacdo, a temperatura e a concentracdo de TCh, o esquema de reacéo
ilustrativo mostrado na Figura 34 representa as melhores condigbes de sintese
escolhidas: TCh a 0,50 mg mL™", reduzido com 2 mmol L' (25 mL) de solugdo aquosa
NaBHs4 por 15 min, para reduzir as ligagbes dissulfeto presentes no polimero. A

solugdo aquosa de AgNOs 1 mmol L' (5 mL) foi adicionada para formar as
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nanoparticulas de prata capeadas com TCh e a solugao foi deixada sob agitagédo por
15 min. A sintese foi realizada a 25 °C. Com a otimizagao da metodologia, foi realizada

a caracterizacao das TCh-AgNPs.

FIGURA 34 — ESQUEMA DE REAGCAO OTIMIZADA PARA A SINTESE DE NANOPARTICULAS DE
PRATA CAPEADAS COM QUITOSANA TIOLADA

NaBH AgNO
05 TCh L4 —_ ‘;rcr_\ p —————+ TCh-AgNPs
\( S mgmL") 2mmolLt  reduzi a 1 mmol L ,
15 minutos 15 minutos

FONTE: A autora (2023).

4.4 .4 Avaliagéo da estabilizagdo do radical ABTS®**

Grupos sulfidrila e nanoparticulas de prata possuem a capacidade de
estabilizarem radicais livres (ZHOU et al., 2013). Desta forma, o ensaio de ABTS foi
realizado para verificar a interagdo Ag-SH e o uso desta ligagédo na formagao das TCh-
AgNPs. Para quantificar esta atividade em relacdo ao trolox, foi realizada uma curva
analitica. A curva analitica obteve um R? de 0,9981 e a equacao da reta: absorbancia
= 0,67119 — 0,00424x -[mmol L']. Os limites de deteccdo e quantificagdo foram
calculados e os valores obtidos foram 0,063 e 0,190 mmol L', respectivamente
(FIGURA 35).
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FIGURA 35 - CURVA ANALITICA DO TROLOX OBTIDA PELO ENSAIO DE ABTS COM
CONCENTRAGCOES ENTRE 6,35 E 75 mmol L. ABSORBANCIA MEDIDA NO
COMPRIMENTO DE ONDA DE 734 nm
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FONTE: A autora (2023).

O ensaio baseia-se na descoloragao do reagente ABTS®. Esta descoloragéo
depende da capacidade da amostra de doar elétrons, estabilizando este radical.
Assim, quanto maior a descoloragao da amostra (do azul para o transparente), maior
a capacidade da amostra em estabilizar o radical. O resultado mostrado na Figura 36,
mostra que os valores obtidos em equivalentes de trolox [(TE)/g] foram de 111 + 25
(TE)/g, 82 + 2 (TE)/g e 47 £ 1 (TE)/g para a TCh, as AgNPs e as TCh-AgNPs,
respectivamente.

A porcentagem de estabilizacdo foi quantificada e a TCh obteve maior
porcentagem (50,4 + 1,3%), devido a presenca de grupamentos SH livres, que
atuaram estabilizando o elétron do ABTS®. Também foi determinado o percentual de
estabilizagdo de um antioxidante conhecido, a vitamina C (75,4 + 0,1 %). A ordem
decrescente de atividade foi Vitamina C > TCh > AgNPs (35,7 + 1,1%) > TCh-AgNPs
(17,9 £ 0,5%). Foi possivel notar uma diferenca estatistica entre as TCh-AgNPs em

relagdo a Vitamina C e em relagdo a TCh (p < 0,05).
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FIGURA 36 — PORCENTAGEM DE ESTABILIZAGAO DAS AMOSTRAS CONTENDO RADICAL
ABTS®
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FONTE: A autora (2023).

Estes valores sugerem que os grupamentos SH presentes na TCh sdo usados
para estabilizar as AgNPs, reduzindo sua atividade antioxidante e corroborando com
as vibragdes espectroscopicas observadas no FTIR-ATR referente as TCh-AgNPs
(FIGURA 21).

Apds a caracterizagdo das TCh-AgNPs, foi realizada a ancoragem dos

anticorpos anti-rK39 na superficie das particulas.

4.5 LIGAGAO COVALENTE DOS ANTICORPOS NA SUPERFICIE DAS TCh-AgNPs

A ligagao covalente dos anticorpos na superficie das TCh-AgNPs foi mediada
por uma solugédo aquosa de EDC/NHS. Esta metodologia ja foi bem estabelecida em
literatura para outras particulas, como por exemplo nanoparticulas de ouro
modificadas com grupamentos tiol (PASQUA, DI et al., 2009) e na ancoragem de
imunoglobulinas (YOUNG et al., 2005). O procedimento envolve a ativagdo dos
grupamentos carboxilicos da por¢céo Fc dos anticorpos com EDC/NHS e a insergéo
das TCh-AgNPs. Neste caso, a ligagdo ocorre através dos grupos COOH dos
anticorpos com os grupos NH2 ndo modificados da quitosana presentes na TCh-

AgNPs, deixando os grupamentos Fab expostos.
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De acordo com o sensorgrama obtido (FIGURA 37), apos a estabilizagdo do
sistema com tampéao PBS pH 7,2 (linha cinza na FIGURA 37) ocorreu a etapa de
adsor¢ao das nanoparticulas (linha rosa na FIGURA 37), cuja variagcao efetiva do
angulo foi de 58,58 m°, relativamente pequena, mas parte das particulas manteve-se
adsorvidas a superficie do disco. A absorcao de fétons e a excitagao dos plasmons
proximos a superficie das particulas fazem com que os campos eletromagnéticos
gerados sejam responsaveis pelos sinais observados por nanoparticulas em
espectroscopias de superficie (MALINSKY et al., 2001).

A imobilizacdo das TCh-AgNPs gerou uma resposta efetiva menor no SPR
quando comparado apenas ao polimero (FIGURA 22). Este dado corrobora com duas
observagdes importantes: o fato de o polimero estar em menor concentragao nas TCh-
AgNPs, uma vez que a concentragao inicial da sintese é 0,50 mg mL" (concentragdo
testada com o polimero livre), mas a concentragao final é de 0,071 mg mL-' (TABELA
2) e a maior disponibilidade de grupamentos SH para ligagdo com o ouro, conforme
observado e discutido no teste da estabilizagdo do radical ABTS®** (FIGURA 36).
Mesmo com uma menor quantidade de grupos SH livres, as TCh-AgNPs demonstram
uma ligagcdo sobre o ouro e contribuem para a ancoragem do elemento de

reconhecimento (o anti-rk39).
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FIGURA 37 - SENSORGRAMA (ABser VS. TEMPO) OBTIDO PARA O PROCESSO DE
MODIFICAGAO DO CHIP SENSOR DE SPR COM 11-MUA, ATIVAGAO COM
EDC/NHS, IMOBILIZAGAO DAS TCh-AgNPs, ATIVACAO COM EDC/NHS E
IMOBILIZAGAO DO ANTI-rK39 (20 ug mL™") NA SUPERFICIE DA PARTICULA
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FONTE: A autora (2023).

Com a imobilizagao do anticorpo anti-rkK39, a variagao efetiva do angulo foi de
215,5 m° (linha verde na Figura 37). Esta variagado do angulo de SPR também pode
ser caracterizada pelas curvas de refletancia, evidenciando que mesmo apds a
imobilizagdo do anticorpo o minimo de refletancia € mantido. Isto sugere que o maximo
acoplamento entre as ondas € mantido, ou seja, mantém-se as condigbes de maxima
transferéncia de energia entre a onda incidente e a onda de plasmons de superficie
(FIGURA 38). Desta forma, a adsorgdo das TCh-AgNPs e o anti-rK39 resultou no
aumento relativo no angulo de SPR, provavelmente devido ao aumento do numero de
moléculas acopladas a superficie ativada da SAM, demostrando assim, uma excelente
resposta da eficiéncia desse processo de deposi¢ao dos anticorpos na superficie das

particulas.
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FIGURA 38 — CURVA DE REFLECTANCIA DAS ETAPAS DE SINTESE DAS TCh-AgNPs SOBRE O
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FONTE: A autora (2023).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com laurilsulfato de sdédio
(SDS) foi realizada com o intuito de caracterizar a ligagcado entre os anticorpos e as
nanoparticulas. Dessa forma, foi realizada a eletroforese do anticorpo na forma livre e
na forma ligada as TCh-AgNPs. E possivel notar que ha a migragdo dos anticorpos,
uma vez que a velocidade de migracao através do gel dependa da sua massa. Os
padrbes obtidos estdo apresentados na (FIGURA 39).

E possivel observar que a TCh n&o apresenta padrdo de migracdo. Ja o anti-
rkK39 apresenta uma banda bem pronunciada entre 55 e 100 kDa. Devido as condi¢des
desnaturantes do experimento, a banda referente a cadeia pesada é de 55 kDa,
enquanto as cadeias leves possuem 25 kDa. O valor de 100 kDa, também observado
na migragao das particulas ancoradas com os anticorpos, se refere aos IgGs rK39, o
que demonstra que os anticorpos estéo ligados a superficie da particula uma vez que
migraram menos na eletroforese. Esta diferenca entre os anticorpos livres e ligados
as TCh-AgNPs indica que esses anticorpos estdo ancorados a superficie das TCh-
AgNPs. Este experimento foi realizado com a concentragdo de 20 yg mL" de anti-
rk39, afim de verificar se a metodologia de ligagéo entre a particula e o anticorpo seria

eficaz. Com a confirmacao do ancoramento de uma baixa concentragcao de anticorpo
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na superficie das TCh-AgNPs, esta metodologia de ancoragem foi posteriormente

realizado com diferentes concentragées de anti-rk39, de 10 a 50 ug mL™".

FIGURA 39 — PADROES DE MIGRACAO OBTIDOS POR ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA (PAGE) COM DODECILSULFATO DE SODIO (SDS) PARA
AMOSTRAS DE TCh (0,5 mol L', EM AGUA), TCh-AgNPs@Ac CONTENDO O
ANTICORPO NA CONCENTRAGAO DE 20 pg mL"! E A SOLUCAO DE ANTICORPO
(20 pg mL""), COMPARADOS COM O LADDER
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Ladder TCh Anti-K39 TCh-
AgNP@Ac

FONTE: A autora (2023).

Para complementar a caracterizagao, foi realizado O calculo de niumero de
moléculas de anti-rK39 por nanoparticula. Os valores obtidos encontram-se na
TABELA 15.
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TABELA 15 - NUMERO DE ANTICORPOS ANTI-Rk39 POR NANOPARTICULA DE TCh-AgNP@Ac
Concentracado anti-rkK39  Moléculas de anti-rK39/mL  Anti-rK39/particula

10 x10°%g mL"" 6,02x103 7,79x10*
20 x10%g mL"" 1,20x10" 1,53x10°
30 x10%g mL"" 1,80x10' 2,29x10°
40 x10%g mL"" 2,40x10" 3,06x10°
50 x10%g mL"" 3,01x10" 3,84x10°

FONTE: A autora (2023).
4.6 CONSTRUCAO DOS BIOSSENSORES

A construgdo dos biossensores foi iniciada pela formagédo da SAM. A
formagao de um filme denso na superficie do substrato garante que as moléculas
(principalmente os alcanotiois) figuem ordenadas e fortemente ligadas, contribuindo
para que a fixagdo das nanoparticulas ou de biomoléculas, como a proteina rK39,
ocorra de forma homogénea. A modificagdo desta superficie confere novas
propriedades ao disco de ouro (MALINSKY et al., 2001).

Em consequéncia a modificacdo da superficie, as propriedades fisico-
quimicas e oticas foram alteradas, e a técnica utilizada para verificar esta alteracao foi
a medida do angulo de contato (FIGURA 40). O valor obtido para o angulo de contato
da agua sobre a superficie dos aparatos de QCM e SPR limpos foide 76 + 9°e 72 £
3 °, respectivamente. A hidrofobicidade da camada de ouro faz com que o angulo
obtido se aproxime de 90 °. Apds a modificagcdo com 11-MUA, este valor diminui para
48 £ 6 ° 56 £ 9°, para QCM e SPR, respectivamente, demonstrando que a superficie
se torna mais hidrofilica quando comparado ao ouro (BYUN et al., 2012; TAHERI et
al., 2017), devido ao empacotamento dos grupamentos -COOH na superficie
(BARHOUM; J. FORSTER, 2022).

A modificagdo com EDC/NHS aumenta ainda mais a caracteristica hidrofilica
da superficie devido a conversao dos seus grupos carboxilicos terminais em NHS-
ésteres reativos. A hidrofilicidade mantém-se apds o ancoramento da proteina e da
etapa de bloqueio, pela inclusdo de grupamentos hidrofilicos na superficie
(NIEDZIALKOWSKI et al., 2021). Para bloquear os sitios inespecificos foi utilizada a
etanolamina (EA), deixando assim os sitios especificos mais dispostos favorecendo a

interacado Proteina/Anticorpo.
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FIGURA 40 — MEDIDAS DO ANGULO DE CONTATO ENTRE A AGUA E O AR MEDIDOS SOBRE 0S
APARATOS DE QCM E SPR FUNCIONALIZADOS COM ACIDO 11-MUA, ATIVADOS
VIA EDC/NHS, ANCORADOS COM A PROTEINA rk39 E BLOQUEADOS COM
ETANOLAMINA
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LEGENDA: 11-MUA (acido 11-mercaptoundecanoico), EDC (Hidrocloreto de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida), NHS (N-hidroxissuccinimida) e EA (etanolamina).
FONTE: A autora (2023).

Além da caracterizagao por angulo de contato, a etapa de imobilizagao da
proteina rK39 também foi monitorada via SPR. O sensorgrama obtido para a etapa de
imobilizacdo apresenta eventos tipicos para cada estagio (FIGURA 41). A linha de
base foi obtida pela adigdo de uma solugédo aquosa de tampao PBS (0,01 mol L', pH
7,2) sobre a superficie modificada com 11-MUA (1 mmol L' — em etanol) (em cinza na
Figura 41) e a ativagdo com uma solugdo de NHS-EDC (150:100 mmol L,
respectivamente — em tampao PBS 0,01 mol L', pH 7,2) foi realizada. Uma segunda
lavagem com tampao PBS (0,01 mol L', pH 7,2) foi realizada para retirada do material
fracamente adsorvido, seguido do ancoramento da proteina rK39 (linha vermelha na
Figura 41). Apés a estabilizagao, a lavagem com uma solugéo aquosa de tampao PBS
(0,01 mol L, pH 7,2) foi realizada para a remogao de proteinas ndo adsorvidas sobre
o disco, reduzindo o Ospr. Estas etapas podem ser observadas tanto para a

modificagdo com EDC/NHS quanto para a imobilizacdo da proteina rK39.
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FIGURA 41 - SENSORGRAMA (ABspr VS. TEMPO) OBTIDO PARA O PROCESSO DE
IMOBILIZACAO DA PROTEINA rk39 SOBRE CHIP SENSOR DE SPR,
FUNCIONALIZADO COM ACIDO 11-MUA (1 mmol L") E ATIVADO VIA NHS-EDC
(150:100 mmol L")
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FONTE: A autora (2023).

O sensorgrama obtido demonstrou a variagdo do angulo maior para a solugao
de EDC/NHS na etapa de associagdo que nao permaneceu alta apdés a lavagem
(FIGURA 41), ou seja, a variagao efetiva do angulo do SPR foi de 54,9 m°. A solucao
de EDC/NHS foi adicionado em excesso, portanto uma variagdo grande do angulo ja
era esperada, pois por se tratar de moléculas muito pequenas, esta modificagcao de
grupos terminais altera muito pouco o indice de refragao local. A ligagao resulta um
deslocamento do angulo de reflectdncia. Esta mudanga efetiva pode ser melhor
observada na Figura 42 através das curvas de reflectancia. Com a imobilizagado da
proteina, a variagdo do angulo ocorreu devido a ligacdo sobre a superficie
funcionalizada e persistiu alta mesmo apds a etapa de lavagem, indicando boa
cobertura de superficie na concentragao utilizada, sendo a variagéo efetiva do angulo
de 183,5 m°. A variagdo do angulo efetiva foi aproximadamente 3,4 vezes maior para
a rK39 do que para a solugdo de EDC/NHS, o que demonstra uma variagao do indice
de refragao local mais pronunciada sobre a superficie do ouro. Esta variagao também
pode ser observada pelas curvas de reflectancia, concordando com o processo de
modificagao (FIGURA 42).
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FIGURA 42 - CURVA DE REFLECTANCIA PARA O PROCESSO DE IMOBILIZAQAO DA PROTEINA
rk39 SOBRE CHIP SENSOR DE SPR, FUNCIONALIZADO COM ACIDO 11-MUA (1
mmol L") E ATIVADO VIA NHS-EDC (150:100 mmol L")
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FONTE: A autora (2023).

4.7 IMUNODIAGNOSTICO DA PROTEINA rkK39

Apds a ancoragem da proteina rK39 no disco na etapa de construgdo dos
biossensores, foi testado a interagdo entre o anti-rK39 e a proteina ancorada no disco.
Para isso, as analises foram realizadas tanto para o anti-rkK39 na forma livre quanto
na forma ligada sobre as nanoparticulas (TCh-AgNPs@Ac), em diferentes
concentragdes. Apos a estabilizagdo do sistema com uma solugdo aquosa de tampao
PBS (0,01 mol L, pH 7,2), as amostras foram adicionadas sobre a superficie do disco
e a variagao do angulo foi monitorada ao longo do tempo.

Apds a etapa de associacdo, uma etapa de lavagem foi realizada para
remover os anticorpos ou particulas contendo anticorpos fracamente adsorvidos
(FIGURA 43 e FIGURA 44). O sensorgrama obtido para anti-rK39 na forma livre
(FIGURA 43) demonstra o aumento da resposta em fungdo do aumento da
concentragcdo de anticorpo e 0 mesmo ocorre para o anticorpo ligado a particula
(FIGURA 44).
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Nota-se que, para o anticorpo livre, apesar da variacao efetiva ser alta, ndo
ha um estagio de completo equilibrio mesmo apés 35 min de adsorc¢éo, indicando um
processo de reordenacao das moléculas, o que confere a auséncia de um plateau no
grafico. Ja para as TCh-AgNPs@Ac (FIGURA 44), observa-se que o equilibrio é
atingido logo ap6s a associagéo, principalmente para as concentragdes mais baixas
de anticorpo, sendo suficiente para obtencdo de uma estabilizagdo mais rapida
quando comparado ao anti-rK39 livre. Estes resultados sugerem que a conjugagao do
anticorpo a TCh-AgNP favorece significativamente a cinética da reagao entre rK39 e
anti-rk39.

FIGURA 43 - SENSORGRAMA (A8spr VS. TEMPO DE REAGAO) EVIDENCIANDO OS PROCESSOS
DE ASSOCIACAO E DISSOCIAGAO APOS A INTERAGAO DA PROTEINA rk39
ANCORADA NO CHIP SENSOR DE SPR COM ANTICORPO ANTI-rk39 EM
DIFERENTES CONCENTRAGOES
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FONTE: A autora (2023).
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FIGURA 44 - SENSORGRAMA (ABspr VS. TEMPO DE REA(}AO) EVIDENCIANDO OS PROCESSOS
DE ASSOCIAGAO E DISSOCIAGAO APOS A INTERAGAO DA PROTEINA rK39
ANCORADA NO CHIP SENSOR DE SPR COM AS TCh-AgNPs@Ac EM DIFERENTES

CONCENTRACOES
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FONTE: A autora (2023).

A partir dos sensorgramas obtidos, a variagédo efetiva do angulo do SPR foi
calculada, subtraindo o valor da variagao final apés a dissociagéo do ponto inicial da
linha de base. Colocando a relagdo entre a concentragdo e a ABspr efetiva das
diferentes concentragdes, foi possivel obter uma correlacédo linear apresentada na
Figura 45. O aumento da concentragao do anticorpo livre culmina em um coeficiente
de determinagéo (R?) de 0,9677 no intervalo de 10 ug mL-' a 60 ug mL™', apresentando
um limite de detecgéo de 0,228 ug mL" e limite de quantificagao de 0,692 ug mL™". Ja
para as TCh-AgNPs@Ac, no mesmo intervalo de concentragéo (10 ug mL" a 60 ug
mL-"), coeficiente de determinagao (R?) de 0,9881 apresentando um limite de detecgdo
de 0,198 ug mL™" e limite de quantificagdo de 0,601 ug mL™". A concentragdo de 70 ug
mL-" apresentou menor ABspr efetiva, provavelmente devido a saturagdo dos sitios
ativos disponiveis.

A partir da resposta linear obtida, a inclinacdo da reta para a interacdo do
anticorpo livre com a proteina ancorada no disco foi de 2,9. Ja a inclinagao da reta

obtida a partir da interagdo do anticorpo ancorado nas TCh-AgNPs@Ac foi de 6,6. A
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partir da razao entre os valores da inclinagdo da reta, foi possivel notar que as

nanoparticulas aumentaram em 2,3 vezes o sinal de detec¢ao do anti-rk39.

FIGURA 45 - RELACAO LINEAR ENTRE A CONCENTRAGAO DO ANTI-rK39 E DAS TCh-AgNPs@Ac
E A ABspr EFETIVA PARA OS RESULTADOS EVIDENCIADOS NA DETECCAO DA
PROTEINA rK39
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FONTE: A autora (2023).

Uma analise quantitativa foi realizada para comparar a cinética de reacao das
formas livre (anti-rK39) e conjugada (TCh-AgNPs@Ac) do anticorpo com a proteina
rK39. Para estas analises, as curvas de SPR obtidas da interagdo entre anti-rk39 e
rKk39 (FIGURA 43) e TCh-AgNPs@Ac e rK39 (FIGURA 44) foram ajustadas
globalmente usando o software de interagao biomolecular Trace Drawer, versao 1.5
(Oy BioNavis Ltd., Tampere, Finlandia) (FIGURA 46). Para estes calculos, o modelo
de interagdo adotado foi baseado na reagédo antigeno-anticorpo com estequiometria
de 1 para 1 (SOUTO et al., 2015).
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FIGURA 46 - CURVAS DE SPR AJUSTADAS GLOBALMENTE A PARTIR DO SOFTWARE DE
INTERACAO BIOMOLECULAR TRACE DRAWER, VERSAO 1.5. (A) AJUSTE OBTIDO
A PARTIR DAS CURVAS DE SPR PARA A INTERACAO ENTRE O ANTICORPO LIVRE
(ANTI-rK39) E O ANTIGENO rK39 E (B) AJUSTE OBTIDO A PARTIR DAS CURVAS DE
SPR PARA A INTERACAO ENTRE O ANTICORPO CONJUGADO (TCh-AgNPs@Ac) E
O ANTIGENO rK39
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FONTE: A autora (2023).

De acordo com o modelo proposto, a equacdo que representa as reacdes

mencionadas pode ser descrita de forma genérica na Equacéao 10:

ka
Ac + rK39 2 Ac —rK39 (Equagéo 10)
kd

onde:

Ac = anticorpo tanto na sua forma livre (anti-rK39) quanto na sua forma conjugada (TCh-
AgNPs@Ac);

ka e kd = constantes cinéticas de associagéo e dissociagao, respectivamente.
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A Tabela 16 mostra os parametros cinéticos (ka, referente a cinética de ordem
zero e kd, referente a cinética de primeira ordem) obtidos da interagao entre anti-rkK39
e rK39, e da interagao entre TCh-AgNPs@Ac e rK39.

TABELA 16 — PARAMETROS CINETICOS OBTIDOS ka = CONSTANTE DE ASSOCIAGAO CINETICA
E kd = CONSTANTE DE DISSOCIACAO CINETICA OBTIDAS DA INTERAGCAO DA rk39
COM O ANTICORPO NA FORMA LIVRE (Anti-rk39 - rK39) E COM ANTICORPO NA
FORMA CONJUGADA (TCh-AgNPs@Ac — rk39)

INTERAGAO ka (mol L' s)"” ka(s™) *
Anti-rk39 — rk39 1,17x10° 2,28x10*
TCh-AgNP@ACc — rk39 2,55x10° 2,51x10*

* Desvios encontrados para essas medidas nao foram significativos (p < 0.05).

Os valores dos paradmetros cinéticos obtidos para ambas as reacdes se
encontram na mesma ordem de grandeza, o que ja era esperado tendo em vista que
a reagdo € dependente da natureza da interagcdo entre o antigeno (rK39) e seu
anticorpo especifico (anti-rk39). Contudo, pode-se observar que o valor da constante
cinética de associagao para a interagao entre TCh-AgNP@ACc e rK39 (ka: 2,55x10°) é
cerca de 2,2 vezes maior que o obtido da reagéo entre anti-rkK39 e rK39 (ka: 1,17x10°).
Estes resultados sugerem que a cinética & favorecida quando o anticorpo foi
conjugado a nanoparticula e contribui com a afinidade obtida pela correlagao linear
(FIGURA 45).

Uma explicagéo para o aumento da cinética de ligagao entre o anti-rk39 ligado
as nanoparticulas e a proteina rk39 é a teoria de multivaléncia. A teoria de
multivaléncia de nanoparticulas descreve a habilidade das nanoparticulas em se
conectar simultaneamente com diversos alvos moleculares em niveis celulares e
moleculares. Para isso, essas nanoparticulas sao projetadas com multiplos ligantes
especificos, como anticorpos ou moléculas de reconhecimento em suas superficies,
o que lhes permite realizar ligagdes altamente seletivas com diferentes tipos de células
ou moléculas-alvo. Essa caracteristica multivalente é extremamente vantajosa em
aplicagdes biomédicas, como terapias direcionadas, diagndsticos avangados e
liberagao controlada de medicamentos (PIETERS, 2009). Além disso, a ligagdo a um
segundo alvo (ou subligante) é potencializada ap6s o primeiro evento de ligagéo,

devido a compensacédo da entropia. Dessa forma, a ligagdo antigeno-anticorpo é
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facilitada quando ele esta ligado a superficie das TCh-AgNPs, reduzindo o tempo de
ligacdo quando comparados aos anticorpos livres.

A fim de contribuir com os dados observados por SPR, o mesmo experimento
foi realizado na Microbalanga de Cristal de Quartzo (QCM), onde é possivel observar
a variagao da frequéncia de vibragao do cristal de quartzo (Af) em fungéo do tempo
(FIGURA 47). A reducgao da variagao da frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo
esta relacionada com a massa presente sobre o cristal, de tal forma que o Af é
inversamente proporcional a massa (SULLIVAN; GUILBAULT, 1999; QIAO et al.,
2016).

Para ambas as concentragdes, de 10 e 50 yg mL", as TCh-AgNPs@Ac
apresentaram variagdes em um tempo menor comparado ao tempo de adsorcéo do

anticorpo livre, indicando que a cinética de ligagao varia quando ha nanoparticulas.

FIGURA 47 — RESPOSTA OBTIDA POR QCM EVIDENCIANDO OS PROCESSOS DE ASSOCIACAO
E DISSOCIACAO APOS A INTERACAO DA PROTEINA rk39 ANCORADA NO
CRISTAL DE QCM COM O ANTICORPO LIVRE E AS TCh-AgNPs@Ac NAS
CONCENTRACOES DE (A) 10 E (B) 50 ug mL"!
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FONTE: A autora (2023).

Na resposta obtida por SPR, o aumento dos valores de ABspr correspondem
a uma maior variagao do angulo de incidéncia da luz. Ja para o QCM, a diminui¢do da
frequéncia de vibragdo do cristal indica um aumento de massa sobre o cristal.
Portanto, a partir dos dados obtidos, foi possivel observar um o aumento gradativo

nos valores de ABspr € uma Af que reduz com o aumento da ligagédo das moléculas.
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Estes dados indicam que o aumento da concentragcdo do anti-rK39 depositado nas
TCh-AgNPs afeta a condigao ressonante e a cinética de ligagéo proteina/anticorpo.
A partir dos dados obtidos tanto por SPR quanto por QCM, foi possivel concluir
que a interacdo entre antigeno e anticorpo € facilitada quando o antigeno esta
ancorado na superficie das nanoparticulas de quitosana tiolada (TCh-AgNPs), o que
resulta na variagao de OBspr e na Af, além do aumento da cinética de ligagdo e do sinal

em comparagao aos anticorpos néo ancorados.

4.8 IMUNODETECGAO DA PROTEINA rK39 EM SORO

Sabendo da capacidade da particula em detectar a proteina rK39 ancorada
no sensor, uma nova hipétese foi estudada: a habilidade das TCh-AgNPs@Ac em
reconhecer a proteina em um soro, para mimetizar ainda mais o diagnostico em
pacientes. Neste caso, no disco sensor foi ancorado a nanoparticula recoberta com
anti-rk39 na concentragdo de 20 ug mL™". Seguindo as etapas de limpeza, modificagédo
com 11-MUA (1 mmol L' — em etanol), ativagdo com uma solugdo de NHS-EDC
(150:100 mmol L', respectivamente — em tampdo PBS 0,01 mol L, pH 7,2),
ancorando as TCh-AgNPs e posteriormente modificando com uma solugdo de
EDC/NHS/anti-rk39 (20 yg mL") (em tamp&o PBS 0,01 mol L', pH 7,2) e bloqueio
dos sitios inespecificos, o disco foi colocado no equipamento. Uma solugao de soro
contendo a proteina rK39 (50 ug mL-' em tamp&o PBS 0,01 mol L', pH 7,2) foi diluida
(1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200 — em tampao PBS 0,01 mol L, pH 7,2)
e depositadas no disco.

No sensorgrama obtido (FIGURA 48), é possivel notar que, mesmo para
amostras com altas diluicdes, ocorreu a interacao entre o anti-rK39 presente nas
particulas ancoradas com a proteina presente no soro. A variagéo do angulo aumenta
a medida que a concentragdo aumenta, o que sugere que a particula é capaz de
detectar baixas concentracdes de proteina e, por consequéncia, possa diagnosticar a

doencga com baixa carga de antigenos presente.
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FIGURA 48 — SENSORGRAMA (A8spr VS. TEMPO DE REAGAO) EVIDENCIANDO OS PROCESSOS
DE ASSOCIAGCAO E DISSOCIACAO APOS A INTERAGCAO DAS TCh-AgNPs@Ac
ANCORADAS NO CHIP SENSOR DE SPR COM O SORO CONTENDO PROTEINA
rkK39 EM DIFERENTES CONCENTRAGOES
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FONTE: A autora (2023).

Com estes dados, fica ainda mais evidente que a presenca das nanoparticulas
melhorou a detecgao do antigeno pelo anticorpo, amplificando o sinal, aumentando a
sensibilidade e reduzindo o tempo de deteccdo da doenga, podendo assim ser
diagnosticada e o inicio do tratamento pode ser realizado, reduzindo as possibilidades

de agravamento.

4.9 CULTIVO CELULAR

Apds o estudo da capacidade de diagnostico das particulas, foram realizados
ensaios em cultivo celular para observar o comportamento das particulas no
tratamento da infeccdo por Leishmania, podendo assim, atuar como uma

nanoparticula teranéstica.

4.9.1 Atividade hemolitica
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Levando em consideracdo uma possivel aplicagdo destas particulas via
intravenosa, a avaliagdo da atividade hemolitica em hemacias foi realizada. Além
disso, este teste foi utilizado para verificar a atividade das amostras perante uma
linhagem celular de baixo metabolismo, para corroborar com o teste de citotoxicidade
realizado em macréfagos, uma linhagem de alto metabolismo. Para o calculo da
porcentagem de hemolise (ou seja, lise celular), o valor obtido para as amostras do
controle positivo foi considerado 100%. Para todas as amostras, os valores de
hemdlise foram menores que 10% (FIGURA 49). Todos os tratamentos apresentaram
diferencas estatisticas (p < 0,05) em relagcéo ao controle negativo (# indicado na Figura

49). Desta forma, as amostras possuem baixo potencial de hemdlise.

FIGURA 49 - AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DE HEMACIAS TRATADAS COM TCh,
AgNPs, TCh-AgNPs E TCh-AgNPs@Ac EM DIFERENTES CONCENTRACOES (2 ug
mL" A 0,2 ng mL™")
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FONTE: A autora (2023).

Além dos danos causados na membrana celular (hemolise), também foi
avaliado o dano causado as proteinas celulares, medido pelo indice de desnaturagao
da oxihemoglobina. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 50. Todos os

valores obtidos encontram-se abaixo de 10%, semelhante a atividade hemolitica do
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controle negativo, sem apresentaram diferengas estatisticas (p < 0,05) em relagéo as

hemacias nao tratadas.

FIGURA 50 - AVALIACAO DO INDICE DE DESNATURACAO DA OXIHEMOGLOBINA EM HEMACIAS
TRATADAS COM TCh, AgNPs, TCh-AgNPs E TCh-AgNPs@Ac EM DIFERENTES
CONCENTRACOES (2 ug mL" A 0,2 ng mL™")
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FONTE: A autora (2023).

Os baixos valores de hemolise e baixo dano a oxihemoglobina corroboram
para uma possivel aplicagdo intravenosa, uma vez que ndo causaram danos

significativos as células sanguineas.

4.9.2 Citotoxicidade em macréfagos

A citotoxicidade celular foi quantificada com base na redugéo do sal de
coloragdo amarela (MTT) a cristais insoluveis de formazan na coloragao roxa, devido
principalmente a atividade da enzima succinato desidrogenase.

Considerando a TCh, sua toxicidade celular foi maior para as maiores
concentragbes, sendo 23% e 20% para as concentragbes de 2 e 0,2 ug mL™,
respectivamente (FIGURA 51). Para as demais concentracdes, a toxicidade foi inferior

a 20%. Este perfil se repetiu para as outras amostras, onde as duas concentracdes
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mais altas obtiveram altas taxas de citotoxicidade em macrofagos, enquanto para as
outras concentragbes menores esta taxa foi inferior a 20%. Nas concentragdes de 2 e
0,2 yg mL™', os valores de citotoxicidade obtidos foram de 53% e 24% para AgNPs,
37% e 8% para TCh-AgNPs e 84% e 27% para TCh-AgNPs@Ac, respectivamente.
Observando o tratamento com as TCh-AgNPs foi possivel observar a
diferenca estatistica entre os tratamentos de 2 e 2x10* ug mL™" (representado por ***).
Ja para os tratamentos com AgNPs e TCh-AgNPs@Ac foi observadas diferengas
estatisticas entre todas as concentragdes (representado por * e **) (p<0,05). O valor
de toxicidade obtidos para as TCh-AgNPs@Ac na concentragdo de 2 ug mL™" foi
devido ao pH da solugdo, que se encontrou em 5,5, muito mais acido que a

capacidade de tamponamento do meio de cultura, em torno de 8.

FIGURA 51 — AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS TRATADOS COM TCh,
AgNPs, TCh-AgNPs E TCh-AgNPs@Ac EM DIFERENTES CONCENTRACOES (2 g
mL" A 0,2 ng mL""), AVALIADOS PELO REAGENTE MTT
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FONTE: A autora (2023).

A avaliagdo da citotoxicidade em macrofagos € especialmente importante
para verificar a biocompatibilidade das nanoparticulas, e se durante o tratamento
farmacoldgico as particulas seriam mais seletivas para os parasitas, com menor

incidéncia de efeitos citotoxicos nas células de defesa, que sao hospedeiras do
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parasita Leishmania. Portanto, com menos de 20% de morte celular, as TCh-AgNPs
e TCh-AgNP@ACc encontram-se adequadas para serem aplicadas em um modelo de

infeccao experimental de macrofagos contaminados com Leishmania.
4.9.3 Ensaio cometa

A técnica do ensaio cometa € utilizada para avaliar os danos ao DNA de
células, onde ha a lise das membranas celulares seguido da indu¢do da migracao
eletroforética do DNA em uma matriz de agarose. Este teste foi utilizado para ver o
nivel de dano causado ao DNA pelos tratamentos com TCh, AgNPs, TCh-AgNPs e
TCh-AgNPs@Ac. Nas imagens de fluorescéncia obtidas, foi realizado a classificagcao
do tamanho das “caudas”, ou seja, fragmentos do DNA submetido a migragao
eletroforética. A Figura 52 traz micrografias representativas de células encontradas no
experimento (independente do tratamento) e foram usadas como base de cada
estagio de dano, sendo eles Tipo 0 a Tipo 4, onde o Tipo 0 apresenta DNA integro,
enquanto o Tipo 4 representa o dano maximo ao DNA, representada pela cauda de
cometa (COLLINS, 2004).

FIGURA 52 — ACHADOS MICROSCOPICOS DO EXPERIMENTO DE ENSAIO COMETA. AS
CELULAS PRESENTES NAS IMAGENS DE FLUORESCENCIA FORAM USADAS
COMO BASE PARA CLASSIFICAR OS GRAUS DE DANO NO DNA DE
MACROFAGOS TRATADOS COM AS PARTICULAS E/OU AMBISSOME® OU
MACROFAGOS SEM TRATAMENTO (USADO COMO CONTROLE NEGATIVO).

Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4

FONTE: A autora (2023).

A partir das observacdes de cada micrografia dos tratamentos feitos com a
TCh, AgNP, TCh-AgNP e TCh-AgNP@ACc (2, 2x10", 2x102, 2x10-3 e 2x104 ug mL™"),
foi calculada a frequéncia de aparecimento de cada tipo de dano entre os tratamentos
(TABELA 17). Foi possivel notar uma dependéncia da genotoxicidade em funcao da

concentragcdo, ou seja, danos do tipo 3 e 4 aparecem com mais frequéncia em
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menores concentragdes. Apesar de apresentar genotoxicidade, ndo foi observada
uma evolugdo em citotoxicidade, pois conforme observado, a citotoxicidade em
macréfagos foi inferior a 20%. Este dado sugere uma capacidade de protegao dos
macrofagos pelas particulas, principalmente em concentragdes maiores.

Em comparagdo com o tratamento com anfotericina lipossomal, nas células
tratadas com Ambissome® foi observado em maioria células sem nenhum dano ao
DNA, enquanto a auséncia de tratamento (controle negativo) apresenta uma maior
distribuicdo de danos causados pela eletroforese, sendo observados danos do Tipo 1

ao Tipo 4, que se apresenta em maior quantidade.

TABELA 17 — FREQUENCIA DO GRAU DE DANO AO DNA EM LINFOCITOS USANDO ENSAIO

COMETA
Frequéncia (%)

Concentragao (ug mL™) TCh

Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4
2 8,00 12,00 16,00 8,00 56,00
2x10" 11,11 14,81 22,22 18,52 33,33
2x1072 6,45 6,45 22,58 22,58 41,94
2x10°® 37,50 16,67 16,67 8,53 20,83
2x10 40,91 18,18 22,73 13,64 4,55
Concentragéo (ug mL™) TCh-AgNP

Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4
2 6,67 6,67 20,00 26,67 40,00
2x10" 0,00 5,88 17,65 29,41 47,06
2x107? 7,14 21,43 53,86 14,29 14,29
2x10°® 11,11 11,11 27,78 16,67 33,33
2x10* 10,53 10,53 15,79 21,05 42,11
Concentragao (ug mL™) TCh-AgNP@Ac

Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4
2 29,17 8,33 8,33 4,17 50,00
2x10" 31,43 40,00 20,00 2,86 5,71
2x1072 33,33 22,22 22,22 11,11 11,11
2x10°® 0,00 5,88 11,76 29,41 52,94
2x10* 0,00 0,00 0,00 33,33 66,67
Concentragao (ug mL™) AgNP

Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4
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2 5,56 5,56 5,56 38,89 44,44
2x10" 0,00 6,25 12,50 43,75 37,50
2x1072 0,00 7,69 30,77 15,38 46,15
2x10°3 33,33 10,26 12,82 10,26 33,33
2x104 13,64 18,12 36,36 22,73 9,09
Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4
Controle negativo 0,00 5,88 11,76 26,47 55,88
Ambissome® 71,43 25,00 3,57 0,00 0,00

FONTE: A autora (2023).

4.9.4 Atividade anti-Leishmania para formas promastigotas

A escolha da Leishmania infantum para o desenvolvimento dos testes
celulares foi realizada apds a conferéncia de compatibilidade das amostras de
anticorpo e a cepa de Leishmania infantum. O anticorpo monoclonal anti Leishmania
donovani utilizado no preparo das TCh-AgNPs@Ac foram adquiridos comercialmente
os quais foram produzidos em camundongos e purificados por afinidade em coluna de
proteina G. A sequéncia de nucleotideos da proteina rK39 foi analisada pelo sistema
BLAST e o alinhamento dos parametros obtidos foi de 100% quando comparados as
cinesinas de Leishmania infantum (GenBank QHD44348), o que corroborou para a
escolha da cepa.

Todas as amostras foram testadas para avaliar sua atividade anti-leishmania
em formas promastigotas. A primeira etapa do experimento envolveu a determinagéo
do tempo de tratamento das promastigotas com as TCh-AgNPs. Foram testados trés
tempos de tratamento: 2, 12 e 24 h. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela
18.
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TABELA 18 — ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DAS TCh-AgNPs PARA FORMAS PROMASTIGOTAS
EM FUNCAO DO TEMPO

Taxa de mortalidade (%)

Concentragao (ug mL™) 2h 12 h 24 h
2 85,5% 88,7% 81,6%
2x10" 86,5% 91,5% 80,5%
2x1072 83,1% 71,6% 68,0%
2x103 79,0% 69,4% 55,9%
1x10°3 23,5% 19,1% 18,4%
2x10# 3,9% 2,9% 2,0%
CN 100,0% 100,0% 100,0%

FONTE: A autora (2023).
Seis concentragdes diferentes foram testadas para determinar a concentragao

citotéxica média (CCso) e observar o comportamento das amostras frente ao parasita.
Para todos os tempos de tratamento foram observadas respostas semelhantes em
termos de taxa de sobrevivéncia. A quantificacdo da taxa de sobrevivéncia foi obtida
através da contagem dos parasitas vivos em camara de Neubauer. Apesar da rapidez
do método, a contagem em camara de Neubauer apresenta algumas limitagdes,
principalmente devido ao fato dos parasitas serem flagelados e por se movimentarem
ao longo do campo de observacdo. Em duas horas de tratamento, foi observado
promastigotas sem movimentagdo, o que indicaria a morte das promastigotas.
Entretanto, apds 12h de tratamento, a taxa de sobrevivéncia aumentou, sugerindo que
as promastigotas estavam vivas apesar da auséncia de movimentagao. Para garantir
a completa acao do tratamento, foi escolhido o tempo de 24h de tratamento para o
restante dos experimentos. Os valores obtidos de CCso para as TCh-AgNPs foi de
0,39, 0,59 € 0,81 ng mL™" para 2, 12 e 24 h, respectivamente (TABELA 19). Analisando
estatisticamente, os valores obtidos para os trés tempos testados, nao foi observado
diferenca estatistica (p < 0,05). Desta forma, para garantir a morte das promastigotas

especialmente devido ao método de contagem, foi escolhido o tempo de 24 h.
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TABELA 19 — ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA E VALORES DE CCso DAS TCh-AgNPs PARA FORMAS
PROMASTIGOTAS EM FUNGAO DO TEMPO

2h 12h 24h
Inibigdo maxima (%) 102,3 +5,9 100,8 + 8,7 98,6 +4,9
Inibigdo minima (%) 12,9+2,8 14,3+4,8 22,0 + 3,1
CCso (ng mL™) 0,39355 0,59704 0,80538
log CCso -3,405 -3,224 -3,094

Intervalo de confianga de 95% (ng mL'1) 0,1459a1,062 0,1131a3,153 0,2639 a 2,462
FONTE: A autora (2023).

Definido a escolha de 24h como tempo de tratamento, foram testadas as
amostras de TCh, AgNPs, TCh-AgNPs e TCh-AgNPs@Ac para as formas
promastigotas em diferentes concentragdes. A partir do calculo de inibicdo maxima,
inibicdo minima e CCso, foi possivel notar que a ordem crescente de CCso foi TCh-
AgNPs < TCh-AgNPs@Ac < AgNPs < TCh. Menores valores de CCso demonstram
maior eficiéncia do composto em matar o parasita. As TCh-AgNPs apresentaram boa
resposta, com inibicdo maxima de 79 + 3,5% das formas promastigotas (TABELA 20),
porém nao apresentando diferencas estatisticas dos outros tratamentos (p < 0,05).

Ovais et al. (2018) observou CCso de 12,56 ug mL-' contra promastigotas e
17.44 uyg mL™" para amastigotas de L. tropica, para AgNPs estabilizadas com extratos
de planta. Shakeel et al., 2023 sintetizou nanoparticulas de prata com quitosana
tiolada e obteve o valor de 0,93 ug mL™ para a Clso frente as formas amastigotas do
parasita L. tropica. Neste caso, a modificagao foi realizada com acido tioglicdlico, acido
com dois carbonos. Ja para macréfagos, a viabilidade foi de 75%, ou seja, 25% de
morte. Shahnaz et al., 2017 também sintetizaram quitosana tiolada, modificando a
quitosana com acido tioglicélico. Frente as formas amastigotas de L. donovani, o
polimero formado obteve uma inibigdo de 84%, e a CCso foi de 0,096 ug mL". Lima
et al., 2017 observaram a atividade leishmanicida de nanoparticulas de prata
estabilizadas com quitosana. A CCs obtida foi 3,91 ug mL™". Os valores obtidos para
as CCso das particulas neste trabalho foram na ordem de nanogramas e menores do
que alguns estudos que usam o mesmo tipo de modificagdo polimérica ou a quitosana
nativa, o que demonstra uma maior eficacia em relagao a outras descritas na literatura.

Além disso, uma agdo sinérgica pode ser observada, onde a TCh né&o
apresentou boa atividade anti-leishmania, porém quando incorporado as TCh-AgNPs,

sua atividade foi aumentada.
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TABELA 20 — ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA E VALORES DE CCso DA TCh, AgNPs, TCh-AgNPs e
TCh-AgNPs@Ac PARA FORMAS PROMASTIGOTAS

TCh AgNP TCh-AgNP  TCh-AgNP@Ac
Inibigdo maxima (%) 59,49 + 18,7 69,62 + 4,9 79,02 3,5 87,66 13,5
Inibigdo minima (%) 21,42 £82 4147 £29 8,82+9,2 17,06 + 11,6
CCso (ng mL™) 140,2 56,73 1,364 17,91
log CCs -0,8533 -1,246 -2,865 1,747

Intervalo de confianga

0,1516 a 129600,0 2,796 a1151,0 0,3426 a5,428 0,4387 a731,1
de 95% (ng mL™)

FONTE: A autora (2023).

4.9.5 Infecgao experimental de macréfagos

Para verificar o comportamento das particulas frente a forma amastigota dos
parasitas, macrofagos foram cultivados em laminulas, contaminados com formas
amastigotas e tratados com diferentes concentragdes de particulas.

Nas observagbes das imagens de fluorescéncia, foi possivel distinguir
diferentes estagios de morfologia dos macréfagos, como demonstrado na Figura 53.
Nas imagens obtidas de macrofagos sem contaminagao, foi possivel observar uma
morfologia mais arredondada e bem homogénea, em condi¢cdes adequadas para se
proliferar e realizar o processo de mitose (FIGURA 53 — A). A medida que ha a
infeccdo, células contaminadas com baixos indices de contaminagdo iniciam o
combate da infec¢do e ja € possivel visualizar a presenga de formas amastigotas no
citoplasma (FIGURA 53 — B, C e D). Com o aumento de leishmanias por células, o
estresse aumenta, reduzindo a capacidade de replicagdo e fazendo com que o
citoplasma se torne mais difuso (FIGURA 53— E), até o ponto de rompimento da

membrana (FIGURA 53 - F), levando a um extravasamento dos parasitas.
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FIGURA 53 - IMAGENS DE FLUORESCENCIA DE MACROFAGOS (A) SAUDAVEIS EM FASE DE
MITOSE, (B) CONTAMINADOS COM LEISHMANIA EM BAIXA TAXA DE INFECGAO,
(C) COM AUMENTO DA TAXA DE CONTAMINAGAO POR LEISHMANIA, (D) COM
ALTAS TAXAS DE INFECCAO, (E) COM DETERIORIZAGAO DA MORFOLOGIA
CAUSADA PELA INFECGAO E (F) EM LISE CELULAR

A) B) C)
D) E) F)

FONTE: A autora (2023).

ApOs a captagao das imagens, a procura por padrdes celulares presentes na
Figura 53 auxiliou na compreensao da resposta celular frente ao tratamento com as
particulas. A porcentagem de células contaminadas foi determinada a partir da
contagem de células contaminadas em relagdo ao numero de células totais. Na Figura
54 sao apresentadas as porcentagens de cada grupo. Comparando com o valor obtido
para o tratamento com o Ambissome®, € possivel notar que ambas as particulas
testadas apresentaram menores porcentagens de células infectadas até a
concentragdo de 2x10 ug mL™". Além disso, a concentragédo de 2x10-3 ug mL™" para
TCh-AgNPs e TCh-AgNPs@Ac apresentaram 1,4 e 2,1 vezes menos células
infectadas, um achado importante que indica o potencial protetor destas particulas,

reduzindo a contaminacéo.
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FIGURA 54 — PORCENTAGEM DE CELULAS INFECTADAS CONTADAS A PARTIR AS
MICROGRAFIAS OBTIDAS DE MACROFAGOS CONTAMINADOS COM FORMAS
AMASTIGOTAS E TRATADOS COM TCh-AgNPs E TCh-AgNPs@Ac EM
DIFERENTES CONCENTRAGOES

100
B TCh-AgNP
;c? B TCh-AgNP@AC
2. gp-| mm Controle negativo
n Ambissome
©
©
S 60+
O *
qﬂ_) 1
S 40l
)
Y
=
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2 2x10" 2x107? 2x10°%  2x10*

Concentraggo (ug mL™")

FONTE: A autora (2023).

Além dos dados quantitativos, é possivel observar o padrdo de morfologia dos
macrofagos nas micrografias. Os tratamentos realizados apresentaram resultados de
concentragao-dependentes. Em concentragdes altas, ha maior presenca de
macréfagos ndo danificados, com metabolismo saudavel ou com baixa taxa de
infecgdo. Na concentragdo de 2x10* yg mL"', as células tratadas apresentaram
morfologias ja em fase de lise, com alta taxa de infecgéo e o rompimento da membrana
(FIGURA 55).
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FIGURA 55 — IMAGENS DE FLUORESCENCIA DE MACROFAGOS CONTAMINADOS COM
FORMAS AMASTIGOTAS E TRATADOS COM TCh-AgNPs E TCh-AgNPs@Ac EM
DIFERENTES CONCENTRACOES

Macréfagos TCh-AgNPs TCh-AgNPs@Ac

Jw bl Z

FONTE: A autora (2023).



113

Observando os macrofagos tratados com TCh-AgNPs@Ac, devido ao pH da
solucdo de particulas, houve uma alta toxicidade, e pouca presenga de formas
amastigotas, o que também foi observado na avaliagao da viabilidade celular (FIGURA
51). Ja para as TCh-AgNPs, desde a concentragao mais alta, a estrutura esférica dos
macrofagos foi mantida, provavelmente interferindo na patogenicidade da forma
amastigota por haver manutencgao da forma esférica com diminui¢gao do dano na célula
hospedeira. Durante o periodo de infecgdo, o meio de cultura foi trocado para que
amastigotas viaveis pudessem fazer a conversao para formas promastigotas. Para
ambas as particulas, a eficiéncia em reduzir a quantidade de formas amastigotas foi
concentragdo-dependente, de forma que concentragdes mais altas apresentaram uma
menor quantidade de amastigotas, enquanto para baixas concentragdes € possivel
observar formas promastigotas no exterior dos macréfagos, bem como amastigotas
no citoplasma das células. Portanto, para os dois tratamentos, houve a presenca de
células pouco contaminadas em concentragdes mais altas. Entretanto, em
concentragdes mais baixas de particulas, foram observadas altas taxas de infecgao e
maior presencga de parasitas.

Apesar da presenca dos parasitas, o tratamento com as nanoparticulas foi
capaz de reduzir os danos nos macrofagos contaminados e reduzir o numero de
amastigotas viaveis, o que indica um sucesso na aplicagdo destas particulas como
potencial tratamento da leishmaniose, principalmente atuando como um agente
protetor dos macrofagos.

Comparando os dois tipos de tratamento, apesar das TCh-AgNPs ja se
mostrarem uma boa opgdo como tratamento, pois apresentaram alta atividade anti-
leishmania e protecao dos macréfagos, as TCh-AgNPs@Ac também apresentaram
um perfil de atividade anti-leishmania efetivo. Esses dados sugerem que a agao
sinérgica da quitosana + prata também pode ser observado para a quitosana tiolada
+ prata, pois observando a atividade anti-leishmania dos precursores e comparando
com as TCh-AgNPs, houve um aumento consideravel da atividade contra o parasita,
sem afetar a viabilidade celular. Além disso, apesar das TCh-AgNPs@Ac néo
apresentarem um aumento consideravel na atividade anti-leishmania, ainda
apresentou bons resultados frente a contaminagéo.

Além das metodologias e resultados apresentados, foi também realizada a

quantificacao de nitrito para avaliar a ativacdo de macréfagos e o teste do DCFH
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(Diacetato de dicloro-di-hidro-fluoresceina) para observar a formagédo de espécies
reativas de oxigénio pelos macrofagos frente a contaminagao. Os resultados obtidos
nao indicaram a ativacdo dos macréfagos nem foi observada a formagao de espécies
reativas de oxigénio, indicando que talvez esse nao seja 0 mecanismo de agao das
nanoparticulas. Entretanto, os resultados ndo sdo conclusivos e demandam mais

experimentos para confirmacao.
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5 CONCLUSOES

O polimero utilizado neste trabalho, a quitosana, foi purificada e caracterizada
por cromatografia de exclusdo de tamanho, ressonancia magnética nuclear e
espectroscopia de infravermelho. A quitosana foi tiolada com a insercéo do acido-3-
mercaptopropanoico, e a modificagcdo foi caracterizada por ensaio de Ellman,
espectroscopia de infravermelho e ressonancia magnética nuclear, de forma que
houve a confirmacio da modificagao.

O polimero modificado foi utilizado para capear nanoparticulas de prata. A
metodologia de sintese foi otimizada, e as particulas formadas foram caracterizadas
por potencial zeta, UV-vis, e tiveram seus didmetros quantificados por DLS e NTA. Os
didmetros obtidos foram maiores apds a incorporagao do polimero, seu potencial zeta
foi menor, devido a incorporagao de um polimero catidnico e o deslocamento do
comprimento de onda de maxima absorcdo demonstrou que a quitosana tiolada foi
eficiente na estabilizacdo das particulas.

Anticorpos anti-rK39 foram ligados a superficie das particulas e este sistema
foi utilizado na deteccao da proteina rK39 pela técnica de SPR. As particulas
demonstraram melhor eficiéncia e um sinal 2,3 vezes maior na interacdo com o
antigeno quando comparados ao anticorpo livre, além da presenga das nanoparticulas
aprimorar a cinética da reacao sendo observado equilibrio mais rapido na sua
presenga. Além disso, a constante cinética de associagao para a interacdo entre as
TCh-AgNPs@ACc e a proteina rK39 foi de 2,2 vezes maior que para a interagdo com o
anticorpo livre.

As particulas obtiveram sucesso na inibigdo de formas promastigotas e
amastigotas, protegendo o macréfago dos danos causados pelos parasitas. Além
disso, estudos de seguranga foram realizados, de forma que as particulas ndo se
mostraram toxicas para hemacias e leucocitos humanos.

Portanto, as nanoparticulas formadas apresentaram sucesso no diagndstico
da leishmaniose, e potencial aplicagdo como agente leishmanicida, comprovando a
hipdtese inicial do trabalho.

Considerando a facilidade de modificacdo de superficie das TCh-AgNPs, a
alteragéo do anticorpo ancorado permite a ampliagao de possibilidades de diagndstico
e tratamento, tornando as particulas uma plataforma com potencial para serem

aplicadas para outras doengas.
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