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YAMAKAWA, A. C. Detec¢do de parvovirus canino 2 com uso de nanoparticulas
de ouro. 2022. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2022.

RESUMO

A parvovirose canina, causada pelo parvovirus canino 2 (PVC-2), acomete
principalmente caes jovens nao vacinados, causando um quadro gastrointestinal grave
que pode levar a morte. O desenvolvimento de técnicas diagnostico de baixo custo e
rapidas sdo necessarios, uma vez que somente o diagndstico clinico ndo ¢ conclusivo.
Biossensores, como as nanoparticulas de ouro, possuem caracteristicas fisico-quimicas
dinamicas que possibilitam a transdugdo de diversos sinais (Opticos, plasmonicos,
eletroquimicos), o que os torna eficientes sensores. O objetivo do presente projeto foi
desenvolver e padronizar a identificacio de PVC-2 a partir de amostras de fezes,
utilizando nanoparticulas de ouro modificadas com a deposi¢@o de anticorpos. Protocolo
foi padronizado com uso de anticorpo monoclonal, policlonal € a combinagao de ambos.
Um total de 60 amostras de fezes positivas e 5 negativas na qPCR para PVC-2 foram
submetidas a técnica apds dilui¢do na propor¢do 1:150 em PBS. Para todos os anticorpos
houve um aumento significativo no comprimento de onda pela técnica de LSPR apos a
adigdo das amostras positivas. A combinagdo de ambos os anticorpos apresentou a maior
diferenga. Em contrapartida, ao adicionar as amostras negativas, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no comprimento de onda em comparacdo a etapa com 0s
anticorpos. Amostras de adenovirus e circovirus suino 2 também foram submetidas a
técnica, ndo sendo detectado ligagdes inespecificas. Ao comparar os valores de aumento
do comprimento de onda, com os resultados de qPCR e hemaglutinacdo, ndo foi
constatada uma correlacdo de valores, evidenciando que esse protocolo apresenta
resultados qualitativos (positivo e negativo). Em conclusdo, a detec¢ao do PVC-2 foi
confirmada pela andlise de LSPR, sendo essa uma técnica que proporciona um
diagnostico sensivel e especifico de forma rapida (~ 40 min) e com baixo custo
(~R$5/amostra). Os resultados aqui encontrados sdo promissores, podendo servir de base

para futuros protocolos de point of care testing.

Palavras-chave: biossensores, nanoparticulas de ouro e PVC-2.



YAMAKAWA, A. C. Canine parvovirus 2 detection with a gold nanoparticles
protocol. Botucatu, 2022. 81 p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Canine parvovirosis, caused by canine parvovirus 2 (CPV-2), affects mostly young
unvaccinated dogs, causing a severe gastrointestinal condition that can lead to death. The
development of low-cost and rapid diagnostic techniques is necessary, since only clinical
diagnosis is not conclusive. Biosensors, such as gold nanoparticles, have dynamic
physicochemical characteristics that allow the transduction of various signals (optical,
plasmonic, electrochemical), which makes them efficient sensors. The objective of the
present project was to develop and standardize the identification of CPV-2 from stool
samples using gold nanoparticles modified with antibody deposition. Protocol was
standardized using monoclonal antibody, polyclonal antibody, and combination of both.
A total of 60 stool samples positive and 5 negatives in qPCR for CPV-2 were submitted
to the technique after dilution at a ratio of 1:150 in PBS. For all antibodies there was a
significant increase in wavelength by the LSPR technique after the addition of the positive
samples. The combination of both antibodies showed the greatest difference. In contrast,
when adding the negative samples, there was no statistically significant difference in
wavelength compared to the step with the antibodies. Samples of adenovirus and porcine
circovirus 2 were also submitted to the technique, and no nonspecific binding was
detected. When comparing the wavelength increase values, with the qPCR and
hemagglutination results, no correlation of values was found, evidencing that this
protocol presents qualitative results (positive and negative). In conclusion, the detection
of CPV-2 was confirmed by LSPR analysis, and this is a technique that provides a
sensitive and specific diagnosis quickly (40 min) and at low cost (~R$5/sample). The
results found here are promising and may serve as a basis for future point of care testing

protocols.

Keywords: Biosensors, gold nanoparticles e CPV-2



1. INTRODUCAO

O parvovirus canino 2 (PVC-2) ¢ um dos principais agentes causais de
gastroenterites em caes, acometendo majoritariamente animais jovens apresentando uma
alta mortalidade (LAMM; REZABEK, 2008). Causa uma enfermidade infectocontagiosa
aguda, com altos indices de transmissibilidade, cujo a principal via de transmissao ¢ a
oronasal (BEHDENNA et al., 2019; DECARO; BUONAVOGLIA, 2012; GOGONE et
al., 2020).

O primeiro parvovirus canino (PVC-1), inicialmente conhecido como “minuto virus
canino” (MVC), foi isolado de caes assintomaticos em 1967 (BINN et al., 1970). Quase
10 anos apds sua descoberta, o virus reemergiu e foi relacionado a mortes neonatais de
caes, com quadros gastrointestinais e respiratorios, porém ainda com infecgdo
assintomatica na maioria dos casos (GODDARD; LEISEWITZ, 2010; LAMM,;
REZABEK, 2008).

Em meados de 1978, outro virus similar ao PVC-1 e ao virus da panleucopenia
felina (VPF), foi identificado de amostras de cdes jovens com quadros gastrointestinais
e/ou miocardite (BURTONBOY et al., 1979; KELLY, 1978). Esse novo patdgeno foi
entdo chamado de parvovirus canino 2, diferenciando-se antigénicamente do PVC-
1/MVC (CARMICHAEL; BINN, 1981; CARMICHAEL; SCHLAFER; HASHIMOTO,
1994). Desde o ano de 2013 a atual taxonomia engloba o PVC-2, na espécie Carnivore
protoparvovirus 1 (COTMORE et al., 2019).

A origem do PVC-2 ainda ndo ¢ totalmente elucidada. As principais teorias
envolvem sua evolucdo do virus da panleucopenia felina (VPF) como uma variante,
devido suas similaridades (PARRISH; CARMICHAEL, 1983), ou que ambos se
originaram em um ancestral antigénicamente semelhante, como carnivoros selvagens
(TRUYEN, 1999). Outra teoria que suporta sua apari¢do quase simultdnea no mundo, ¢ a
emergéncia a partir de uma cepa vacinal do virus da panleucopenia felina (VPF)
(TRUYEN, 1999).

Com a auséncia de uma imunidade prévia, o virus se espalhou mundialmente nas
populagdes de caes até os anos 1980’s (CARMICHAEL; BINN, 1981). Diferencas
antigénicas entre os isolados no inicio da emergéncia do virus, e os isolados apos 1980,
detectadas com o uso de anticorpos monoclonais indicaram a ascendéncia de sua primeira

variante, o PVC-2a (PARRISH et al., 1985, 1988). Essa nova variante se mostrou



evolutivamente vantajosa em relacdo ao PVC-2 original, substituindo-o rapidamente em
um periodo de 2-3 anos em todo mundo (PARRISH et al., 1988). Poucos anos depois,
em 1984, a segunda variante PVC-2b comegou a ser reportada (PARRISH et al., 1988).

Em 2000 uma terceira variante, PVC-2c, foi isolada na Itdlia (BUONAVOGLIA et
al., 2001). Entretanto, estudo retrospectivo identificou o PVC-2¢ em uma amostra de
1996 na Alemanha, indicando que essa variante ja circulava no pais antes de ser isolada
na Italia (DECARO et al., 2007a). Em um curto periodo de tempo, essa nova variante
com maior morbidade e mais virulenta comegou a ser reportada mundialmente
(DECARO et al., 2006; HONG et al., 2007; NAKAMURA et al., 2004; PEREZ et al.,
2007; STRECK et al., 2009; VIEIRA et al., 2008).

Atualmente, todas as variantes estdo disseminadas mundialmente, sendo a principal
causa de enteropatia em caes (OLIVEIRA SANTANA et al, 2022; MIRANDA;
THOMPSON, 2016). A principal via de infec¢do ¢ a oronasal através do contato com
fezes contaminadas, com periodo de incubacdo de trés a sete dias (DECARO;
BUONAVOGLIA, 2012). A parvovirose canina ¢ conhecida pela diarreia sanguinolenta
caracteristica, acompanhada de vomito, perda de apetite, apatia, depressao, febre e
desidratagdo em animais jovens, com alta morbidade e o&bitos (DECARO;
BUONAVOGLIA, 2012; LAMM; REZABEK, 2008).

O PVC-2 também pode causar um quadro de miocardite em cdes nas suas duas
primeiras semanas de vida, sendo um quadro com rapido desenvolvimento que leva a
insuficiéncia cardiaca, arritmias e a morte (SIME ef al., 2015; TAVORA et al., 2008).
Quadros com diminuicao de células brancas também sdo caracteristicas da infeccao pelo
PVC-2, devido a migracdo para medula 6ssea (NANDI; KUMAR, 2010).

Devido a réapida progressdo e piora do quadro clinico, junto ao perfil
socioeconomico da doencga, diagnosticos rapidos, praticos e pouco onerosos sao ideais.
Nesse ambito, o objetivo do presente projeto foi o desenvolvimento um método de
deteccao confiavel e economicamente acessivel para parvovirus canino tipo 2, utilizando

nanoparticulas de ouro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parvovirus canino 2

A familia Parvoviridae engloba duas subfamilias, Densovirinae e Parvovirinae.
A subfamilia Parvovirinae compreende oito géneros: Amdoparvovirus, Aveparvovirus,
Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus, Erythroparvovirus,
Tetraparvovirus e Protoparvovirus (COTMORE et al., 2019; ICTV, 2021). O género
Protoparvovirus atualmente compreende 11 espécies (COTMORE et al., 2019; ICTV,
2021), dentre elas a Carnivore protoparvovirus 1 (canine parvovirus 2; PVC-2),

responsavel por causar doenca em caes.

Os parvovirus sao virus pequenos, com um capsideo de simetria T=1 formado por
60 proteinas virais com um diametro de aproximadamente 25nm e nao envelopado
(MIETZSCH; PENZES; AGBANDJE-MCKENNA, 2019; TSAO et al., 1991). Seu
genoma consiste em aproximadamente Skb nucleotideos em fita simples de DNA com
estruturas de harpin em ambas as extremidades, codificando duas open reading frames
(ORF): A ORFI para proteinas nao estruturais (NS1 e NS2) e a ORF2 para proteinas do
capsideo (VP1, VP2 e VP3) (DECARO; BUONAVOGLIA, 2012; MIETZSCH;
PENZES; AGBANDJE-MCKENNA, 2019; PAES, 2016), como mostra a figura 1.

A ORF das proteinas ndo estruturais (NSs), além de codificar multiplas proteinas
regulatorias da replicagdo viral, ¢ uma regido com altos indices de conservacdo,
usualmente utilizada para classificacio dos géneros da familia Parvoviridae
(MIETZSCH; PENZES; AGBANDJE-MCKENNA, 2019). Regides da NSI1 estdo
relacionadas a replicagdo, como a de ligacdo do DNA, ligacdo de ATP, dominio da
helicase e transativagio (NUESCH; ROMMELAERE, 2006). A proteina NS1 é
relacionada com citotoxicidade, alterando a morfologia da célula e podendo até levar a

morte celular (CORBAU et al., 2000; NUESCH; ROMMELAERE, 2006).

As proteinas de capsideo determinam a susceptibilidade e a capacidade do virus
de ligar nos receptores das células do hospedeiro (LAMM; REZABEK, 2008). A VP2 ¢
o componente primdrio para formacdo do capsideo, interagindo com receptores de

transferrina na superficie da célula hospedeira (HUEFFER et al., 2003; HUEFFER;



PARRISH, 2003). A entrada do virus na célula ocorre por endocitose mediada por clatrina

(PARKER; PARRISH, 2000).

FIGURA 1 - Esquema do capsideo, genoma e proteinas codificadas do PVC-2.
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Fonte: Adaptado do website www.viralzone.expasy.org.

O PVC-2 original se diferencia das suas primeiras variantes por 5 ou 6
nucleotideos, enquanto o PVC-2a e PVC-2b, por apenas duas substituicoes de
aminodcidos nas proteinas do capsideo (Asn-426 para Asp e Ile-555 para Val) (PARRISH
etal., 1991). O residuo 426 da VP2 ¢ um sitio com grande representatividade antigénica
(epitopo A) do capsideo, sendo essa mutacdo um ponto de diferenca do PVC-2b com o
PVC-2a, VPF e o mink enteritis virus (MEV) (PARRISH et al., 1991). Entretanto, reacao
cruzada entre PVC-2, VPF e MEV ¢ constatada (EMMANUEL et al., 2021;
HAFENSTEIN et al., 2009; PARRISH; CARMICHAEL, 1983). O PVC-2c¢ também
difere das outras variantes anteriores no residuo 426, possuindo um glutamato

(BUONAVOGLIA et al., 2001).

2.2 Parvovirose canina

A parvovirose canina ¢ uma enfermidade infectocontagiosa aguda, acometendo
animais jovens com quadros gastroentéricos de vomito e diarreia sanguinolenta na
maioria dos casos. O PVC-2, possui tropismo por tecidos com alta replicagdo celular,
dentre eles o epitélio intestinal (PAES, 2016), causando alta mortalidade principalmente

em animais jovens (LAMM; REZABEK, 2008). Seu pequeno genoma nao codifica a



enzima DNA polimerase, necessaria para replicagdo viral, consequentemente o PVC-2 s6
consegue se replicar em células com altas taxas de multiplicagdo, como tecidos
embrionarios, linfoides, medula 6ssea e pelo epitélio intestinal (PAES, 2016).

A principal porta de entrada € a oronasal, mas transmissao indireta por contato
com fOmites, vetores mecadnicos e ambiente contaminado também ¢é possivel
(BAGSHAW et al., 2014, BEHDENNA et al., 2019; DECARO; BUONAVOGLIA,
2012; GOGONE et al., 2020). Ao entrar no hospedeiro, o virus se replica no tecido
gastrointestinal e linfoide, disseminando-se até o epitélio das criptas do intestino delgado
e medula 6ssea por meio da infecgdo de leucocitos (DECARO; BUONAVOGLIA, 2012).
A excrecdo viral pelas fezes ocorre em torno de quatro dias antes do inicio dos sintomas,
podendo continuar por semanas ap6s a melhora clinica (GOGONE et al., 2020). O pico
de concentragdo viral nas fezes ocorre em torno de 4 a 7 dias ap6s infeccao (JOHNSON;
SMITH, 1983).

A disseminac¢do do virus, com seguida implementacgao de programas de vacinagao,
auxiliou na diminui¢do de casos, mas também contribuiu no aparecimento de variantes
antigénicas pela pressdao imunologica (DECARO; BUONAVOGLIA, 2012). Sendo um
DNA virus de fita simples, possui taxa de mutagdo de aproximadamente 107, nio sendo
mais encontrado circulante o PVC-2 original, com atualmente 3 tipos antigénicos: PVC-
2a, PVC-2b e PVC-2¢ (DECARO; BUONAVOGLIA, 2012; PAES, 2016; ZHOU et al.,
2017).

Quadros de émese intensa, inapeténcia, leucopenia e diarreia sanguinolenta e/ou
mucoide com perda de vilosidades do intestino, podendo predispor para quadros de sepse,
sdo caracteristicos (KILIAN et al, 2018). Com a diarreia intensa e possivelmente
desidratagcdo, pode-se ocorrer choque por hipovolemia (MAZZAFERRO, 2020). O
acompanhamento da leucopenia pode ser Util para avaliagao de prognéstico (GODDARD
et al., 2008).

Apesar das diversas pesquisas em cima da enterite causada pelos PVC, ndo ha um
tratamento especifico para o patdgeno, sendo utilizada a base terapéutica para
gastroenterites no geral, junto ao suporte clinico do animal e controle de demais
sintomatologias (GODDARD; LEISEWITZ, 2010; MAZZAFERRO, 2020).

Além das problematicas da doenca aguda, ja foi constatado que caes que
sobreviveram de um quadro clinico de parvovirose quando filhotes, tem mais riscos de

desenvolver quadros cronicos de gastroenterite ao decorrer da vida (KILIAN et al., 2018).



A infec¢do pelo PVC-2 ¢ importante em cendrios encontrados em canis e abrigos,
com sua alta morbidade, essa proximidade e grande quantidade de animais, propicia a
disseminagdo da doenga, podendo ocorrer surtos e piora dos quadros com infecgdes
secundarias (DECARO; BUONAVOGLIA, 2012). Ambientes com alta concentragao de
animais, também podem predispor a presenca de possiveis vetores mecanicos, como
moscas (BAGSHAW et al., 2014). Outro fator agravante da parvovirose canina, ¢ seu
perfil de prevaléncia em areas com populacdes socioeconomicamente vulneraveis,
complicando acesso ao tratamento e internacdo (BRADY et al., 2012; KELMAN et al.,
2019).

O PVC-2 apresenta resisténcia contra a maioria dos desinfetantes comuns, sendo
sensivel a concentracdes de formalina, haldogenos e hidréxido de soédio (CAVALLI et al.,
2018; MCGAVIN, 1987). O desinfetante mais comum utilizado para desinfeccdo de
ambientes veterinarios € o haldégeno hipoclorito de sodio, sendo eficiente para inativagdo
do PVC-2 na concentragdo de 0,75% por pelo menos 1 minuto (CAVALLI et al., 2018).
Em temperatura ambiente pode permanecer viavel por mais de 6 meses (KHATRI et al.,
2017).

O principal meio de prevencado e controle atual da parvovirose canina baseia-se na
vacinagdo dos animais. As vacinas atenuadas sdo as mais utilizadas, sendo seguras e
eficazes na indugdo de imunidade em caes (DAY; HORZINEK; SCHULTZ, 2010). As
vacinas atuais contém PVC-2 ou sua variante PVC-2b, e j4 se demonstraram eficazes
contra as outras variantes (LARSON; SCHULTZ, 2008). A causa mais comum de falha
vacinal € relacionada com a imunidade materna quando aplicada em animais com menos
de 16 semanas (DECARO et al., 2005a).

Eliminagdo viral apds a vacinagdo pode ocorrer e possivelmente interferir no
diagnostico, principalmente quando ha ocorréncia de diarreia pouco tempo apds a
vacinacao em filhotes (DECARO et al., 2007b; DECARO; BUONAVOGLIA, 2017).
Porém, mesmo com o histérico vacinal recente, quando ha presenga de sinais clinicos
caracteristicos juntamente com um diagndstico positivo, a maioria dos casos ¢ devido
infec¢do com virus de rua (DECARO et al., 2007b).

No Brasil, a ocorréncia de casos e até mesmo surtos sao muito comuns, podendo
estar associado a baixa cobertura vacinal (ALVES et al., 2018). Estudos realizados em
diversos estados brasileiros, encontraram 54,3% (100/184) (ALVES et al., 2018), 29,2%
(42/144) (PINTO et al., 2012) e 67% (67/100) (VIEIRA et al., 2017) de fezes de caes

sintomaticos e assintomaticos, positivos por meio de técnicas moleculares. Em outros



estudos realizados na regido sul e sudeste, foram identificados 68,7% (561/817)
(DEZENGRINI; WEIBLEN; FLORES, 2007) e 97,2% (311/320) (CURI et al., 2016) de
caes assintomaticos nao vacinados com anticorpos para CPV-2. Um estudo realizado no
Parand, encontrou 14% (7/50) de amostras de fezes recolhidas de espacos publicos
positivas para PVC-2 (GOGONE et al., 2019).

Em relagdo a animais com sintomatologia caracteristica de PVC, em estudos
realizados no Brasil, foram encontrados 54% (27/50) (FONTANA et al., 2013), 34,6%
(36/104) (GIZZ1 et al., 2014) e 46% (157/341) (CASTRO et al., 2007) de fezes positivas
para PVC, demonstrando a importancia do uso de técnicas laboratoriais associado a

avalia¢do do quadro clinico para um diagndstico assertivo.

Usualmente a ocorréncia stibita de vomito e diarreia sanguinolenta em cdes jovens
ndo vacinados, associado com leucopenia, ja ¢ sugestivo de parvovirose (PAES, 2016).
Porém, somente o diagnostico clinico ndo ¢ confiavel (CASTRO et al., 2007; FONTANA
etal.,2013; GIZZl et al., 2014). Estudo analisou o diagndstico para parvovirose, baseado
em avaliacdo clinica, comparando a diagndsticos laboratoriais diretos (reagdo em cadeia
da polimerase e hemaglutinacdo), encontrou uma sensibilidade de 65,3% e 86,3%,
respectivamente (DECARO et al., 2013). Outros patéogenos virais, como Adenovirus
canino, Rotavirus canino, Coronavirus canino e o virus da Cinomose canina, causam um
quadro clinico similar, sendo necessdrio a realizagdo de um diagnoéstico etioldgico

diferencial por técnicas laboratoriais (ALVES et al., 2018).

2.3 Diagnosticos disponiveis para PVC-2

Atualmente temos disponiveis diversas metodologias laboratoriais para
identificacdo, diferenciacdo, quantificagdo e/ou isolamento viral do PVC-2 de amostras
bioldgicas (KHATRI ef al., 2017). A tabela 1 compara algumas metodologias presentes

na literatura para deteccdo e diagndstico do PVC-2.

TABELA 1 - Comparagao dos diagnosticos mais comuns para deteccao do PVC-2.

Técnica Principio Vantagens Desvantagens Referéncia

Microscopia A imagem ¢ formada  Imagem de
Alto custo e (BURTONBOY

Eletronica por meio de um feixe alta
demanda mao de etal., 1979)

de Transmissao de elétrons sobre o resolucdo.
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material a ser obra
analisado. especializada.
. _ , (CRANDELL;
Cultivo de linhagens Muito .
Necessidade de FABRICANT;
celulares com sensivel e
o mao de obra NELSON-REES,
posterior inoculagdo especifico. o
Isolamento viral ' _ especializada. 1973; KAUR et
viral. Analise de Aumento da
. . _ Processo al., 2015;
efeitos citopaticos e concentracao
demorado. PARTHIBAN et
morte celular. viral.
al., 2011)
Necessita de
mao de obra
) . qualificada;
Capacidade do virus Simples e ) (CARMICHAEL;
. ) o hemécias de
de aglutinar hemacias possibilita JOUBERT;
Hemaglutinacio . mamiferos
de suinos e macacos titulagao POLLOCK,
) frescas; e
Rhesus. viral. 1980)
confirmacgao
pela Inibi¢do da
Hemaglutinacao.
Muito
Identificagdo de sensivel e Demanda mao
PCR em tempo amplificacdo da especifico. de obra e (DECARO et al.,
real sequéncia alvo em Resultado  equipamentos de 2005b)
tempo real. em tempo alto custo.
real.
ELISA e Teste Baixa (DECARO et al.,
Testes rapidos  imunocromatograficos. Simples, sensibilidade e 2013; ESTHER

comerciais Baseiam-se na
detecgdo de antigeno

viral.

acessivel e

rapido.

em alguns casos
com altos

custos.

YIP et al., 2020;
SCHMITZ et al.,
2009)

Fonte: Adaptada (KHATRI et al., 2017).

Cultivo celular com linhagens de Crandell feline kidney (CRFK) ou Madin-Darby

canine kidney (MDCK) podem ser utilizadas para isolamento viral (CRANDELL;
FABRICANT; NELSON-REES, 1973; KAUR ef al., 2015; PARTHIBAN et al., 2011).

Essa técnica se baseia na inoculacdo de amostras virais em cultivos previamente formados

com acompanhamento para avalia¢do de efeitos citopaticos como alteracdo morfoldgica
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e apoptose celular (PARTHIBAN et al., 2011). Técnica com alta sensibilidade e
especificidade, porém demorada e demanda mao de obra especializada.

A hemaglutinagdo pode ser utilizada para detec¢dao direta e titulagdao viral,
baseando-se na capacidade hemaglutinante do PVC-2 para hemacias de suinos € macaco
rhesus. Para entrar nas células do hospedeiro, o virus se liga em proteinas de transferrina
na superficie celular, mas também interage com o acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gec),
um 4cido sidlico expressado em hemaécias de mamiferos (LOFLING et al., 2014). Em
contrapartida, a inibicao da hemaglutinagdo ¢ utilizada para titulagao de anticorpos em
amostras de soro. Ambos os processos nao sao de leiga realizacdo, e demandam tempo e
disponibilidade de hemacias de suinos frescas (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK,
1980).

Os diagnosticos moleculares baseiam-se na amplificagdo de sequéncia do DNA
viral, seja em tempo real ou apds a reagao por meio de leitura em gel de agarose, por meio
de um par de primers especificos para uma determinada regido. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a PCR em tempo real (qQPCR) sdo atualmente consideradas como
técnicas de diagndstico mais sensiveis para PVC-2 (KHATRI et al., 2017).

Testes rapidos comerciais para identificagdo do PVC-2 em fezes estdo disponiveis
atualmente na rotina clinica, sendo baseados nas técnicas de ensaio de imunoabsor¢ao
enzimdtica (ELISA) e testes imunocromatograficos (DECARO et al., 2013; ESTHER
YIP et al., 2020; SCHMITZ et al., 2009). Ja se demonstraram eficazes na identificacao
de todas as variantes, mas com menor sensibilidade analitica em comparagdo a técnicas

moleculares (ESTHER YIP et al., 2020).

2.4 Biossensores e nanoparticulas de ouro

A nanotecnologia vem crescendo como foco de pesquisas nas areas da biologia e
medicina desde o inicio do século XXI, devido a habilidade de manipular caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas de nanoparticulas (MCNEIL, 2005). Biossensores utilizam
material biolégico como: enzimas, anticorpos, acidos nucleicos, aptameros, entre outros,
que ligado a um transdutor, ird transformar o alvo em um sinal elétrico, Optico,
gravimétrico ou térmico, podendo ser mensuravel para leitura (BASSO et al., 2013; XI;

YE; XIA, 2018). A figura 2 exemplifica 0 mecanismo de um biossensor optico.
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FIGURA 2 - Esquema basico de um sistema de biossensor optico.

Biosensores

Apresentacao dos dados

Fonte: Adaptado (BIANCHETTI, 2018).

Suas utilizagdes em testes diagnosticos vém se mostrando vantajosa pela andlise
rapida e de amostras in vivo em tempo real MALHOTRA; CHAUBEY, 2003; OU et al.,
2019). O material bioldgico a ser analisado, variando de amostras animais, ambientais,
alimenticias ¢ amostras humanas, influencia diretamente na dinamica de acdo dos
biossensores (GRIESHABER et al.,, 2008). A insercdo de técnicas por meio de
biossensores no mercado comercial e na area da pesquisa, ocorrerem principalmente pela
praticidade, baixo custo por andlise e possibilidade de detec¢do das mais variadas
amostras de interesse (DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004).

Propriedades fisico-quimicas tUnicas e dindmicas das nanoparticulas (NPs)
produzidas com metais nobres, como o ouro (Au), prata (Ag), platina (Pt), rodio (Rh) e
ruténio (Ru), os torna 6timos transdutores de sinais para diagnosticos em sistemas de
biossensores (XI; YE; XIA, 2018). O tamanho da NP afeta diretamente a estabilidade
eletroquimica e quimica (HEILIGTAG; NIEDERBERGER, 2013), além disso, os metais
nobres sdo dindmicos, possibilitando diversas vias de transducao de sinais como: opticos
(BASSO et al, 2018), plasmonicos (RODRIGUEZ-LORENZO et al, 2012),
eletroquimicos (SUN et al., 2013; ZHU et al., 2014), fluorescéncia (GAO et al., 2015) e
sinal colorimétrico (BASSO et al., 2013, 2015, 2022).
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A possibilidade de se ter um sinal forte, mesmo com uma baixa concentragao de
nanoestruturas de metais nobres, agrega ainda mais vantagens em seu uso (XI; YE; XIA,
2018). Suas superficies permitem modificagdes pela ligagao de tiol com a superficie do
metal, com grupos funcionais como aminas e carboxilas, facilitando a manipulagdo com
biomoléculas (como anticorpos e acidos nucleicos) (FRATODDI, 2018; HONG et al.,
2005; LATHAM; WILLIAMS, 2006; RAMBUKWELLA et al, 2018). Tais
caracteristicas vem trazendo cada vez mais atengao ao uso de NPs de metais nobres nos
diagnosticos e detec¢do de doengas.

Outra propriedade importante que permite o uso de NPs em diferentes aplicagdes
biomédicas, ¢ a sua dispersdo e absor¢do de luz na regido visivel pela oscilagdo dos
elétrons livres em sua superficie, evento conhecido como ressonancia de plasmon de
superficie localizada (RPSL ou LSPR) (FRATODDI, 2018). Essa ressonancia ¢ afetada
diretamente pelo tamanho e formato da NP, podendo ser avaliado pelo comprimento de
onda da solugdo (FRATODDI, 2018).

A utilizacdo de nanoparticulas de ouro (AuNPs) como biossensores vem
ganhando espaco, j4 sendo relatada na detec¢do de pesticidas, hormodnios, virus e
bactérias (BASSO et al., 2013, 2015, 2018, 2022; NEGAHDARI; DARVISHI; SAEEDI,
2019; OMIDFAR et al., 2010; VERDOODT et al., 2017). Devido suas caracteristicas
singulares, como a alta bio-compatibilidade, facil funcionalizacio com proteinas,
propriedades Opticas e eletronicas, sdo ideais para produgdo de kits de analise (LIN et al.,
2013; SELVAKUMAR et al., 2013; SEOW; LAI; YUNG, 2014).

Com um grama de sais ouro € possivel preparar 1 litro de AuNPs, tornando a
metodologia vidvel economicamente. A utilizacdo de AuNPs para métodos diagnosticos
j& se mostrou vantajosa e eficaz, com uma combina¢do de baixo custo, facilidade de
conjuga¢do e propriedades Opticas singulares (BASSO et al., 2013, 2018). O uso de
solucdes de AuNPs para detecgdo de biomoléculas € promissora, apresentam coloragao
que vai do roxo claro at¢ o vermelho escuro, ¢ possivel a realizagdo de analises
colorimétricas a partir de mudangas na densidade da cor, de acordo com o analito
analisado (OMIDFAR et al., 2010). A deposicao de biomoléculas nas AuNPs afetam sua
ressondncia, consequentemente seu comprimento de onda sendo possivel acompanhar
suas alteragdes pela técnica de LSPR (SMITH; CORN, 2003). Consequentemente, a
possibilidade de detectar o parvovirus nas fezes dos animais suspeitos de infec¢do, para
realizacdo de um diagnostico rapido, preciso e barato, uma vez que ¢ eliminada uma alta

carga viral por essa via, € promissora.
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

O objetivo do presente estudo foi a padronizacao de uma técnica de detecgao de
parvovirus canino 2 por meio do uso de nanoparticulas de ouro modificadas com a

deposicao de anticorpos especificos.

3.2 Especificos

e Confirmacdo da presenca de parvovirus canino 2 nas amostras de fezes por meio
da técnica de qPCR.

o Identificacdo das trés variantes antigénicas dentre as amostras coletadas.

e Confirmacao da viabilidade do anticorpo policlonal.

e Producao e caracterizacao das AuNPs ¢ monocamadas.

e (Caracterizacdo da ligacdo dos anticorpos no complexo das AuNPs.

e Padronizacdo da técnica de detecgdo com as amostras positivas para PVC-2.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das amostras

O total de 60 amostras foi determinado para valida¢do da metodologia de detecgado
de PVC-2 com uso das AuNPs, a partir de dados da sensibilidade das AuNPs como
biossensor para identificacao de outros patogenos virais (BASSO et al., 2015, 2018). O
calculo foi realizado com uso de uma ferramenta online
(https://www.statstodo.com/SSizPrediction Pgm.php). Os parametros utilizados foram:

probabilidade de erro tipo 1 = 0,05; poder de 0,8; sensibilidade de 1 ¢ 0,9.

As 60 amostras foram provenientes de parcerias com o laboratorio de diagndstico

molecular veterinario (LDMVET) e do servigo de atendimento de moléstias infecciosas
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(MI) do Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus
Botucatu. Amostras de fezes, lavado ou swab retal foram coletadas para diagndstico de
animais atendidos no servigo de MI com suspeita clinica de parvovirose, apresentando
quadro de gastroenterite com diarreia sanguinolenta e mucoide, associada a leucopenia.
Apods a coleta, as amostras foram acondicionadas em tubo tipo Falcon de 15 mL e
armazenadas a -20°C até seu processamento. Cinco amostras de fezes negativas para
PCV-2, sendo duas positivas para Giardia spp., também foram submetidas ao protocolo.
Todos os procedimentos foram aprovados sob protocolo 0163/2020 na comissao de ética

na utilizagdo de animais (CEUA).

4.2 Diagnostico Molecular

O DNA viral foi extraido das amostras de fezes por meio de um protocolo
adaptado de extracdo utilizando beads magnéticas (GE Healthcare Sera-Mag™ Magnetic
SpeedBeads™ Carboxylate-Modified Dia.: 1 um; 3 EDAC/PAS; 15 mL) (OBERACKER
et al., 2019). Inicialmente as amostras de fezes foram diluidas na propor¢do 1:10 em
tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4, homogeneizadas até total diluicdo do material e entdo
centrifugadas a 100 g por 2 min. O protocolo consiste em etapas de lise, ligagao, lavagem
e elui¢do, descritas a seguir: 1) Para a etapa de lise celular foi adicionado em um novo
tubo de 1,5 mL 100 pL do sobrenadante da amostra diluida, 300 pL de tampao de lise
(6M isotiocianato de guanidina [GITC]; 2% Sarkosyl; 20nM 4cido etilenodiamino tetra-
acético [EDTA]; 50nM Tris-HCI; pH 7,6) e 10 pL de proteinase K (20mg/mL) (Promega)
e homogeneizado; 2) adicao de 300 pL de isopropanol 100% e 20 uL de beads magnéticas
(2mg/mL) utilizando uma pipeta para homogeneizacao up-down até total diluicdo das
beads; 3) acondicionar em rack magnética por 30 segundos ou até clarificar a solugao,
descartando o sobrenadante; 4) lavagem das beads magnéticas com 400 pL de
isopropanol 100%; 5) realocar na rack magnética e descartar o sobrenadante; 6) duas
lavagens com 400 pL de etanol 80%; 7) descartar o sobrenadante retirar todo resquicio
de etanol e aguardar 5 minutos com os tubos abertos para evaporar o alcool residual; 8)
eluir as beads em 100 pL tampao de eluicdo (5 mM Tris-HCI, pH 8.5) e homogeneizar
com pipeta; 9) realocar na rack magnética até clarificar e aliquotar o sobrenadante
contendo o DNA da amostra em outro microtubo. Os DNAs extraidos foram armazenados

em freezers -20°C até seu processamento.
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A reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) foi utilizada para
determinar a presenca de DNA viral. Para realizagdao da qPCR foi utilizado 4 uLL de DNA
extraido, 10 uL de GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, USA), 0,8 uL de
cada primer (10 pmol/uL) (DECARO et al., 2005b) e 4,4 uL de 4gua livre de nucleases,
totalizando 20 pL de mix. A ciclagem da reacdo de qPCR foi 95°C por 5 minutos,
seguindo de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, finalizando com a
curva de melting, sendo realizada no equipamento AriaMX real time PCR System

(Agilent, Santa Clara, CA, EUA).

4.3 Sequenciamento de nova geracio

O sequenciamento de nova geragdo, ou Next Generation Sequencing (NGS), foi
realizado para identificacdo dos tipos antigénicos (PVC-2a, PVC-2b, PVC-2c) presente
dentre as amostras. Sete amostras foram selecionadas levando-se em consideracdo a
origem do animal e o periodo da coleta, focando em abranger cidades diversas e o periodo

de coleta até o momento do processamento (Tabela 2).

TABELA 2 - Amostras selecionadas para NGS.

Amostra Procedéncia Animal Data Cidade Estado cq
coleta
5 LDMVET Like 17/08/2020 Niteroi RJ 8,94
8 LDMVET  Snoopy 14/09/2020 Botucatu SP 8,16
12 LDMVET  Cristal 14/09/2020 Sorocaba SP 11,51
20 MI Aquiles 23/10/2020 Areidpolis SP 7,6
21 MI Chico 03/11/2020 Botucatu SP 14
29 MI Nike  15/12/2020 Anhembi SP 9,66
30 MI July  17/12/2020 Igaragu do Tiete Sp 7,62

cq = ciclo de quantificagao
RJ = Rio de Janeiro
SP = Sao Paulo
As bibliotecas foram preparadas com uso do kit Illumina DNA Prep (Illumina
Inc., CA, USA). Um pool de todas as amostras foi processado em cartucho flow cell micro

de 300 ciclos no equipamento MiSeq (Illumina Inc., CA, USA). Para andlise das
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sequéncias obtidas foi utilizado o software Geneious Prime (Biomatters, Auckland, New

Zealand).

4.4 Isolamento viral

Isolamento de antigeno viral em cultivo celular foi realizada para obtengdo de
antigeno para uso na hemaglutinagdo e inibicdo da hemaglutinagdo. Para isso, a
manutenc¢ao de cultivo de células da linhagem Crandell oriundas de rim felino (CRFK) e
da linhagem Madin-Darby oriundas de rim canino (MDCK), ambas em meio essencial
minimo (MEM) enriquecido com 5% de soro fetal bovino (SFB), foi estabelecida. Trés
amostras de fezes positivas (A4, A6 e A8) e uma suspencdo de isolado viral de PVC-2
provinda de cultivo celular (AT), foram gentilmente cedidos pelo LDMVET e pela Dra
Tais Fukuta Cruz, respectivamente. As amostras de fezes e isolado viral foram diluidas
em MEM na proporg¢ao 1:10000 e 1:100, respectivamente, em tubo conico tipo Falcon
estéril de 15 mL e posteriormente centrifugadas em 900g por 20 minutos. O sobrenadante
foi passado para uma seringa de 5 mL e em cabine de fluxo laminar, previamente exposta
a luz ultravioleta por 15 minutos, filtrado com uso de filtro de seringa estéril 0,22 um

(Sarstedt Ltd, Leicester, UK millipore).

Cinco frascos estéreis de 75 cm® proprias para cultivo celular foram preparadas
para cada tipo celular e ao atingir 80% de confluéncia na monocamada, um mL de cada
amostra viral filtrada foi inoculada, sendo um frasco inoculado somente com meio MEM
para controle negativo. O indculo viral filtrado foi mantido em contato direto com as
células por dois minutos em constante homogeneiza¢do, posteriormente, foram
adicionados 15 mL de MEM com 5% SFB. Frascos foram acompanhados diariamente
para verificar o inicio de efeitos citopaticos por 120 horas. Para lise celular e liberacao
das particulas virais, as garrafas foram congeladas rapidamente a -80°C e descongeladas
em temperatura ambiente, repetindo o processo 3 vezes. Apods isso, a solugdo de células
e virus foi acondicionada em tubos tipo Falcon de 15mL e centrifugadas a 900g por 10
minutos, o sobrenadante foi separado em tubos criogénicos de 2 mL e entdo armazenado
a -80°C. Para confirmacdo da replicacdo de particulas virais, foi coletado uma aliquota de

0,5 mL de sobrenadante no tempo Oh e 120h p6s inoculagdo de todas as amostras virais.
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DNA viral foi extraido com uso de protocolo utilizando Chelex® 100 (Sigma-Aldrich)
(WALSH; METZGER; HIGUSHI, 2013) e qPCR realizado como ja descrito.

4.5 Titulacao viral

Para titulagdo das amostras de fezes e de isolado viral foi empregada a técnica de
Hemaglutinagdo (HA) (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980). As diluigdes
testadas foram de 1:20 até 1:524.288, com fator de dilui¢do na base 2.

4.6 Preparacio e caracterizacio das nanoparticulas de ouro

A sintese das nanoparticulas de ouro se deu a partir de solugdo de acido
cloroaurico (HAuCls) (ImM), com posterior reducao pelo citrato de sédio (30mM)
(BASSO et al., 2015, 2018). Em um Erlenmeyer de 100 mL, adicionamos 10 mL de
solugdo de HAuCls e com uso de agitador e baldo, mantemos aquecimento e
homogeneizagao até seu ponto de ebuli¢dao. Ao atingir essa etapa, 2 mL do citrato de sodio
sdo adicionados. O citrato de sddio reduz os ions de ouro em nanoparticulas de ouro
metélica e o0 excesso de anions do citrato na solu¢do, mantem a superficie metalica do
ouro dando uma carga negativa para cada nanoparticula. Quando a solu¢do alcanga uma
coloragdo vermelha escuro, o aquecimento ¢ cortado e a homogeneizacao continua por 5
minutos. Processo esquematizado na figura 3. Uma vez em temperatura ambiente, a

solucdo sera acondicionada em frasco ambar.
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FIGURA 3 - Imagens do processo de produ¢do das AuNPs e espectro UV-Vis. A —
Solug¢dao de HAuCly diluida. B — Solugdo de HAuCls em ebuligdo, etapa para adicdo de
citrato de sodio. C — Solugdo de AuNPs na coloragdo adequada em agitacdo sem
aquecimento. D —Grafico da solu¢cdo de HAuCL4 nao absorvendo luz. E — Solugdo com
as nanoparticulas de ouro interagindo com a luz a 520 nm.
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Fonte: Arquivo proprio.

Para confirmacao da sintese e avaliagao de parametros de diametro e dispersao, a
solucdo de AuNPs foram analisadas pelas técnicas: Ressonincia plasmonica de superficie
localizada (LSPR) com o equipamento de UV-Visivel (Biochrom Ltd, Cambridge,
Inglaterra); Microscopia eletronica de transmissdo (MET) com as imagens analisadas
pelo software Imagel (versdo 1.8.0 172); e por Dispersdo dindmica de luz (DLS) no
equipamento Dyna PRO Titan (Wyatt Technology, Califérnia, EUA) na temperatura de
30°C com 100 aquisi¢cdes de 10 segundos cada. Os dados do LSPR e DLS foram
analisados nos softwares OriginPro 8.5.0 e DYNAMICS 6.10, respectivamente.
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4.7 Producio e caracterizacdo das monocamadas auto-organizadas sobre as

AuNPs de ouro

Para cada mL de solucdo de AuNPs, foi adicionado 100 pL de 11-acido
mercaptoundecandico (MUA) 0,018 M permanecendo em temperatura ambiente por 40
minutos. Nessa etapa, o grupamento tiol presente no MUA se liga irreversivelmente na

estrutura das AuNPs.

Solugdo contendo 0,1 M de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC)
e 0,05 M de N-hidroxissuccinimida (NHS) ¢ preparada e armazenamento sob
refrigerag¢do. Sao adicionados 50 uL de EDC (0,1M)/NHS (0,05M) na solu¢do de AuNPs,
mantendo em incubacgdo refrigerada overnight (~12 horas). As monocamadas auto-
organizadas (SAMs) sdo responsaveis por intermediar a fixacdo dos anticorpos sob as
nanoparticulas de ouro, por meio da interacdo do seu grupo funcional ndo ativo com o
grupo tiol da monocamada. Para caracterizacdo das SAMs sobre as AuNPs, foram

realizadas as técnicas de LSPR e MET.

4.8 Padronizacio da metodologia de deteccio do PVC-2

Foram utilizados anticorpo monoclonal e policlonal. O anticorpo monoclonal anti-
PVC-2 (ab140431; Abcam, Reino Unido) foi adquirido comercialmente, apresentado
uma concentragdo de estoque de 2,17 mg/ml. O IgG policlonal presentes em soro
hiperimune produzido em cobaias, foi gentilmente cedido pela M.V. Msc Marcela
Ribeiro. A confirmacdo de viabilidade e titulacdo foi realizada por meio da técnica de
inibi¢do da hemaglutinacdo (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980). A
concentragao estimada de globulinas, pela relacdo albumina/globulina e proteinas totais
presentes no soro, foi de 21,7 mg/ml. A combinagdo de ambas as imunoglobulinas na

proporcao 1:1 com concentragdes de uso, também foi testada.

Todas as 60 amostras positivas foram submetidas a técnica, junto de 5 amostras
de fezes negativas e uma aliquota de tampao PBS. Para avaliacdo da especificidade do

protocolo, amostras biologicas contendo circovirus suino tipo 2 (fezes e soro de suinos),
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e uma amostra de adenovirus suino (soro) foram testadas. O circovirus suino tipo 2 € o

adenovirus suino se assemelham ao PCV-2 pela auséncia de envelope viral.

4.9 Forma de analise dos resultados

Todos os resultados foram comparados com resultados obtidos empregando-se
técnicas classicas para o diagndstico de PVC-2, a hemaglutinagdo e a qPCR, sendo a
segunda considerada padrao ouro.

Para andlise da alteracio no comprimento de onda da solugdo com as
imunoglobulinas utilizadas e apos a adicdo das amostras positivas e negativas, foi
utilizado o Teste de Wilcoxon. A comparacao dos resultados de comprimento de onda
das amostras positivas e negativas foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney. Os valores
de diferenga do comprimento de onda entre as imunoglobulinas e as amostras positivas
foram analisados com o Teste de Friedman.

Para verificar correlagdo entre os resultados do qPCR e hemaglutinagdo o teste de
correlacdo de Spearman foi utilizado. A correlagdo dos resultadOos de qPCR e
hemaglutinagdo com os dados de aumento no comprimento de onda das amostras
contendo o virus, também foi realizada com o teste de Spearman. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas com nivel de significancia de 95% no software GraphPad

Prism 8.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diagnostico molecular e titulagio viral

Para avaliacao da eficiéncia dos primers da reagao de qPCR, um controle positivo
foi diluido dez vezes na base 10, e testada em duplicata (Figura 4). A eficiéncia de
amplificacdo da reacdo de qPCR foi de 86,78%, com correlagdo positiva entre as

replicatas (R?= 0,997) e inclinag¢io da curva (slope) de -3,686.
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FIGURA 4 - Grafico da curva padrao de eficiéncia e grafico de amplificacdo da reacao

de qPCR para PVC-2.

40

E=86,78%
R?=0,997
Slope=-3,686

Diluigio 1x10*

Todas as 60 amostras foram positivas por qPCR para PVC-2 e 49 (81,67%)

apresentaram resultados positivos pela técnica de HA (Tabela 3). A mediana dos cq foi

de 11,82 e das unidades hemaglutinantes (UHA) foi de 1024. Anélise de correlagdo dos

resultados da qPCR e da HA, se demonstrou significante e negativa (p<0,0001; r=-0,78),

demonstrando uma relagdo inversa de quanto menor o cq, maior a UHA (figura 5). A

correlagdo foi realizada para 49 amostras positivas em ambos os testes, e com os dados

de UHA transformados em Log, (UHA).

TABELA 3 - Dados de ciclo de quantificacio médio e unidades hemaglutinantes das 60

amostras de fezes positivas.

Amostra Cq Médio UHA Amostra Cq Médio UHA
1 10,38 16384 31 11,05 n
2 8,78 16384 32 9,82 8192
3 8,03 640 33 28,2 20
4 11 4096 34 14,35 n
5 8,94 131072 35 17,54 320
6 14,57 n 36 19,13 n
7 7,54 131072 37 12,4 n
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8 8,16 131072 38 11,19 4096
9 9,89 320 39 14,1 160
10 12,88 1024 40 18,74 20
11 13,64 320 41 14,07 n
12 11,51 131072 42 9,34 32768
13 12,34 4096 43 19,94 320
14 12,7 320 44 11,78 n
15 9,03 40 45 14,94 n
16 11,19 320 46 11,72 n
17 13,36 640 47 10,29 16384
18 14,33 320 48 20 80
19 14,75 40 49 12,28 2048
20 7,6 262144 50 12,22 2048
21 14,01 n 51 10,45 16384
22 16,47 20 52 10,66 8192
23 16,68 20 53 12,64 2048
24 15,54 40 54 9,06 131072
25 11,76 8192 55 11,51 640
26 11,09 320 56 18,37 20
27 13,39 640 57 13,3 80
28 11,82 8192 58 12,38 1024
29 9,66 8192 59 15,54 n
30 7,62 262144 60 13,28 640

n=negativo
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FIGURA 5 - Grafico de distribui¢ao dos resultados de Cq médio e Log2 (UHA) das 49

amostras.
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5.2 Isolamento viral

O isolamento viral por cultivo celular obteve melhores resultados com a amostra
A8 em ambas as linhagens celulares (figura 6), com uma maior diferenca dentre ciclo de
quantificagdo (cq) no tempo 0 e 120 horas p.i. (tabela 4). O cultivo da amostra A4 na
linhagem MDCK foi excluida, devido a defeito no frasco utilizado em seu cultivo que

propiciou contaminagao externa no cultivo celular.

Aliquotas das amostras A8 (CRFK e MDCK), A6 (CRFK) e A4 (CRFK) foram
diluidas na base 2, e as diluicdes 1:2 até 1:4096 processadas pela técnica de HA,
distribuidas de acordo com o mapa de placa esquematizado (figura 7). No resultado
positivo vemos a aglutinacdo formando uma malha e a negativa um ponto de
sedimentacdo de hemacias (figura 8). Podemos observar que algumas amostras

apresentaram efeito prozona nas primeiras dilui¢des, uma vez que com muito virus em
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solugdo, a superficie das hemécias fica saturada, o que interfere na formac¢ao da malha de

hemacias.

FIGURA 6 - Fotos do acompanhamento do cultivo celular apds inoculagao das amostras
virais. A — Linhagem MDCK A8 no momento da inoculagdo viral em aumento de 40x. B
— Linhagem CRFK A8 ap6s 24h pos inoculagdo viral (aumento de 20x). C — Linhagem
CRFK A8 apresentando perda da confluéncia das células apds 120 h pds inoculagao
(aumento de 20x). D — Controle negativo da linhagem CRFK no tempo 120 h (aumento
20x).

i 2

Fonte: Arquivo préprio.

TABELA 4- Resultado de gPCR das amostras isoladas em cultivo celular.

Linhagem Tempo Temperatura de
Amostra cq
celular (horas) melting (°C)
0 n n
AT
CRFK 120 n n

A8 0 30,5 74
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120 17,35 73,5
0 36,7 74
A6
120 36,1 73,5
0 n n
A4
120 21,1 73,5
0 n n
controle
120 n n
0 n n
AT
120 31,9 73,5
0 21,6 73,5
A8
120 14,8 73,5
0 32,7 73,5
MDCK A6
120 33,2 74
0 30,7 73,5
A4*
120 - -
0 n n
controle
120 n n

n = negativo

* Amostra excluida

FIGURA 7 - Mapa da placa utilizada na técnica hemaglutinacao.
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FIGURA 8 - Placa de hemaglutinacao.

Fonte: Arquivo proprio.

A quantificacdo de particulas virais hemaglutinantes, revelou um titulo de 256 e
512 como uma unidade hemaglutinante (UHA). A aliquota 3 da amostra MDCK A8, com
titulo 512, foi utilizada na técnica de HI, na concentragdo de 4 UH. Quatro aliquotas do
IgG policlonal foram testadas nas diluicdes 1:2 até¢ 1:4096 (base 2). Foi possivel
evidenciar que o IgG policlonal contém anticorpos funcionais, com limiar de inibi¢do da
hemaglutinagdo para todas as aliquotas, na oitava coluna com a dilui¢ao 1:256 (figura 9).
Como utilizamos 4 UH de virus, o titulo sorologico encontrado para todas as aliquotas

foi de 1024.

FIGURA 9 - Placa de inibi¢ao da hemaglutinacdo.

Fonte: Arquivo proprio.
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5.3 Sequenciamento de nova geracio

O sequenciamento gerou dados de 11.916 até 1.572.694 reads, variando de 35 a
155 nucleotideos por read. As reads foram alinhadas a uma sequéncia de referéncia do
genoma completo do parvovirus canino 2, presente no GenBank sob a identificagao

NC 001539.1 (tabela 5).

TABELA 5 - Dados de reads totais e alinhados ao genoma de referéncia por amostra.

Reads alinhadas Reads do PVC-

Pairwise
Amostra Total de reads ao genoma de 2/ Total de
identity (%)
referéncia reads (%)
5 1.250.008 146.130 11,69 99
8 11.916 6.973 58,52 97,2
12 614.856 20.248 3,29 96,4
20 581.762 25.906 4,45 95,9
21 726.832 431 0,06 93,9
29 520.928 4.319 0,83 92,8
30 1.572.694 250.664 15,94 99,1

Pela analise de codons do gene e aminoacidos da proteina VP2 das amostras, foi
possivel identificar a variante das sete amostras (tabela 6). A regido 426 ¢ a mais relevante
para diferenciacao das variantes, sendo caracteristica da PVC-2a a presenga de uma Asn,
na PVC-2b uma Asp e para PVC-2c uma Glu (BUONAVOGLIA et al., 2001; PARRISH
etal., 1991).

A regido 555 representa uma darea com menor relevancia antigénica,
primordialmente caracterizada com uma Ile na variante PVC-2a (BUONAVOGLIA et
al., 2001). A variante PVC-2a brasileira possui uma Val na regiio 555 (PEREZ et al.,
2007), diferenca também encontrada em outras regides do mundo (DECARO et al.,
2006). Supde-se que a substitui¢do [le555Val possa representar uma reversao antigénica

para o PVC-2 original (MARTELLA; DECARO; BUONAVOGLIA, 2006).
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TABELA 6 - Caracteristicas de 15 aminoécidos da proteina VP2 e codons de seu gene

das amostras sequenciadas.

Amostras
Residuos
PVC-2a PVC-2b PVC-2¢
e codons
A20 A8 A21 A29 A30 A5 Al2
164 V(GTC) V(GTT) V(GIT) V(GIT) V(GTT) V(GTT) V (GTT)
221 S(TCT) S(TCT) S(TCT) S(TCT) S(TCT) S(TCC) S (TCT)
232
1 1 1 I 1 1 I
(ATA)
267
F F F F F F F
(TTT)
297
N N N N N N N
(AAT)
300
G G G G G G G
(GGT)
305
Y Y Y Y Y Y Y
(TAT)
323
N N N N N N N
(AAC)
375
D D D D D D D
(GAT)
426 N (AAT) D(GAT) D (GAT) D (GAT) D (GAT) E(GAG) E(GAG)
440
T T T T T T T
(ACA)
555
A\Y Vv - Vv Vv Vv Vv
(GTA)
564
S S - S S S S
(AGT)
568
G - G G G G
(GGT)
570
K - K K K K
(AAA)

Nao foi identificada nas amostras da variante PVC-2b, mutagdo no residuo 570

(A-Q), caracteristica da cepa vacinal (PINTO et al., 2012), com exce¢do da amostra 21,
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que nao foi possivel identificar os ultimos 36 aa de sua sequéncia do VP2. Os resultados
evidenciaram a presencga das trés variantes de PVC-2 dentre as amostras a serem testadas

pela metodologia proposta.

5.4 Sintese das AuNPs e formac¢ao do complexo

A sintese das AuNPs foi um sucesso. Na figura 10 podemos observar um pico de
comprimento de onda das AuNPs em 524nm, como ja descrito em outros estudos
(BASSO et al., 2015, 2019; VERDOODT et al., 2017). Ainda no grafico presente na
figura 10, temos o espectro de absor¢do das etapas de modificacdo, evidenciando o
deslocamento do pico de comprimento de onda entre cada etapa. Com adigdo do MUA,
temos a formacdo das monocamadas auto-organizadas com comprimento de onda 527 nm
e apos adi¢do de EDC/NHS formagdo dos grupos N-hidroxisuccinimida com pico de
comprimento de onda em 529 nm, revelando que ha cada modificagdo o padrao de
absorcao de luz pela nanoparticula de ouro se alterou.

FIGURA 10 — Gréfico do espectro UV-Vis das AuNPs e monocamadas auto-
organizadas.
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A sintese também se mostrou adequada pela anélise por DLS. Na figura 11
podemos observar que as AuNPS apresentaram um raio e didmetro médio de 11,5 e 23
nm, respectivamente, com indice de polidispersdao (IPD) de 0,48. O IPD representa a
heterogeneidade de tamanhos dentro de uma amostra, sendo que quanto maior o indice
maior ¢ a variacdo de tamanhos. Trabalhos anteriores encontraram IPD similares em

experimentos com AuNPs (GHOSH et al., 2020; SHARMA et al., 2018)

FIGURA 11 - Anélise de tamanho e indice de polidispersao por DLS das AuNPs.
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Analise das imagens da MET corrobora com os resultados encontrados na
espectrofotometria e pelo o DLS, no sucesso de sintese e didmetro das AuNPs,
respectivamente. Na figura 12, € possivel observar a imagem da MET e histograma de
distribuicdo de diametros das AuNPs, com didmetro médio de 23,64 nm + 5,41 nm,

concordando com o valor encontrado pelo DLS de 23 nm.
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FIGURA 12 - Analise das AuNPs pela MET. A - Imagem da MET. B - Histograma da
distribuicao de didmetro das AuNPs.
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Analises da ligagdo de ambas as imunoglobulinas, monoclonal e policlonal,
também foram confirmadas. A ligagdo das aminas dos anticorpos policlonais presentes
no IgG policlonal, com o grupamento N-hidroxisuccinimida foi testada com o IgG
policlonal puro e diluido 1:10, 1:100, 1:200 e 1:400 em PBS. A dilui¢do 1:100 foi a com
melhores resultados, apresentando um aumento do comprimento de onda em relagdo a
etapa de EDC/NHS com menor ruido, como mostra o grafico presente na figura 13.

FIGURA 13 - Gréfico do espectro de UV-vis do experimento com diferentes dilui¢cdes
(Puro, 1:10, 1:100, 1:200 e 1:400) do anticorpo policlonal em PBS.
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As concentragdes de 0,5; 1,5; 2 e 2,5 pg/mL da imunoglobulina monoclonal foram
testadas, e pela analise de comprimento de onda, foi constatado que todas apresentaram
ligacdo nas monocamadas auto-organizadas, como mostra a figura 14. A concentragao
que apresentou maior diferenca entre o comprimento de onda da etapa do EDC/NHS foi

a 2,5ug/ml, utilizada entdo nos demais experimentos.

FIGURA 14 — Grafico do espectro de UV-vis do experimento com diferentes
concentragdes (0,5; 1,5; 2 e 2,5 pg/mL) do anticorpo monoclonal em diluido em PBS.

= AuNPs
= MUA

== EDC/NHS
== (.5 ug/mi
= 1.5 ug/ml

1,5 4

1,0 4

Absorbancia

0,5

0,0

N 1 N 1 N 1 N 1
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Testes iniciais com a imunoglobulina monoclonal a 2,5ug/mL, policlonal diluida
1:100 e a combinagdo hibrida na propor¢ao 1:1 de ambas, foram realizados com uma
amostra de cultivo celular (CRFK AS8). Na figura 15, € possivel observar um leve aumento
de comprimento de onda apds a adicdo da amostra de cultivo celular. Com uso da
imunoglobulina monoclonal obteve-se um aumento de 531,04 nm para 533,97 nm apds a
adi¢ao da CRFK A8, com a policlonal um aumento de 532,40 nm para 534,80 nm e com

a combinacao hibrida de ambas, de 531,45 nm para 534,59 nm.
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FIGURA 15 - Anélise de comprimento de onda e absorbancia das imunoglobulinas e
amostra de cultivo celular CRKF A8. A — Grafico do UV-Vis da imunoglobulina
monoclonal e amostra CRFK A8. B — Grafico do UV-Vis da imunoglobulina policlonal
e amostra CRFK AS8. C — Grafico do UV-Vis da combinacdo das imunoglobulinas

monoclonal e policlonal, e apos a adi¢do da amostra CRFK AS.
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5.5 Padronizacio com amostras biologicas

Amostras de fezes positivas para PVC-2 foram testadas junto a amostras de fezes
negativas para PVC-2, porém positivas para Giardia spp. Foi evidenciado que as amostras
negativas para PVC-2 e positivas para Giardia spp. na dilui¢do 1:10 estavam levando a
mudanga de cor da solucao de AuNPs@MUA@EDC/NHS@Imunoglobulinas. Na figura
6, ¢ possivel observar nos quadrantes A e B graficos do UV-Vis com complexo utilizando
o anticorpo policlonal. Em ambos os graficos temos um aumento no comprimento de
onda, porém, estd mais discrepante no quadrante A com as amostras negativas para PVC-

2. No quadrante C, temos a mudanga de cor da solu¢do de AuNPs para cinza quando
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adicionado as amostras negativas, diferente das positivas para PVC-2, que apresentaram

a coloragdo proxima do roxo.

FIGURA 16 - Graficos de absorbancia e comprimento de onda de amostras de fezes e
imagem da mudanca de cor da solug¢do. A - Grafico das amostras negativas para PVC-2
e positivas para Giardia spp. B - Grafico das amostras positivas para PVC-2. C - Imagem
da mudanga de cor da solugdo nas amostras positivas para Giardia spp. € negativas para

PVC-2.
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Fonte: Arquivo proprio.

Testes com amostras negativas para PVC-2, com a imunoglobulina monoclonal,
evidenciaram que as negativas também estdo interagindo com o complexo e levando a
alteracdo da cor da solucao. Na figura 17 ¢ possivel observar a comparacao de coloragdo
entre a amostra positiva 8 e negativa 3 em trés dilui¢des. Para excluir possivel reagdes
inespecificas do anticorpo com bactérias e/ou proteinas presentes nas fezes, testamos
filtrar com filtro de seringa 0,22 um uma amostra. Na figura 18, podemos observar que
independente da filtracdo da amostra negativa 3 na diluigdo 1:10, ainda temos um

deslocamento de comprimento de onda e consequente alteracao de cor da solugdo.
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FIGURA 17 - Analise da mudanca da coloracdo da solugdo de AuNPs com amostra 8
positiva e 3 negativa, nas dilui¢des 1:10, 1:100 e 1:200.
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Fonte: Arquivo proprio.

FIGURA 18 - Gréfico do espectro de UV-vis da analise do comprimento de onda entre
a amostra negativa 3 diluida 1:10, filtrada e ndo filtrada com filtro de seringa 0,22pum.
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Algo presente nas amostras de fezes negativas interage com as AuNPs, levando a
sua agregacdo e consequentemente mudanca de cor da solucdo e deslocamento do
comprimento de onda. Os dois principais fatores que interferem na estabilidade das
AuNPs sdo o equilibrio entre as forgas eletrostaticas repulsiva e as forgas atrativas de van
der Walls (ALDEWACHI et al, 2018; MARIN; NIKOLIC; VIDIC, 2021). Esse
equilibrio pode ser influenciado por diversos fatores, mas os dois mais relevantes

compreendem o pH da solugdo e a for¢a ionica.
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O pH da solugdo influéncia diretamente na carga da superficie das AuNPs, com o
aumento do pH, temos OH em excesso levando a diminuicdo do potencial zeta
propiciando a agregagcao das AuNPs (BASSO et al., 2020a; KUMAR; YOON; KIM,
2009; MARIN; NIKOLIC; VIDIC, 2021). Medimos valores de pH das amostras positivas
e negativas antes e apds a adi¢do na solucdo contendo as AuNPs. As solugdes de AuNPs,
AuNPs@MUA@EDC/NHS e ap6s adi¢do da imunoglobulina, mantiveram seu pH em
5,5. Apos a adicdo das amostras positivas e negativas, todas as aliquotas mantiveram o

pH 5,8 como mostra a tabela 7, excluindo o pH como limitante nessa situagao.

TABELA 7 - Valores de pH das amostras positivas e negativas antes ¢ ap6s adicao na

solugcdo com as AuNPs.

pH

Amostra Amostra diluida 1:100 em
AuNPs + amostra

PBS
10 7 5,8
58 7 5,8
38 7 5,8
47 7 5,8
34 7 5,8
Negativa 1 7 5,8
Negativa 2 7 5,8
Negativa 3 7 5,8

A forga i6nica da solugdo também pode influenciar na agregacdo das AuNPs,
sendo que sais como MgSO4 e NaCl podem neutralizar a forga repulsa entre elas,
perturbando o equilibrio de forcas e gerando uma agregacao (KIM efal.,2017; LEDLOD
etal.,2020). As fezes sdo uma das principais vias de excrecao de eletrélitos do organismo,
e em quadros de diarreia, como 0s que ocorrem na parvovirose canina, podemos ter a
perda excessiva desses ions pelas fezes (TELLO; PEREZ-FREYTES, 2017). Para
verificar se as amostras de fezes influenciam na agregacao da AuNPs, adicionamos 50
uL de amostras positivas e negativas na diluigdo 1:10, em 400 pL de solugdo das
nanoparticulas sem a formagdo do complexo. Escolhemos realizar o teste na solugao

contendo somente as AuNPs sem a formacao do complexo, devido a sua instabilidade
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pela auséncia da monocamada auto-organizada nas nanoparticulas (ALDEWACHI et al.,

2018).

Na figura 19, podemos observar que as amostras positivas para PVC-2
mantiveram a coloragdo avermelhada caracteristica das AuNPs, enquanto as amostras
negativas mudaram em questdo de segundos para uma colorac¢do cinza, sugerindo que

houve agregacdo entre as nanoparticulas.

FIGURA 19 - Teste de adi¢ao de amostras positivas (A46, A56 e A57) e negativas (Negl
e Neg2) para PVC-2 diretamente na solu¢cdo de AuNPs sem formagdo do complexo.

Fonte: Arquivo préprio.

Supde-se que as fezes ndo diarreicas negativas, mesmo diluidas na proporg¢ao 1:10
em PBS, possuam uma concentragao de sais que induz a agregacdo das nanoparticulas.
As amostras de fezes negativas, sendo duas positivas para Giardia spp. (Negativas 1 e 2)
e trés negativas para ambos patogenos (Negativas 3, 4 e 5), foram diluidas em PBS (pH
7,4) nas proporg¢des 1:10, 1:100, 1:150, 1:200, 1:500 e 1:1000 para verificar até qual
diluigdo ocorre essa agregagdo inespecifica. Na figura 20, podemos observar que todas as
amostras negativas a partir da dilui¢do 1:150, ndo induziram a agregag¢ao das AuNPs (sem

o complexo), permanecendo avermelhada a cor da solugao.
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FIGURA 20 — Avaliacdo de agregacdo das AuNPs e consequente mudanga de cor da
solugdo, com diferentes diluicdes de amostras negativas (Negl a 5) para PVC-2
(Negativas 1 a 5).
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Fonte: Arquivo proprio.

Como a diluicdo 1:150 das amostras negativas visualmente ndo induziu a
agregacdo das AuNPs sem complexo, para confirmagao, teste com amostras negativas 1
e 2 e PBS foi realizado com AuNPs com complexo e ligagdo das imunoglobulinas. Na
figura 21, temos graficos de analise de comprimento de onda de solu¢do das AuNPs com
formag¢dao do complexo e com posterior adicdo das amostras negativas diluidas na
proporcao 1:150. Podemos observar que tanto com o anticorpo monoclonal, policlonal e
a juncdo de ambos, ndo temos aumento de comprimento de onda apds a adi¢do das
amostras negativas, confirmando que na dilui¢ao 1:150 ndo ocorre ligagdo ou agregacao
inespecifica. Com isso, 0s experimentos com todas as amostras positivas e negativas foi

realizado com a dilui¢dao 1:150 em PBS.
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FIGURA 21 - Anélise de comprimento de onda da solu¢cdo de AuNPs com formagao de
complexo e diferentes anticorpos, antes ¢ apds a adi¢do das amostras negativas (1 e 2)
diluidas na proporcao 1:150. A - Grafico da solu¢do de AuNPs com anticorpo monoclonal
(2,5 pg/ml). B - Grafico da solugdo de AuNPs com anticorpo policlonal (1:100). C -
Grafico da solu¢ao de AuNPs com anticorpo monoclonal e policlonal (1:1).
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5.6 Experimentos com as amostras

As 60 amostras de fezes positivas e 5 negativas para PVC-2 foram submetidas ao
protocolo com os anticorpos monoclonal e policlonal, e uma combinacdo de ambos na
proporcao 1:1. Os experimentos foram realizados como demonstrado na figura 22: 1)
Adi¢ao de 11 — MUA na solugdo de AuNPs com incubacdo de 40 minutos para ligacao
do grupo tiol; 2) Adicdo de EDC/NHS e formag¢do das monocamadas auto-organizadas
com periodo overnight de incubagdo sob refrigeragao; 3) Separagdo da solucao em dois
tubos tipo falcon para adicdo das imunoglobulinas monoclonal e policlonal com
incubacdo de 40 minutos; 4) Aliquotagem de 400 pL das solugdes monoclonal e
policlonal em microtubos e outra sequéncia com 200 pL de cada para gerar a combinagao

de ambas as imunoglobulinas (proporcao 1:1); 5) por final, adicdo de 40 uL das amostras
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de fezes na diluig¢do 1:150, permanecendo em incubag¢dao em temperatura ambiente por 30

minutos, para entdo, leitura no UV-Visivel.

FIGURA 22 — Fluxograma do preparo e realizacdo dos experimentos.
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Fonte: Arquivo proprio.
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Na figura 23 temos a comparagdo de coloracdo da solu¢do em cada etapa.
Independente da imunoglobulina utilizada, as amostras positivas ndo apresentaram
alteracdo de cor significante da solugdo em comparagdo a etapa do anticorpo. Alteragao
jéa relatada em metodologias similares utilizando as AuNPs como biossensores (BASSO
et al., 2015; MORTEZAEI et al., 2021; MRADULA et al., 2020). Recentemente nosso
grupo de pesquisa obteve €xito ao utilizar um hibrido de nanoparticulas de maghemita
(Fe203) com as de ouro para diagndstico visual de circovirus suino tipo 2 (BASSO et al.,
2022).

FIGURA 23 - Imagem de comparacao da coloragdo da solugao contendo as AuNPs, apos

adi¢do do MUA, do EDC/NHS, da imunoglobulina hibrida, das amostras positivas A8 e
A15, da negativa 4 e com adi¢do de PBS.

EDC/
AuNPs MUA ngs Iz A8  Al5 Negd PBS

Fonte: Arquivo proprio.

Entretanto, pelas andlises no equipamento de espectrofotometria de UV-Vis ¢
possivel observar que houve ligagdo viral no complexo das AuNPs pelo aumento no
comprimento de onda das amostras positivas, como mostra a figura 24. Resultados
similares foram encontrados em experimentos anteriores realizado pelo nosso grupo de
pesquisa para deteccao do virus da dengue com uso das AuNPs (BASSO et al., 2018). Na
tabela 7, temos os valores de comprimento de onda das amostras positivas e negativas, e

respectivas diferengas em comparagdo a etapa do anticorpo.



TABELA 7 — Valores do comprimento de onda das amostras positivas (1 ao 60) e
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negativas (1 a 5 e PBS) para as imunoglobulinas monoclonal, policlonal e a combinagao

de ambas.
Monoclonal (2,5ug/mL) Policlonal (1:100) Monoclonal ¥
Policlonal (1:1)
Amostra
Comprimento Diferenca* Comprimento Diferenca* Comprimento Diferenca*
de onda (nm) (nm) de onda (nm) (nm) de onda (nm) (nm)
1 533,55 2,57 535,19 2,01 535,01 2,96
2 534,37 3,39 540,14 6,96 537,02 4,97
3 538,4 7,42 538,57 5,39 545,71 13,66
4 534,37 3,39 535,56 2,38 537,38 5,33
5 533,57 2,59 540,22 7,04 537,4 5,35
6 535,56 4,58 538,4 5,22 538,57 6,52
7 537,94 6,96 536,01 2,83 541,96 9,91
8" 537,21 6,23 536,93 3,75 540,95 8,9
9 546,17 15,18 543,33 9,97 536,9 5,01
10 534,37 3,02 535,17 2,76 533,5 2,24
11 533 2,01 537,39 4,03 542,15 10,26
12 547,82 16,83 535,56 2,2 545,35 13,46
13 533,91 2,92 536,38 3,02 539,95 8,06
14 533,54 2,19 534,67 2,26 533,35 2,09
15 539,95 8,96 535,37 2,01 544,89 13
16 541,14 10,15 538,76 5,4 543,43 11,54
17 540,13 9,14 540,22 6,86 541,96 10,07
18 541,96 10,97 535,74 2,38 546,17 14,28
19 536,93 5,58 536,34 3,93 534,92 3,66
20° 550,83 19,48 542,79 9,61 541,23 8,51
217 540,22 8,87 540,04 6,86 537,57 4,85
22 552,85 21,5 537,85 4,67 539,77 7,05
23 536,02 4,67 536,59 4,18 536,59 5,33
24 536,57 5,22 541,96 8,78 539,95 7,23
25 535,74 4,39 537,75 4,57 542,96 10,24
26 533,54 2,19 534,44 2,03 534,08 2,82
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27 533,36 2,01 538,26 5,85 537,43 6,17
28 535,19 3,84 536,57 3,39 550,02 17,3
29" 541,23 9,88 536,93 3,75 538,21 5,49
30" 534,31 3,27 534,56 2,07 535,07 3,62
31 533,43 2,39 534,56 2,07 539,22 7,77
32 534,41 3,37 535,69 3,2 536,58 5,13
33 535,69 4,65 535,29 2,8 539,72 8,27
34 542,15 10,8 538,58 5,4 541,14 8,42
35 540,41 9,06 540,22 7,24 543,52 10,16
36 533,36 2,01 538,12 5,14 537,75 4,39
37 545,97 14,62 541,23 8,25 536,93 3,57
38 536,2 4,85 538,58 5,6 536,29 2,93
39 540,59 9,24 536,02 3,04 536,29 2,93
40 534 2,65 535,56 2,58 537,02 3,66
41 538,46 7,42 535,06 2,57 534,69 3,24
42 536,03 4,68 537,75 4,77 544,98 11,62
43 534,36 3,01 537,57 4,59 536,29 2,93
44 534,37 3,38 535,19 2,47 533,91 2,56
45 533,55 2,56 535,19 2,47 534,39 3,04
46 537,02 6,03 535,02 2,3 535,17 3,82
47 533,55 2,56 535,69 2,97 536,32 4,97
48 535,56 4,57 535,36 2,64 535,89 4,54
49 533,36 2,37 535,74 3,02 533,79 2,44
50 533,18 2,19 535,24 2,52 534,82 3,47
51 535,38 4,39 534,74 2,02 534,66 3,31
52 533,3 2,13 534,73 2,64 536,06 3,05
53 533,69 2,52 535,35 3,26 536,77 3,76
54 535,83 4,66 535,02 2,93 537,88 4,87
55 539,64 8,47 535,43 3,34 539,65 6,64
56 539,91 8,74 535,88 3,79 539,21 6,2

57 539,89 8,72 535,51 3,42 539,6 6,59
58 537,32 6,15 537,74 5,65 535,06 2,05
59 534,45 3,28 534,93 2,84 535,48 2,47




45

60 533,43 2,39 534,56 2,26 535,08 4,03
Neg 1 529,34 -2,01 531,58 -0,83 528,42 -2,84
Neg 2 529,24 -2,11 529,82 -2,59 530,49 -0,77
Neg 3 529,91 -1,13 531,89 -0,6 530,79 -0,66
Neg 4 528,78 -2,26 531,77 -0,72 529,28 -2,17
Neg 5 531,02 -0,02 530,79 -1,7 530,16 -1,29

PBS 530,16 -1,19 530,07 -2,34 528,98 -2,28
*Diferenca de comprimento de onda em relagdo a respectivos valores do comprimento de onda da etapa de
anticorpo.

*PVC-2a
"PVC-2b
" PVC-2c

FIGURA 24 - Anélise do comprimento de onda da solugdo de AuNPs com diferentes
anticorpos e ap0s a adicdo de amostras positivas (22, 24, 25 e 28) e PBS. A - Grafico da
solugdo de AuNPs com anticorpo monoclonal (2,5 pg/ml). B - Grafico da solugdo de
AuNPs com anticorpo policlonal (1:100). C - Grafico da solugdo de AuNPs com anticorpo

monoclonal e policlonal (1:1).
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Em relacdo a detecg¢do das trés variantes antigénicas (PVC-2a, PVC-2b e PVC-
2¢), o protocolo também funcionou. Dentre as trés variantes PVC-2a (A20), PVC-2b (AS,
A21, A29 e A30) e PCV-2¢ (A5 e Al2), todas apresentaram aumento em seus
comprimentos de onda em comparagdo as respectivas etapas de imunoglobulinas, como

apresentado na tabela 7.

A mediana do comprimento de onda apos a ligacao do anticorpo monoclonal no
complexo foi de 531,1 (530,98 - 531,35 nm), o policlonal apresentou uma mediana de
533 nm (532,09 - 533,36) e a combinagdo de ambos na proporc¢ao 1:1 apresentou uma
mediana 532,1 nm (531,05 - 533,36). O comprimento de onda apds adicdo das amostras
positivas e incubagao, apresentaram uma mediana de 535,7 nm (Q1 533,7; Q3 539,9) com
uso da imunoglobulina monoclonal, com a policlonal a mediana ficou em 535,9 nm (Ql
535,2; Q2 538,2) e a combina¢ao de ambas apresentou a maior mediana, com 537,4 nm

(Q1 535,2; Q2 540,7).

Em relacdo a adi¢do das amostras negativas no complexo com o anticorpo
monoclonal, o comprimento de onda mediano das amostras foi de 529,9 nm (528,8 —
531), com o policlonal 531,6 nm (529,8 — 531,9) e com o uso da combinagdo de ambos
apresentou uma mediana de 530,2 nm (528,4 — 530,8). Na figura 25, € possivel observar
a comparacdo entre o comprimento de onda da etapa com as imunoglobulinas e apos a
adicao das amostras positivas e negativas. Independentemente do tipo de anticorpo, todos
apresentaram ligacdo do virus no completo

AuNPs@MUA @EDC/NHS@Imunoglobulina.
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FIGURA 25 - Grafico da comparagdo entre medianas e limites superior e inferior do
comprimento de onda das imunoglobulinas (monoclonal, policlonal e combinagdo de
ambas [1:1]), amostras negativas e positivas.
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A diferencga entre o comprimento de onda da etapa com as imunoglobulinas e apds
a adicdo das amostras positivas, apresentou um aumento mediano de 4,62 nm (p<0,0001)
para o uso do anticorpo monoclonal, 3,3 nm (p<0,0001) com o policlonal, ¢ com a
combina¢do de ambos um aumento mediano de 5,07 nm (p<0,0001). Os trés grupos
apresentaram um aumento estatisticamente significativo no comprimento de onda em
relagdo a etapa anterior, sendo que a combinagao hibrida do monoclonal com o policlonal
obteve a maior diferenca. Na figura 26 temos a comparacao dos trés grupos. O uso dos
anticorpos monoclonal e a combinagao do monoclonal com policlonal, apresentaram uma
diferenca estatisticamente maior, em comparacdo ao policlonal (p= 0,014 e p=0,0002,
respectivamente). Nao houve diferenga estatistica entre o uso do anticorpo monoclonal e

a combinacdo de ambos (p=0,706).

Com as amostras negativas, ndo houve aumento do comprimento de onda em
relagdo a etapa AuNPs@MUA@EDC/NHS@Imunoglobulina para todos os grupos,
como mostrado na figura 26. Com o anticorpo monoclonal a diferenca mediana foi de -
1,19 nm (p=0,0625), com o policlonal -0,83 nm (p=0,0625) e a combinagdo hibrida de

ambos de -1,29 (p=0,0625). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
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comprimentos de onda das amostras negativas com as imunoglobulinas. Independe do
anticorpo, todas as amostras negativas apresentaram um comprimento de onda inferior
em relagdo ao da etapa anterior, resultados semelhantes ao encontrado em estudos
anteriores (BASSO et al., 2013, 2018, 2020b). A diferenga entre as medianas do
comprimento de onda das amostras positivas e negativas, se mostrou estatisticamente
significativa com o p<0,0001, para todos os anticorpos (monoclonal, policlonal e a
combinagao hibrida).

FIGURA 26 - Comparagao entre a diferenga do comprimento de onda das etapas com as

imunoglobulinas monoclonal, policlonal e a combinag¢ao de ambas, ¢ apos a adi¢ao das
amostras positivas e negativas.
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Apesar da auséncia de modificagdo significativa da cor da solugcdo das AuNPs,
através da técnica de espectrofotometria, foi possivel confirmar que a ligacao antigeno-
anticorpo estava ocorrendo no complexo pelo aumento no comprimento de onda. A
analise pela MET corrobora com os resultados do UV-Visivel. Na figura 27, podemos

observar um aumento no didmetro médio das AuNPs, previamente de 23,64 nm, para
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29,24 nm ap6s a formagdo do complexo AuNPs@MUA@EDC/NHS@Imunoglobulinas.
Com a adicdo da amostra positiva A8, foi constatado um aumento no didmetro médio
para 32,73 nm, como ¢ possivel observar pela analise presente na figura 28. Resultados
similares aos encontrados em experimentos anteriores (BASSO et al., 2022; RETH,
2013), demonstrando aumento no diametro das AuNPs a partir da deposi¢do de
biomoléculas.

FIGURA 27 - Analise do complexo AuNPs@MUA@EDC/NHS@Imunoglobulinas pela
MET. A - Imagem da MET. B - Histograma da distribuicdo de didmetro do complexo.
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FIGURA 28 - Andlise do complexo apos adigdo de amostra positiva A8 pela MET. A -
Imagem da MET. B - Histograma da distribui¢do de didmetro do complexo mais amostra

A8.
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Na figura 29 temos imagens da MET, onde podemos observar no quadrante A as

AuNPs em escala de 500 nm com um tamanho uniforme e dispersas. Nos quadrantes B

temos a formacdo da monocamada ao redor das AuNPs e no quadrante C o complexo
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com a ligacdao da combinacdo dos anticorpos monoclonal e policlonal. No quadrante D
temos a adi¢ao da amostra positiva A8, sendo possivel observar uma sttil sombra ao redor
das AuNPs e um aumento nos agregados de nanoparticulas. Resultados semelhantes a
estudos prévios com AuNPs (BASSO et al., 2022; MRADULA et al., 2020).

FIGURA 29 - Fotos da MET. A - AuNPs em escala de 500nm com aproximadamente 23
nm de didmetro. B — Etapa da formagao do complexo AuNPs@MUA@EDC/NHS. C —
Apo6s a adicdo da combinagdo dos anticorpos monoclonal e policlonal formando o
complexo AuNPs@MUA@EDC/NHS@Imunoglobulinas. D — Solugdo apds adi¢ao da
amostra positiva (AB), formando 0 complexo
AuNPs@MUA @EDC/NHS@Imunoglobulinas@parvovirus.

—1 100 A

Fonte: Arquivo proprio.
A combinagdo hibrida de ambos os anticorpos monoclonal e policlonal,
apresentou os melhores resultados com a maior mediana de comprimento de onda, por

essa razdo, foi escolhido para comparacdo dos resultados. A analise de correlacdo dos
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resultados de qPCR, diagnostico padrdao ouro para PVC-2, e dos comprimentos de onda
das amostras positivas ndo foram significativas (p=0,45). Em relacdo a analise das 49
amostras que apresentaram titulo hemaglutinante, ndo foi observado uma correlagao
estatisticamente significativa dos valores de Log> HA com os de comprimento de onda
(p=0,92). Resultados indicam que os valores de comprimento de onda para nosso
protocolo ndo sdo extrapolados de forma quantitativa, somente qualitativa (positivo ou

negativo), diferente dos resultados de qPCR e HA.

Para identificar o limiar de detec¢do diluimos a amostra positiva Al2 nas
propor¢des 1:150, 1:500, 1:103, 1:10%, 1:10°, 1:10% e 1:107 (figura 30). No quadrante A é
possivel observar um aumento no comprimento de onda até a dilui¢do 1:10° com 2,02 nm
em relacdo a etapa contendo a combinacao do anticorpo monoclonal e policlonal. No
quadrante B temos a comparagdo dos valores de comprimento de onda com o Log> das

respectivas dilui¢des, com um R? de 0,97.

FIGURA 30 - Andlise do limiar de detec¢do do protocolo. A - Grafico do UV-Vis da
amostra A12 diluida. B — Comparagdo dentre os valores de compriemento de onda ¢ o

Logy das respectivas diluigdes.

A B | 550
12 531,89 nm - Monoclonal —
£ - 2
+ Policlonal (1:1) E R?=0,97

545,35 nm - 1:150 -
1,0 542,84 nm - 1:500 [*]
——542,21 nm - 1:10° E
-] B ant [=]

S 08 540,37 nm -1:10° ® 540
£ ——533,91 nm - 1:10 o
‘E 06 530,41 nm - 1:10° e

5 530,22 nm - 1:10" c 535
® 04 @
o %% £
< =
o

i 530 Ld
0,2 3
o
0,0 (&)
525 . . T
T T T T
400 500 600 700 800 900 5 10 15 20 25
Comprimento de onda (nm) Log,(Diluicao)

Para avaliar a especificidade do protocolo amostras de soro positivas para
adenovirus e circovirus suino 2 (CVS-2) e uma de fezes positiva para CVS-2, foram
submetidas a técnica. Ambas familias virais, Adenoviridae e Circoviridae, compreendem
DNA virus com a auséncia de envelope viral, similar aos parvovirus (GAVA et al., 2018;
KULANAYAKE; TIKOO, 2021; MIETZSCH; PENZES; AGBANDJE-MCKENNA,

2019). Na figura 31 temos a analise por UV-Vis para avaliagdo de possivel ligacao
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cruzada com outras amostras virais. A etapa com a combinacdo de ambos os anticorpos
apresentou um comprimento de onda de 531,89 nm, que com a adi¢do da amostra de soro
de adenovirus e CVS-2 alterou-se -1,43 e -2,92 nm, respectivamente. A amostra de fezes
de CVS-2 também apresentou uma redugao do comprimento de onda de -2,23 nm, assim
como com a adi¢do de PBS (-3,92 nm). Nao foi evidenciado ligagdo inespecifica do
complexo de AuNPs com as amostras virais similares ao parvovirus, demonstrando uma

seletividade 6tima do imunossensor.

FIGURA 31 — Grafico da andlise do comprimento de onda da solu¢do de AuNPs com
complexo apos adicdo de amostras interferentes.
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Os resultados aqui apresentados também podem auxiliar na elaboragado de técnicas
futuras de point of care testing, uma vez que o uso das AuNPs ja foi descrito em
protocolos de diagndsticos rapidos colorimétricos (BASSO et al., 2015, 2019, 2022; GAO
et al., 2015; LIU et al., 2018; VERDOODT et al., 2017). Em contrapartida, nao foi
constatada a alteragao da coloragdo da solucao apds adi¢ao das amostras positivas, mesmo
com a confirmac¢do da ligagao viral no complexo, resultados similares a um estudo prévio
(BASSO et al., 2018). Contudo, os resultados aqui presentes sdao de muita valia para
elaboragdo de futuros point of care testing com uso das AuNPs associadas a outras
metodologias, como as de fluxo lateral (MARIN; NIKOLIC; VIDIC, 2021; SHARMA et
al., 2018).

Por fim, o protocolo se demonstrou financeiramente mais vantajoso. Com todos

os reagentes utilizados, o valor de custo por amostra ficou em torno de R$5,00, mais
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acessivel em comparagdo aos métodos moleculares (+R$70,00) e diagnosticos rapidos
(R$50,00) disponiveis no mercado. Além de rapida, com tempo de execucgdo de

aproximadamente 40 minutos.

6. CONCLUSAO

O uso das AuNPs como biossensores para detecgdo do PVC-2 por meio da andlise
de UV-visivel se mostrou uma técnica rapida, confiavel e barata em comparacao ao teste
ouro de qPCR. A combinagdo de anticorpos monoclonal e policlonal apresentou um
melhor resultado, principalmente em relacao ao uso isolado do policlonal. Foi possivel
detectar as trés variantes pelo protocolo, sem relagao cruzada com outras amostras virais
similares ao parvovirus. Apesar da auséncia de associacdo do valor de comprimento de
onda com a concentragdo viral na amostra, para parvovirose canina, somente o
diagnodstico qualitativo (positivo ou negativo) € o suficiente para dar continuidade ao

tratamento e posterior controle de surtos da doencga, sendo ainda um protocolo promissor.
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