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Resumo

O desenvolvimento deTestes de Diagnostico Rapido (TDR) para o diagnosti-
co de maldria é uma drea em intenso desenvolvimento.

Aqui, descrevemos dois nanoimunoensaios para a detegao do parasita da ma-
laria; um baseado em eletroforese em gel de agarose; e outro utilizando a tec-
nologia lab-on-paper.

Ambos os nanoimunoensaios usam nanoparticulas de ouro (AuNP) funciona-
lizadas com o acido 11-mercaptoundecanéico (MUA) ou com o pentapéptido
CALNN, conjugadas com o anticorpo monoclonal (anti-PfHRP2) que reco-
nhece especificamente o antigénio de Plasmodium falciparum Histidine Rich
Protein 2 (PfHRP2).

A formagio dos bionanoconjugados AuNP-anti-PfHRP2 foi comprovada por
eletroforese em gel de agarose, demonstrando que a funcionalizagio da AuNP
e 0o modo de conjugagio (por fisiossorgao ou por reticulagao quimica) contro-
lam a ligagao do anticorpo a AuNP.

O nanoimunoensaio baseado em gel de agarose, mostrou que os bionanocon-
jugados AuNP-MUA-anti-P/HRP2 detetaram uma concentragao de antigénio
de 12 pg/mL, uma ordem de grandeza inferior a detetada pelos bionanocon-
jugados AuNP-CALNN-anti-PHRP2 (700 ug/mL).

Os bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2 também revelaram ser efi-
cazes para a detegdo colorimétrica direta do antigénio por Western Blot, eli-
minando a necessidade de um anticorpo secundario.

OTDR baseado na tecnologia lab-on-paper foi desenvolvido numa tira de papel
de filtro a base de celulose, eliminando o tradicional involucro de plastico. A
quantidade de bionanoconjugados e os componentes das linhas de teste e de
controlo foram otimizados. Futuramente, o nosso objetivo ¢é aplicar este TDR

na analise de amostras clinicas.
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Abstract

The development of Rapid Diagnostic Tests (RDTs) for malaria diagnosis
is an area of intense research.

Here, we describe two nanoimmunoassays for malaria parasite detection;
one based on agarose gel electrophoresis; and another employing lab-on-
paper technology.

Both nanoimmunoassays use gold nanoparticles (AuNPs) functional-
ized with 11-mercaptoundecanoic acid (MUA) or with the pentapep-
tide CALNN, and further conjugated with a monoclonal antibody (anti-
PfHRP2) that specifically recognizes Plasmodium falciparum Histidine Rich
Protein 2 (PfHRP2) antigen.

The formation of AuNP-anti-PfHRP2 bionanoconjugates was confirmed
by agarose gel electrophoresis, demonstrating that AuNP functionalization
and mode of conjugation (by physiosorption or by chemical cross-linking)
control antibody binding to AuNP.

The agarose gel-based nanoimmunoassay showed that AuNP-MUA -anti-
PfHRP2 bionanoconjugates could detect an antigen concentration of
12 pg/mL, one order of magnitude less than that detected by AuNP-
CALNN-anti-PfHRP2 bionanoconjugates (700 ug/mL).
AuNP-MUA-anti-P/HRP2 bionanoconjugates were also shown to be ef-
fective for direct colorimetric detection of the antigen by Western Blot,
eliminating the need for a secondary antibody.

The Iab-on-paper technology-based RDT was developed on a filter cel-
lulose filter paper-based strip, eliminating the traditional plastic casing.
The amount of bionanoconjugates, and the components in test and control
lines were optimized. In the future, our goal is to apply this RDT in the

analysis of clinical samples.

Key Words:
Malaria, Rapid Diagnostic Test, antigen detection, agarose gel electro-

phoresis, lab-on-paper technology.
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Introducao

A nanobiotecnologia aplicada a medicina tem especial inte-
resse para diagnostico molecular, especialmente para diag-
nostico clinico, uma vez que possibilita a integragao de diag-
nostico com terapéutica, langando as bases para uma aborda-
gem de medicina personalizada. As aplicagdes de maior rele-
vancia sao nas areas da descoberta de novos biomarcadores,
diagnostico e tratamento de cancro, assim como na detegido
de doengas infeciosas [1].

Neste trabalho, apresentamos dois métodos nanotecnologi-
cos inovadores para o diagnostico da malaria, uma das doen-
cas infeciosas de maior prevaléncia em todo o mundo.

A malaria ¢ causada por parasitas protozoarios do género
Plasmodium (P.), sendo uma das espécies, P._falciparum, res-
ponsavel por elevados niveis de mortalidade e morbilidade
associados a esta doenga. Ocorrem anualmente cerca de 6,6
milhGes de casos de infegao por malaria, sendo que em 2013
foram registadas 584.000 mortes, maioritariamente em
Africa e entre os principais grupos de risco, nomeadamente,
pacientes com VIH, gravidas e criangas com idade inferior a
5 anos [2].

A malaria ¢ transmitida principalmente em regies tropicais
e sub-tropicais onde a temperatura, humidade e a existéncia
de aguas paradas permitem a proliferagio dos vetores, no-
meadamente os mosquitos fémea do género Anopheles. A in-
fecao inicia-se quando o mosquito infetado pica o hospedeiro
mamifero, injetando esporozoitos de Plasmodium na corrente
sanguinea. Os esporozoitos atingem o figado, infetando os
hepatocitos, no interior dos quais se replicam num processo
que culmina com a libertagdo de centenas de merozoitos na
corrente sangufnca. Estes parasitas invadem os eritrocitos,
conduzindo ao aparecimento dos sintomas desta doenga [3].
Os sintomas habitualmente surgem 10 a 15 dias apos a pi-
cada do mosquito e, a semelhanga duma doenga febril, os
mais comuns incluem dores de cabeca, febre alta, calafrios,
vomitos e mal-estar [2-5].

A semelhanca entre os sintomas de malaria e os de uma
doenga febril pode conduzir ao uso desnecessario de medi-
camentos anti-malaricos como os derivados de artemisinina,
cloroquina, mefloquina, entre outros. E por isso de extrema
importancia que o diagnoéstico de malaria seja baseado na
determinagio da presenga de parasitas no sangue e nao nos
sintomas da doenca.

O metodo mais comum para a detegdo de parasitas Plasmo-
dium ¢ a andlise de esfregacos de sangue por microscopia
otica, considerado como "gold standard" do diagnostico de
malaria. Contudo, os parasitas também podem ser deteta-
dos através de microscopia de fluorescéncia ou recorrendo
a tecnologias de amplificagao de acidos nucleicos (PCR) [6].
Estes métodos apresentam diversas desvantagens, pois re-
querem laboratérios e equipamentos apropriados, técnicos
especializados e tempo consideravel para a analise, exigindo

condig¢des que sdo dificilmente acessiveis em paises em vias

22

de desenvolvimento. Em alternativa, tém sido desenvolvidos
os testes imunocromatograficos ou testes de diagnostico ra-
pido (TDR). Sdo testes simples, rapidos, especificos, sensi-
veis e de baixo custo. Sao de facil leitura e interpretacio e
ndo necessitam de infraestruturas de apoio, o que os torna
vantajosos em paises com poucos recursos [6-9].

Os TDR disponiveis comercialmente permitem detetar di-
ferentes antigénios de Plasmodium, tais como: Histidine Rich
Protein 2 (HRP2), Lactate Dehydrogenase (pLDH) ¢ aldola-
se. No entanto, estes testes também apresentam limita¢es;
a HRP2 (somente expressa em P, falciparum) ¢ detetada em
circulagdo varias semanas apos a eliminagdo dos parasitas, o
que pode conduzir a falsos positivos. A pLDH e a aldolase
(produzidas por todas as espécies do género Plasmodium) sdo
menos sensiveis como biomarcadores de infe¢ao por Plas-
modium, comparativamente com os testes para a detegao de
HRP2, mas tém a vantagem de serem rapidamente elimina-
dos da circulagdo apos tratamento conducente a eliminagio
dos parasitas. A sensibilidade dos TDR pode ser grandemen-
te afetada pelas condiges climatéricas como a humidade e
o calor. Podem também gerar falsos positivos, devido a rea-
¢bes cruzadas em pacientes com artrite reumatoide ou ou-
tras condigbes que apresentem auto-anticorpos circulantes
[7,8,10]. Devido a todas estas limitagdes, torna-se urgente
a identificagao de um novo biomarcador de malaria, assunto
atualmente também em estudo pelo nosso grupo de inves-
tigacao.

OsTDR sao geralmente dispositivos imunocromatograficos
de fluxo lateral que usam nanoparticulas de ouro (AuNP)
conjugadas com um anticorpo especifico que reconhece o
antigenio alvo. Normalmente usam uma membrana de ni-
trocelulose como suporte no qual se imobilizam as compo-
nentes das linhas de teste e de controlo (Figura 1 A). O teste
apresenta uma pequena janela para visualizagao dos resulta-
dos e encontra-se protegido por um involucro de plastico
(Figura 1 B). Esta tecnologia tem sido empregue noutros
ensaios de diagnostico, onde se destacam os testes de gravi-
dez [9,11]. Contudo a nitrocelulose sendo um material com
propriedades hidrofobas de forma a poder ser utilizado nes-
tes testes, necessita de sofrer um tratamento superficial, caso
contrario nao ocorre a difusdo das solugGes liquidas, sendo
esta desvantagem superada pela celulose que ¢ intrinseca-
mente um material hidrofilo.

As AuNP sdo candidatas ideais ao desenvolvimento de bioen-
saios, devido as suas propriedades tnicas, tais como possi-
bilidade de controlo de tamanho atraves de sintese quimica
simples, facilidade de preparagdo, elevada area superficial
e facil funcionalizagio que possibilita elevada solubilidade
em agua e cor intensa. As AuNP proporcionam um nano-
-ambiente favoravel a imobilizagdo de biomoléculas (anti-
corpos), mantendo a atividade biologica destas. A funciona-
lizagao das AuNP oferece a oportunidade de criar superficies
complementares e interagcdes multivalentes para um reco-

nhecimento biomolecular eficiente. Os ligandos baseados
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em alcanotitis, tais como o acido 11-mercaptoundecanoico
(MUA) ou o pentapéptido Cys-Ala-Leu-Asn-Asn (CALNN),
provaram ser moléculas extremamente eficazes para a funcio-
nalizagao, uma vez que proporcionam uma interface simples,
flexivel, conveniente ¢ promovem uma ligagio forte entre os
anticorpos e a superficie da AuNP [1,12,13]. O pentapéptido
CALNN possui um grupo tiol na cadeia lateral do N-terminal
da cisteina (C) que permite formar uma ligagao covalente a su-
perficie do ouro; alanina (A) e leucina (L) que possuem cadeias
laterais hidrofobicas, promovendo a auto-montagem do pepti-
do; e dois residuos hidrofilicos ndo- carregados de asparagina
(N) que interagem com o anticorpo [14].

A conjugagio entre o anticorpo e a AuNP podera ocorrer por fi-
siossor¢do (ligagdo eletrostatica) ou por quimiossorgio (ligagao
covalente), neste caso recorrendo a reticulagio entre o anticor-
po ¢ o ligando de funcionalizagio superficial das AuNP.

No presente estudo descrevemos o desenvolvimento de dois
nanoimunoensaios para diagnostico de malaria: (i) baseado em
eletroforese em gel de agarose; e (i) TDR que recorre a tecno-
logia lab-on-paper.

Estes nanoimunoensaios tém como base o uso de AuNP funcio-
nalizadas com MUA ou CALNN e conjugadas com o anticorpo
monoclonal anti-PfHRP2, que reconhece especificamente o an-
tigénio de P, falciparum Histidine Rich Protein 2 (P/HRP2).

Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de agarose ¢ uma técnica classica de ana-

lise de biomoléculas, que permite caracterizar nanoparticulas
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isoladas ou conjugadas com biomoléculas, tais como acidos
nucleicos, proteinas e anticorpos [15-18].

Os géis de agarose sao facilmente preparados, encontram-se
livres de componentes toxicos (ao contrario dos géis de po-
liacrilamida), ¢ permitem a migracao das AuNP e conjugados
em diregio ao elétrodo de carga oposta, com diferentes velo-
cidades de migragdo [15]. As distdncias migradas no final do
tempo de corrida do gel, que se traduzem em mobilidades
eletroforeticas (u), dependem da relagdo carga/massa das
particulas. Assim, considerando AuNP com carga superficial
negativa uniforme, as mobilidades eletroforéticas dos respeti-
vos conjugados com anticorpos, estdo diretamente relaciona-
das com a massa de anticorpo adsorvido a superficie das AuNP
[18]. Posteriormente, ap6s a adigdo de antigénio aos conjuga-
dos AuNP-anticorpo, sera possivel determinar a quantidade
de antigénio ligado por analise das mobilidades eletroforéti-
cas dos conjugados AuNP-anticorpo-antigénio. Pode assim
construir-se uma reta de calibragio que sera a base para um
método de detegdo de antigénio.

TDR em plataforma lab-on-paper

O TDR proposto foi impresso numa tira de papel de filtro
Whatman N° 1 segundo a tecnologia lab-on-paper.

Esta tecnologia foi introduzida em 2007 pelo grupo de in-
vestigacado de George Whitesides da Universidade de Har-
vard [19], tendo sido otimizada no CENIMAT-i3N, FCT-
-UNL [20]. O papel é um substrato atrativo pois ¢ um mate-

rial resistente, leve, que por ser feito de celulose ¢ compativel
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Figura 1 — Testes de diagnostico rapido. (A) Constitui¢io e modo de funcionamento de um TDR baseado num ensaio competitivo; (B) Exemplos de TDR

comerciais para detegdo de malaria em amostras de sangue (consultado em www.malwest.gr, a 24 de julho de 2015).
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Figura 2 — Imagens de microscopia 6tica da secgdo transversal do papel,
antes e depois da difusiao da cera através de toda a espessura do papel. A
fim de realgar o efeito das barreiras hidrofébicas foi utilizada uma solugdo

de corante vermelho.

com amostras biologicas. Além disso apresenta um baixo
custo, comparativamente com a nitrocelulose, o suporte
mais comum em TDR [19,20]. A tecnologia lab-on-paper
tem sido grandemente aplicada na dete¢ao de glucose,
acidos nucleicos de Mycobacterium tuberculosis e anticorpos
anti-Leshmania. A sua aplicagdo tem também sido promis-
sora nas areas da qualidade alimentar e da monitorizagao
ambiental [19,20].

A tecnologia lab-on-paper baseia-se num metodo simples e
nao dispendioso de padronizacdo do papel, formando ca-
nais delimitados por um polimero hidrofébico. O método
usa uma impressora convencional com tinteiros de cera e
uma placa de aquecimento. O padrio desejado ¢ impresso
em cera na superficie do papel, e através do uso de uma
placa de aquecimento, a cera derrete e difunde ao longo
da espessura do papel, criando barreiras hidrofobicas que
definem canais hidrofilicos € zonas de reagao (linha de teste
¢ linha de controlo), tal como ilustra a figura 2.

A aplicagdo desta tecnologia ao TDR para diagnostico de
malaria sera vantajosa comparativamente com os testes
disponiveis comercialmente, pois elimina-se a necessidade
do invélucro de plastico e usa-se um pequeno volume de
amostra, o que diminui o seu custo. Estas condigbes su-
gerem a aplicagdo deste TDR em amostras clinicas, assim
como seria interessante provar a sua aplicabilidade nas con-

dig¢es adversas de diagnostico "point-of-care".
Materiais e métodos

Reagentes

O anticorpo monoclonal anti-PfHRP2 foi obtido comercial-

mente da empresa antibodies-online GmbH. O anticorpo se-
cundario, anti-IgG de ratinho foi adquirido a Sigma-Aldrich
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e os reagentes usados nos geis de SDS-PAGE foram de BIO-
-RAD. A agarose UltraPura (Invitrogen) foi usada nos géis de
agarose. As membranas de nitrocelulose foram de Life Scien-
ces. O papel de filtro foi papel de cromatografia Whatman N°
1. Todos os outros reagentes quimicos foram de Sigma-Aldri-

ch, com elevado grau de pureza.

Sintese e Funcionalizagio de AuNP

As nanoparticulas de ouro com um didmetro medio de 13
nm foram sintetizadas pelo método de redugdo de um sal
de ouro pelo citrato de sodio. Este método foi original-
mente descrito por Turkevich [21] e posteriormente oti-
mizado por Plech e colaboradores [22].

A concentrac¢ao da solugio coloidal de AuNP foi determi-
nada por espectrofotometria de UV-visivel como anterior-
mente descrito [23].

De forma a uniformizar a carga negativa da superficie das
AuNP e facilitar a conjugagdo com o anticorpo, o reves-
timento de citrato de soédio proveniente da sintese foi
substituido pelo acido 11-mercaptoundecandico (MUA)
ou pelo pentapéptido CALNN. A solugdo coloidal de
AuNP foi incubada durante 2 horas a temperatura ambien-
te com MUA, numa razio molar 1:5000 e com CALNN
num periodo de 16 horas numa razao molar de 1:1000.
As particulas funcionalizadas foram submetidas a ciclos de
centrifugagdo/ressuspensao de forma a remover o ligando
que nao reagiu.

As AuNP funcionalizadas foram caracterizadas por espec-
trofotometria de UV-visivel num intervalo de comprimen-
to de onda de 300 a 900 nm e por eletroforese em gel de

agarose.

Preparagio dos bionanoconjugados AuNP-anti-
corpo e AuNP-anticorpo-antigénio

A formagido dos bionanoconjugados AuNP-MUA ou AuNP-
-CALNN com o anticorpo anti-PfHRP2 (AuNP-MUA-an-
ti-PfHRP2 ou AuNP-CALNN-anti-PfHRP2) foi realizada
na presenga e na auséncia dos agentes de reticulagio EDC
(cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimi-
da e NHS (N-hidroxisuccinimida). As solugdes de EDC e
NHS foram preparadas pela dissolugao dos respetivos sais
em agua milli-Q, obtendo-se num volume final de 1 mL,
uma concentracao de EDC e de NHS de 1 mM e 2 mM
respetivamente. As solugdes aquosas de EDC/NHS foram
incubadas com as AuNP funcionalizadas, durante 1 hora, a
temperatura ambiente.

Adicionaram-se diferentes raz6es molares de anticorpo an-
ti-PfHRP2 a AuNP-MUA ou AuNP-CALNN a 1nM para os
estudos de eletroforese em gel de agarose oua 2,5 nM para

o desenvolvimento do TDR. Os conjugados foram incuba-



dos durante 16 horas a 4 °C. Na presenca de EDC/NHS,
os conjugados foram incubados durante 2 horas a mesma
temperatura. Apos a conjugagdo, o anticorpo nao ligado foi
removido por centrifuga¢io e o sedimento foi ressuspendi-
do numa solucao de albumina de soro de bovino (BSA), 10
mg/mL e incubado durante 1 hora no escuro. Desta forma,
sao impedidas as ligagdes ndo especificas, aquando da liga-
¢do do antigénio aos conjugados AuNP-anticorpo.

Apos este passo de bloqueio com BSA, os conjugados fo-
ram submetidos a 2 ciclos de centrifugagdo/lavagem com
tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,2.

No caso da formagdo de bionanoconjugados AuNP-anti-
corpo-antigénio, incubaram-se diferentes concentragdes
de antigénio recombinante P/HRP2 com a mesma razio
molar de anticorpo, durante 2 horas a 4 °C. Seguidamente
as amostras foram novamente centrifugadas/lavadas com

tampao fosfato de sédio, 5 mM, pH 7,2.

Produgio e purificagao do antigénio recombinan-
te PfHRP2

A produgdo e purificacdo da proteina foram realizadas se-
gundo o procedimento adaptado de Ndonwi et al. [24].
Inicialmente foi inserida a sequéncia de ADN do PfHRP2
contendo uma cauda de 6 histidinas no vetor pET15b. Este
plasmideo foi introduzido em células hospedeiras de E.coli
BL21/DE3 para expressao da proteina PHRP2 recombi-
nante. As culturas bacterianas cresceram a 37 °C durante
16 horas e foram transferidas para 2 L de meio LB, no qual
cresceram a 37 °C até uma densidade 6tica a 600 nm entre
0,75 e 0,9. Neste ponto, foi adicionada uma solugio de
IPTG 0,05 mM para promover a sobrexpressao da proteina
e a cultura incubou durante 20 horas a 16 °C. As culturas
foram centrifugadas e posteriormente lisadas por French
press. Apos obtenc¢ao do lisado bacteriano, purificou-se a
proteina PfHRP2 por cromatografia de afinidade, usando
uma resina de Ni-NTA.

A concentragao da proteina foi estimada pelo método do
acido bicinconinico (BCA) [25] e a sua pureza foi avaliada
por eletroforese em gel de SDS-PAGE.

Eletroforese em gel de agarose

Os bionanoconjugados AuNP-anticorpo preparados como
anteriormente descrito, foram centrifugados (22 000 x g,
10 minutos, a 4 °C) e o sedimento ressuspendido em 13,5
ul de tampao fosfato de sédio, 5 mM, pH 7,2, e 1,5 pl de
glicerol (99,5%). As amostras foram aplicadas num gel de
agarose a 0,5% em tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA), pH
8,5. O gel correu durante 30 a 40 minutos a 150 V num
sistema de eletroforese ENDURO (Labnet).

A mobilidade eletroforética (p) foi calculada de acordo

Anais do ITHMT

com a equagao 1, que representa o quociente entre a ve-
locidade de migracao das amostras (0) e o campo elétrico

aplicado (E) [26].

_ v (equagao 1)
H E

Western Blot com detegio pelos conjugados AuNP-
-anticorpo

O ensaio de Western Blot foi efetuado para se comprovar o re-
conhecimento do antigénio recombinante P/HRP2 pelos conju-
gados AuNP-anticorpo anti-PfHRP2.

O antigénio recombinante a 1,5 mg/mL foi inicialmente se-
parado por eletroforese em gel de SDS-PAGE a 10%, e segui-
damente transferido para a membrana de nitrocelulose atraves
do sistema Mini-PROTEAN Tetra (BIO-RAD). A membrana de
nitrocelulose foi bloqueada com uma solugao de BSA a 10 mg/
mL durante 20 minutos, com agitagao lenta. Apos este perfodo
a membrana foi incubada com a solugdo de bionanoconjugados
AuNP-MUA-anti-P/HRP2 durante 2 horas, com agitagao lenta
a temperatura ambiente e posteriormente lavada 3 vezes com o
tampao PBST (tampao PBS com 0,05% de Tween 20) durante

5 minutos.

Projecao do teste de diagnostico rapido usando a tec-
nologia lab-on-paper

O teste foi projetado no programa informatico Adobe Illustra-
tor CC. Os testes foram compostos por uma zona de deposigao
dos bionanoconjugados, uma linha de teste, uma linha de con-
trolo e uma zona de lavagem. Os testes foram impressos em
papel de filtro (Whatman Cellulose Chromatography Paper
Grade 1) com recurso a uma impressora com tinteiros de cera
(Xerox ColorQube 8570). Seguidamente os testes foram difun-
didos numa placa de aquecimento (Robax) durante 2 minutos a
140 °C para que ocorresse a difusao vertical da cera pelo papel,
formando-se barreiras hidrof6bicas
que definem os canais hidrofilicos
para a deposicao das amostras (Fi-

gura 3).

Figura 3 — Tira de papel de filtro
Whatman N° 1 desenhada segundo a

tecnologia lab-on-paper para o desen-
volvimento do TDR.

Legenda: 4
1. Zona de deposicio dos bionano-

conjugados

2. Linha de teste

3. Linha de controlo

4. Zona de lavagem
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Teste de diagnéstico rapido (TDR)

No desenvolvimento do TDR foi realizada a otimizacao da
linha de teste, da linha de controlo e do volume de bionano-
conjugados a serem aplicados.

Para a otimiza¢do da linha de teste foram testados volumes
de 2 a 6 pl de antigénio recombinante PHRP2 num interva-
lo de concentragdes de 0,6 mg/mL a 1,5 mg/mL. Na linha
de controlo foram aplicados 2,5 ul de anticorpo secunda-
rio (anti-IgG de ratinho) sem diluigdo (concentragio de 11
mg/mL) e até uma dilui¢do de 1:100 ou 1:200 em presenga
de bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2 ou AuNP-
-CALNN-anti-PfHRP2 respetivamente. O volume da solu-
¢do de bionanoconjugados a 12 nM foi testado entre 30 e
70 pl.

Para que as solugdes aplicadas ficassem confinadas as linhas
respetivas, foi necessario levantar as respetivas linhas de en-
saio com o auxilio de um clipe, para que a solugdo de anti-
génio recombinante a aplicar na linha de teste ou a solugio
de anti-IgG de ratinho a aplicar na linha de controlo nio
migrasse imediatamente ao longo da tira de papel de filtro.
Apos secagem das solugbes a temperatura ambiente, o clipe
foi retirado e para a realizagdo do teste adicionou-se entdo a
solugdo de bionanoconjugados. Esta migrou por capilaridade
ao longo do papel, tal como pretendido.

Sendo um TDR em formato competitivo, no caso de um tes-
te negativo, o antigénio que reveste a linha de teste liga-se
ao bionanoconjugado AuNP-anticorpo, concentrando a cor
vermelha e formando uma linha visivel. No caso de um teste
positivo, o conjugado AuNP-anticorpo apresenta antigénio
ligado (proveniente da amostra de ensaio), pelo que ndo se
ligara a linha de teste, permanecendo esta incolor. Na linha
de controlo, o anticorpo secundario anti-IgG liga-se ao bio-
nanoconjugado AuNP-anticorpo, formando uma linha ver-
melha, independentemente da presenga do antigénio alvo, o
que demonstra o correto funcionamento do teste.

As imagens apresentadas foram adquiridas com uma camara
fotografica digital Nikon COOLPIX L16 ou com um iPhone

5 (Apple).

Resultados e discussiao
Eletroforese em gel de agarose

Formagdo de bionanoconjugados com anticorpo

A formagao dos bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-
-PfHRP2 ou AuNP-CALNN-anti-PfHRP2 e a sua otimizagao
para a detegdo do antigénio foi estudada por eletroforese em
gel de agarose.

As AuNP funcionalizadas foram conjugadas com o anticorpo
monoclonal numa razdo molar de 0 a 40 por adsorgao dire-
ta (ligagdo eletrostatica) ou por reticulagao quimica usando
EDC/NHS (ligagao covalente).
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Os resultados obtidos mostraram que em todos os casos es-
tudados ocorreu uma diminuigao da mobilidade eletrofore-
tica a medida que uma maior concentragdo de anticorpo foi
conjugado com as AuNP-MUA ou AuNP-CALNN, até uma
razao molar de cerca de 20 anticorpos por AuNP, a partir
da qual ocorreu uma estabilizacio do valor da mobilidade
eletroforética.

Comparando os resultados obtidos para bionanoconjugados
AuNP-MUA-anti-PfHRP2 ou AuNP-CALNN-anti-PfHRP2,
observou-se na presenca de MUA, um maior arrastamen-
to das bandas de conjugados, relativamente aos conjugados
funcionalizados com CALNN, o que pode ser devido a uma
ligagao mais fraca do anticorpo anti-PfHRP2 as AuNP-MUA
comparativamente com as AuNP-CALNN (dados nao apre-
sentados).

Os geis de agarose de bionanoconjugados AuNP-CALNN-
-anti-PfHRP2 na presenca ou auséncia de EDC/NHS sao
ilustrados na figura 4.

Os conjugados formados por ligagdo eletrostatica (Figura 4
A) apresentaram uma maior diferenga de mobilidade eletro-
forética a partir da razao molar de 5 até a razdo molar de
20. Razdes molares superiores a 20, mostraram a mesma
distdncia de migragao.

Nos conjugados formados por ligagio covalente (Figura 4
B), observou-se uma diminuigao de mobilidade eletroforé-
tica a partir da razao molar de 2,5 até a razao molar de 20,
estabilizando a este valor para razées molares superiores.
Também se observou um menor arrastamento das bandas de
conjugados o que permite inferir que na presenga dos agen-
tes de reticulacgao EDC/NHS, s3o formados bionanoconju-
gados mais compactos e robustos, do que na auséncia destes.
A analise destes geis de agarose permite concluir que sao
necessarias cerca de 20 moléculas de anticorpo por cada
AuNP funcionalizada em solugéo, para se formar uma co-
roa compacta de anticorpo em torno da AuNP. Assim, para
garantir a formagdo de conjugados com revestimento total
com o anticorpo, usou-se uma razao molar de 25 anticorpos
por cada AuNP funcionalizada em solugao, aquando do de-

senvolvimento do TDR.
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose de bionanoconjugados
AuNP-CALNN-anti-PfHRP2. (A) Conjugados formados por ligagao
eletrostatica; (B) Conjugados formados por ligagdo covalente. As razdes
molares [anti-P/HRP2]/[AuNP-CALNN] sio indicadas em cada pogo. Os

sinais "+" e indicam a polaridade dos elétrodos.
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Detecdo de antigénio recombinante

As nanoparticulas funcionalizadas (AuNP-MUA ou AuNP-
-CALNN) foram conjugadas com o anticorpo anti-PfHRP2
numa razao molar de 25 por ligagdo eletrostatica ou covalente
¢ seguidamente incubadas com diferentes concentragdes de
antigénio recombinante PHRP2.

Da analise dos géis de agarose obtidos com estes bionanocon-
jugados incubados com antigénio, concluiu-se que a detegdo
de antigénio recombinante s6 foi conseguida para os bionano-
conjugados AuNP-anticorpo formados na presenga dos agen-
tes de reticulagdo EDC/NHS, uma vez que estes conferem
uma maior estabilidade aos bionanoconjugados [27]. Nos bio-
nanoconjugados basecados em AuNP-MUA observou-se uma
diminuicio da mobilidade eletroforética até cerca de -0,92
pum cm/ Vs, que corresponde a uma concentragdo em an-
tigénio de 12 pg/mL, sendo que a partir desta concentragao
ocorreu uma estabilizacdo da mobilidade eletroforética até
concentragdes de antigénio de pelo menos 100 ug/mL (Figura
5 A). Na presenga de bionanoconjugados funcionalizados com
CALNN, observou-se uma diminui¢io de mobilidade eletro-
forética @ medida que a concentragio de antigénio aumenta,
até cercade -1,1 ym cm/ Vs, correspondendo a 700 pg/mL
de PHRP2, estabilizando neste valor para concentragdes de
antigénio superiores e até cerca de 1000 pg/mL (Figura 5 B).
Observa-se assim, que na presenga dos bionanoconjugados
AuNP-CALNN-anti-PfHRP2 ¢ possivel detetar concentra-
¢bes de antigénio recombinante PHRP2 cerca de uma ordem
de grandeza superior a detetavel em presenga de bionano-
conjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2. Tal propriedade pode
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose de bionanoconjugados formados

na presenga de EDC/NHS com diferentes concentragdes de antigenio re-

combinante PfHRP2 (indicadas em cada pogo).

(A) Eletroforese em gel de agarose de AuNP-MUA-anti-PfHRP2 incubados
com diferentes concentragdes de antigenio PfHRP2 e respetiva mobilidade
cletroforética; (B) Electroforese em gel de agarose de AuNP-CALNN-anti-
-PfHRP2 incubados com diferentes concentrages de antigénio PHRP2 e

non

respetiva mobilidade eletroforética. Os sinais "+" e

de dos elétrodos.
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dever-se ao facto do pentapéptido CALNN promover uma
ligacao mais favoravel entre o anticorpo e a AuNP, o que por
sua vez pode favorecer a ligagdo de maiores quantidades de

antigénio PAHRP? [28,29].

Detegdo de antigénio em sobrenadantes de culturas de sangue huma-
no infetado com PfHRP2

As nanoparticulas funcionalizadas (AuNP-MUA ou AuNP-
-CALNN) foram conjugadas com o anticorpo anti-PfHRP2
numa razio molar de 25 por ligagdo covalente ¢ incubadas
com diferentes concentracdes de sobrenadante de cultura
de sangue humano infetado com PfHRP2 e de cultura nio
infetada.

Os resultados obtidos indicam que nao ha diferenga de mo-
bilidade eletroforética entre as diferentes concentragdes de
sobrenadante de culturas de sangue humano infetado ou no
infetado (amostra controlo). Estes resultados podem indicar
que ndo ocorreu ligagio do antigénio existente nas culturas
de sangue ao anticorpo que reveste as nanoparticulas funcio-
nalizadas, o que se pode dever a uma baixa concentragao do
parasita ou a composi¢ao do meio de cultura onde o parasita
se mantém. Este meio de cultura maioritariamente rico em
eritrocitos e albumina de soro de bovino [30], pode ser pre-

judicial a ligago do anticorpo ao antigénio.

Western Blot para detegao
do antigénio recombinante PfHRP2

A analise por Western Blot foi realizada para confirmar que
o antigénio recombinante PfHRP2 pode ser reconhecido
pelo anticorpo monoclonal anti-PfHRP2 conjugado com as
AuNP funcionalizadas com MUA.
Os resultados obtidos mostraram a presenca de uma banda
vermelha a cerca de 50 kDa, correspondente ao reconheci-
mento da proteina AHRP2 em estudo [24]. Verifica-se assim
que o uso de bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2
revelou ser um método eficaz para a detegdo, uma vez que
a proteina alvo foi detetada diretamente na membrana de
nitrocelulose pelo uso de um anticorpo especifico (anti-
-PfHRP2) presente a superficie das AuNP. Este mostrou ser
um método de revelagdo mais rapido, mais simples ¢ mais
economico, comparativamente com a quimioluminescéncia,
o método mais comum em Western Blot. Este Gltimo re-
quer o uso de um anticorpo secundario, substrato de qui-
mioluminescéncia, pelicula fotografica e equipamento de
revelago. As AuNP aqui presentes sdo facilmente sinteti-
zadas, apresentam um baixo custo, tém uma elevada area
superficial que permite a facil conjugagao com os anticor-
pos e permite uma simples visualizagao e interpretagao dos
resultados através do aparecimento de bandas vermelhas.
Um estudo semelhante foi anteriormente realizado por al-

guns de nobs para a identificagdo de um outro antigénio de

malaria (PfHsp70) [18].
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Teste de Diagnostico Rapido
usando a tecnologia lab-on-paper

Para o desenvolvimento do teste de diagnostico rapido foi
necessario otimizar o volume e a concentragio de antigénio
recombinante PfHRP2 a adicionar a linha de teste, a dilui-
¢ao de anticorpo secundario (anti-IgG) a aplicar na linha de
controlo, assim como a quantidade (controlada pelo volume
de solugao adicionado) de bionanoconjugados AuNP-MUA-
-anti-PfHRP2 ou AuNP-CALNN-anti-PfHRP2 a aplicar na

zona de deposigao.

Aplicagdo dos bionanoconjugados no TDR

O volume de bionanoconjugados AuNP-MUA -anti-PfHRP2
ou AuNP-CALNN-anti-PfHRP2 a 12 nM variou entre 30 e
70 ul, de modo a determinar o volume necessario a ser apli-
cado na zona de deposi¢io dos bionanoconjugados ¢ a sua
capacidade de migragdo ao longo do teste. Observou-se que
60 pl é o volume ideal a ser aplicado para que os bionano-
conjugados migrem ao longo da tira de papel de filtro, e re-
conhegam o antigénio e o anticorpo secundario imobilizados

na linha de teste e de controlo, respetivamente.

Otimizagdo da linha de teste

A concentragdo de antigénio recombinante PfHRP?2 foi ava-
liada num intervalo de 0,6 a 1,5 mg/mL. Verificou-se que
somente com a concentragao mais alta, correspondente a
1,5 mg/mL ¢ que foi possivel detetar uma cor vermelha

visivel na linha de teste. Este resultado indica que ocorreu

A
1:90 160

ligagdo entre o antigénio imobilizado na linha de teste ¢ o
anticorpo anti-PfHRP2 conjugado com as AuNP funciona-
lizadas (com CALNN ou MUA) que migraram ao longo da
tira de papel de filtro.

Também foi variado o volume de solugio de antigénio re-
combinante P/HRP2 a imobilizar na linha de teste num in-
tervalo de 2 a 6 ul. Os resultados obtidos mostraram que 2,5
ul € o volume ideal a ser aplicado, uma vez que volumes de
antigénio superiores a este tornam-se excessivos para a ca-
pacidade de absorgao do papel de filtro na linha de teste. As-
sim, verificou-se que o volume de 2,5 ul de antigénio a uma
concentragdo de 1,5 mg/mL sdo as condigdes favoraveis a
serem aplicadas de modo a que o antigénio seja detetado, tal

como ilustra a figura 6.

Otimizagdo da linha de controlo

Na linha de controlo foram aplicados 2,5 ul de anticorpo
secundario (anti-IgG) numa gama de diluigdes até 1:100
para os bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2 ou
1:200 no caso de bionanoconjugados AuNP-CALNN-anti-
-PfHRP2. O volume aplicado de 2,5 pl foi selecionado de
acordo com os resultados obtidos na linha de teste.

Na presenga de bionanoconjugados AuNP-CALNN-anti-
-PfHRP2, a linha de controlo apresentou uma cor vermelha
visivel ate uma diluigdo de anti-IgG de 1:90. A partir desta
dilui¢do, a linha de controlo ainda ¢ detetada, embora com
menor nitidez, deixando de o ser em presenca de diluigdes
superiores (1:200), tal como ilustrado na figura 7 A. Nos
bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2 uma cor ver-
melha visivel esta presente até a dilui¢ao de 1:45, ndo sendo
detetaveis diluigoes de anticorpo secundario superiores (Fi-
gura 7 B).

A partir dos resultados obtidos foi selecionada para o desen-
volvimento do TDR a diluigdo de anti-IgG de 1:90 ¢ 1:45
em presenga dos bionanoconjugados AuNP-CALNN-anti-
-PfHRP2 e AuNP-MUA-anti-PfHRP2, respetivamente.

Uma maior diluigdo foi conseguida na presenga das nano-

particulas funcionalizadas com CALNN comparativamente

B

i

1:200

Figura 7 — Dilui¢oes de anticorpo secundario (anti-IgG) aplicadas na linha de controlo das

Figura 6 — Detegdo do antigénio recombinante PFHRP2 em tira
de papel de filtro. Aplicagdo de 2,5 pl de antigénio a 1,5 mg/

tiras de papel de filtro. (A) DiluigGes de anti-IgG aplicadas na linha de controlo em presen-
¢a de 60 pl de bionanoconjugados AuNP-CALNN-anti-PfHRP2 a 12 nM; (B) Diluigdes de

mL e 60 ul de bionanoconjugados AuNP-CALNN-anti-PHRP2 anti-IgG aplicadas na linha de controlo em presenga de 60 ul de bionanoconjugados AuNP-

a 12 nM.
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-MUA-anti-PfHRP2 a 12 nM.


http://teste.as/

com as nanoparticulas funcionalizadas com MUA, provavel-
mente devido ao facto do pentapéptido CALNN favorecer a
ligagao do anticorpo a AuNP e por conseguinte favorecer a
ligagdo deste ao anticorpo secundario imobilizado na linha
de controlo. Uma maior dilui¢ao de anticorpo secundario na
linha de controlo torna-se vantajosa, uma vez que permite o

desenvolvimento de um teste mais econémico.

Conclusoes

O presente trabalho descreve a possibilidade de detegao do
antigénio recombinante PfHRP2, proveniente do parasita da
malaria Plasmodium falciparum, usando dois nanoimunoen-
saios diferentes: (i) eletroforese em gel de agarose; e (ii) tes-
te de diagnostico rapido (TDR) com recurso a tecnologia
lab-on-paper.

Pelos resultados apresentados é possivel concluir que 20 mo-
léculas de anticorpo em solugdo por cada AuNP funcionali-
zada sdo suficientes para a formagdo de bionanoconjugados
estaveis. No entanto, os melhores resultados foram obtidos
para AuNP funcionalizadas com CALNN e conjugadas por
ligagdo covalente ao anticorpo monoclonal anti-PfHRP2,
o que permite concluir que a funcionalizacio e 0 modo de
conjugacao (eletrostatica ou covalente) controlam a ligagdo
do anticorpo a nanoparticula, com implicagdes na formagio
de bionanoconjugados mais compactos e robustos.

A cletroforese em gel de agarose permitiu comprovar a for-
magdo dos bionanoconjugados ¢ a detegdo do antigénio em
estudo. A detegdo do antigénio recombinante PfHRP2, re-
correndo a esta metodologia, 56 foi conseguida em presenca
de bionanoconjugados preparados por ligagao covalente, de-
vido a sua maior estabilidade em comparagdo com os prepa-
rados por ligagdo eletrostatica. Foi possivel detetar cerca de
12 ug/mL de antigénio em presenga de bionanoconjugados
AuNP-MUA-anti-PfHRP2 ¢ 700 pg/mL em presenga dos
conjugados AuNP-CALNN-anti-PfHRP2. Conclui-se que
aproximadamente 60 vezes mais antigénio foi detetado com
os bionanoconjugados AuNP-CALNN-anti-PfHRP2, o que
demonstra que o pentapéptido CALNN favorece a ligagdo
do anticorpo a AuNP, e consequentemente a ligagdo do an-
tigénio.

Recorrendo a eletroforese em gel de agarose, nao foi possivel
detetar o antigénio a partir do sobrenadante de culturas de
sangue humano infetado, possivelmente devido a baixa con-
centragao do parasita ou a composi¢ao do meio de cultura
onde este se encontra, que pode prejudicar a ligagio anti-
corpo-antigénio.

Os resultados provenientes da analise por Western Blot mos-
traram que o antigeénio recombinante PHRP2 foi especifi-
camente reconhecido pelos bionanoconjugados. A utilizagao
de uma solugdo de bionanoconjugados mostrou ser um me-
todo de revelagdo rapido, sensivel e de facil visualizagao e

interpretacdo. Trata-se de um método menos dispendioso e
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menos demorado comparativamente com o método de reve-
lagdo indireto, a quimioluminescéncia, comum em Western
Blot.

O TDR proposto tem como superficie de teste uma tira de
papel de filtro desenhada segundo a tecnologia lab-on-paper,
em que 60 pl de bionanoconjugados a 12 nM foi conside-
rado ser o volume ideal a aplicar no teste. Estes migraram
por capilaridade e estabeleceram ligagdo com o antigénio
imobilizado na linha de teste e com o anticorpo secunda-
rio imobilizado na linha de controlo. Uma linha vermelha
que demonstra a presenca de PfHRP2 foi visualizada na zona
de teste com a imobilizagao de 2,5 pl de antigénio recom-
binante a uma concentragao de 1,5 mg/mL. O anticorpo
secundario foi detetado na linha de controlo em presenca
de uma dilui¢dao de anti-IgG de 1:45 ou 1:90 quer se trate
de bionanoconjugados AuNP-MUA-anti-PfHRP2 ou AuNP-
-CALNN-anti-PfHRP2, formados por ligagdo covalente ou
eletrostatica. Uma maior dilui¢do de anticorpo secundario
foi obtida na presenga de nanoparticulas funcionalizadas com
CALNN, tornando-se uma mais-valia para o desenvolvimen-
to de um TDR de menor custo.

O estudo realizado pode ser considerado como a base para o
desenvolvimento futuro de um TDR usando amostras clini-
cas, com possibilidade de aplicagdo em laboratorios clinicos
e em analises de campo nos paises em vias de desenvolvi-
mento.

Pretende-se dar continuidade a este estudo, aumentando a
sensibilidade do teste com o uso de nanoparticulas de ouro
de maior didmetro (por exemplo, cerca de 50 nm), uma vez
que estas tém uma intensidade de cor que pode ser ate 4
vezes superior a intensidade de cor das AuNP de 13 nm de
didmetro, aqui estudadas, permitindo assim uma melhoria
na dete¢ao. Com o mesmo objetivo, pretende-se também
projetar um TDR composto por uma zona especifica para
a deposigao das amostras clinicas. Esta zona sera desenhada
anteriormente a zona de deposi¢ao dos bionanoconjugados,
para que aquando da aplicagdo da amostra clinica esta migre,
se ligue aos bionanoconjugados imobilizados, e seguidamen-
te continue a sua migragao ao longo da tira de papel de filtro,

passando pela linha de teste e pela linha de controlo.
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