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Bovolato, A. C. Biossensor para identificacao rapida da doenga de Alzheimer. Botucatu, 2021.87p.
Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho™.

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ a uma doenga neurodegenerativa complexa, responsavel pela
maioria dos casos de comprometimento cognitivo progressivo em pacientes idosos. O processo
degenerativo pode iniciar 20 anos antes da manifestagado clinica da doenca. O diagndstico precoce
e preciso da DA continua laborioso e quase sempre interfaceado com o diagndstico de exclusao.
Neste projeto ¢ proposto o desenvolvimento de um biossensor para a deteccdo da doenga de
Alzheimer baseado na detec¢do de autoanticorpos anti-ATP-sintase subunidade Beta e anti-
FRMDS presentes em amostra periféricas, soro, e em LCR (liquido cefalorraquidiano) de pacientes
com a doenca de Alzheimer. Para tal foi construido dois sistemas baseados em imunoensaios: 1)
imobilizou-se ATP-Sintase subunidade Beta em ldmina de ouro modificadas com 11-MUA e
Quitosana e 2) imobilizou-se o peptideo FRMDS associado ao lipossomo de DPPG em superficie
de ouro modificada com 11-MUA e PEL. Em ambos os casos se quantificou os respectivos
anticorpos comerciais diluidos nas propor¢cdes nao diluido, 0,0lmg/mL (puro), 1:10
(0,001lmg/mL), 1:100 (0,0001mg/mL), 1:1000 (10ng/mL) e 1:10000 (Ing/mL), com o intuito de
gerar uma curva de calibragdo. Para realizar as medidas foi feita a técnica de SERS (Espectroscopia
Raman Aprimorada por Superficie) usando sondas SERS de nanoparticulas de ouro modificadas
com Anti-IgG por¢ao Fc. Como analise comparativa, ambos os resultados foram comparados com
amostras de individuos ndo portadores de DA (como controle Alzheimer, CA) e com anti-HIV p17
como controle experimental (CE). Os sensores foram habeis de gerar curvas de calibragdo na qual
o biossensor baseado em FRMDS foi capaz de detectar at¢ 1ng/mL e o biossensor baseado em
ATP-Sintase foi capaz de detectar até 10ng/mL. Na validacdo, apenas o biossensor baseado em
ATP Sintase se demostrou eficaz na semi-quatificagdo e diferenciagdo entre controles e amostras
e através de andlise de PCA foi estabelecer e criar um Score SERS e correlacionar com o Score
MEEM. Um ponto extremamente importante a se destacar nesse trabalho ¢ que ndo ha biomarcador
“perfeito” para a DA devido ao seu multiplo interfaceamento, sendo, a melhor alternativa, uma

analise de multiplos marcadores.

Palavras-chave: doenga de Alzheimer, biossensores, biomarcadores, SERS.
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Alzheimer's disease (AD) is a complex neurodegenerative disease, responsible for most cases of
progressive cognitive impairment in elderly patients. The degenerative process can start 20 years
before the clinical manifestation of the disease. The early and accurate diagnosis of AD remains
laborious and is almost always intertwined with diagnoses of exclusion. This project proposes the
development of a biosensor for the detection of Alzheimer's disease based on the detection of anti-
ATP-synthase Beta and anti-FRMD8 autoantibodies present in peripheral samples, serum, and in
CSF (cerebrospinal fluid) from patients with Alzheimer's disease. For this purpose, two systems
based on immunoassays were constructed: 1) ATP-Synthase Beta subunit was immobilized on
gold plate modified with 11-MUA and Chitosan and 2) FRMDS peptide associated with DPPG
liposome was immobilized on a modified gold surface with 11-MUA and PEI. In both cases, the
respective commercial antibodies were quantified in the proportions undiluted, 0.0 lmg/mL (pure),
1:10 (0.001lmg/mL), 1:100 (0.0001mg/mL), 1:1000 (1ng/mL) and 1:10000 (1ng/mL), to generate
a calibration curve. The SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy) technique was performed
using SERS probes of gold nanoparticles modified with Anti-IgG Fc portion. As a comparative
analysis, both results were compared with samples from individuals without AD (as control
Alzheimer, CA) and with anti-HIV p17 as experimental control (EC). The sensors were able to
generate calibration curves in which the FRMDS8-based biosensor was able to detect up to Ing/mL
and the ATP-Synthase-based biosensor was able to detect up to 10ng/mL. In the validation test,
only the ATP Synthase-based biosensor proved to be effective in semi-qualification and
differentiation between controls and samples, and, through PCA analysis, it was established and
created SERS Score and correlated with the MEEM Score. An extremely important point to be
highlighted in this work is that there is no “perfect” biomarker for AD due to its multiple

interfacing, the best alternative being an analysis of multiple markers.

Keywords: Alzheimer's disease, biosensors, biomarkers, SERS.
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1. INTRODUCAO

A deméncia ¢ um termo genérico usado para descrever um nivel de deficiéncia
neurocognitiva que pode afetar as atividades da vida diaria de uma pessoa (1-5). Multiplas
etiologias -podem levar a deméncia, incluindo a doenga de Alzheimer (DA), doenga vascular,
presenca de corpos de Lewy, doenca Fronto temporal e lesdo cerebral (1). A DA ¢ a mais
importante entre as doengas neurodegenerativas cronicas da atualidade, tendo em vista a
incapacitacdo neurologica que ela provoca e a estimativa de aumento de incidéncia para as
proximas décadas, justificado principalmente pelo aumento da longevidade no mundo todo, o que
torna a DA um grande desafio para a satude publica (1-3). Geralmente ¢ caracterizada por perda
progressiva de memoria e funcionamento cognitivo; comprometimento funcional no desempenho
das atividades didrias como comer, cozinhar, tomar banho e pagar contas; ¢ manifestacdo de

sintomas neuropsicologicos, como depressao, ansiedade, agitacdo, apatia, delirio e psicose (2).
1.1 Adversidade Econémica e Social

O cuidado de pessoas com DA apresenta desafios especiais, conforme a progressdao da
doenca. Os individuos requerem niveis crescentes de cuidados e apoio, incluindo tratamento
médico, medicamentos especificos, equipamento médico, modificagdes de seguranga doméstica,
servicos de seguranca, cuidados pessoais, creches para adultos e, por fim, servigos residenciais em
tempo integral (2,3). Atualmente, ndo hd uma cura e tratamentos eficazes para controlar a
progressao da doenga, portanto, impondo uma carga financeira elevada aos pacientes e suas

familias, ao sistema de prestacao de cuidados de satide e sociedade como um todo (3).

Na literatura, observamos evidéncias crescentes de que o custo do tratamento da deméncia

aumentara rapidamente nos préximos anos. De acordo com estimativas recentes da Associacao



Norte Americana de Alzheimer, o total de gastos médicos diretos associados com deméncias nos
Estados Unidos aumentara de $ 355 bilhdes (2021) para mais de $ 1 trilhdo (2050), devido a
aumentos projetados na populagao idosa (3). Estudos Europeus, baseados em dados clinicos dos
centros de servico de deméncia mostram, segundo a figura 1 (4), os custos estimados do
tratamento, levando em consideragdo o desenvolvimento de limitacdes funcionais devido a
demeéncia, resultando no aumento do custo social por paciente, sendo mais de 800 Euros por més,
destes custos, 74% ocorreram por custos indiretos (3—7). Em um periodo de cinco anos, esses

custos aumentardo 7,1 vezes e em 10 anos aumetardaol6,2 vezes (4).
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Figura 1. Estimativa de custos de tratamento em relagdo a evolugdo da deméncia. Legenda: Desenvolvimento de custo total em
milhdes de Euros por ano. Fonte: Adaptado de “Cost of care for persons with dementia”; Health Econ Rev, 2020 (4).

Além disso, o estudo demonstra que a maior parte do aumento de custo procede do aumento
acentuado de pessoas com deméncia severa e que o custo da mesma prevalece sobre o custo nos
periodos posteriores (4). Varios estudos econdmicos relacionados ao Alzheimer argumentam que
o custo do tratamento da deméncia nao aumenta de maneira linear de acordo com os estagios de
demeéncia leve a grave, mas descrevem uma relacdo parabdlica, ou seja, o custo do tratamento de
pessoas com deméncia leve e grave ¢ mais alto do que para pessoas no estdgio moderado (4—13).

Esses achados destacam que o estagio da deméncia ¢ um dos principais direcionadores de custos



(5-7). De modo geral, estudos correlacionam o aumento dos servicos de assisténcia a gravidade
da deméncia como sendo uma das principais causas do aumento dos custos (6—-11), e que o
ambiente de cuidado e a perspectiva de custo combinados com a natureza progressiva da deméncia
sao direcionadores relevantes para o custo do cuidado (4,6,10,12).

Diante dos estudos encontrados na literatura, podemos prever que o custo do sistema de
saude aumentara enormemente nas proximas décadas, especialmente porque nenhuma cura para a
deméncia ¢ esperada no futuro proximo (3-14). Enfatizando os trés fatores de custo: nivel de
gravidade, custo de cuidados informais e progressdao da deméncia - o custo do atendimento
ambulatorial da deméncia poderia ser estimado a fim de fornecer uma boa base para o
planejamento da prestacdo de cuidados (13). A importancia da doenca neurodegenerativa vai,
portanto, além da sua elevada prevaléncia. Um a cada 3 individuos norte-americanos com mais de
65 anos ¢ acometido morrem de DA ou algum tipo de deméncia. Estima-se que a cada minuto uma
suspeita de DA seja feita nos Estados Unidos (14).

1.2 Epidemiologia

A base de evidéncias sobre a prevaléncia da deméncia esta se expandindo rapidamente. E
necessaria uma reavaliacao da prevaléncia, da mortalidade (figura2) (14) e dos niimeros globais,
dadas as implicacdes significativas para politicas e planejamentos sociais e publicos (3). Em paises
de alta renda ¢ uma prioridade de saude e assisténcia social. Os governos do Reino Unido, Franga,

Noruega, EUA e Cor¢ia do Sul desenvolveram recentemente planos ou estratégias especificas (15).

Dados estimados da Organizagdo Mundial de Satide (OMS) mostram uma projecao
alarmante de um numero extraordinario de 100 milhdes de portadores de DA no planeta, em 2050

(14). Segundo o relatorio da Sociedade Internacional de Alzheimer o nimero de casos estimados



em 2021 e de 6,2 milhdes (figura 3 A) e a previsao para 2060 e de 13,8 milhdes apenas nos EUA

(figura 3 B) (14).
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Figura 2. Comparagéo entre o crescimento da mortalidade de diversas doengas nos EUA. Fonte: Adaptado de “2021 Alzheimer's
disease facts and figures.”; Alzheimer's Association (2021) (14).

O envelhecimento da populagdo estd tendo um impacto profundo no surgimento da
epidemia de deméncia e estd impulsionando as respostas do governo (14). Embora os casos com
o inicio de sintomas em jovem, seja cada vez mais reconhecidos, a deméncia ¢ tipicamente uma
condi¢do que afeta mais pessoas de idade avancada. A prevaléncia de deméncia especifica para a
idade varia entre as regides do mundo, porém, pode convergir, uma vez que apresentam a mesma
tendéncia, figura 4 (14). Como pode observar-se existe um elevado grau de diferenca entre o
numero de casos em paises de baixa e média renda para paises com alta renda. Esse fenomeno
pode ser explicado por dois fatores principais: 1) a diferenga na expectativa de vida; 2) na falta de

notificacao dos casos (16—19).



Numero e Idade de Idosos com 65 anos ou mais com Doenca
de Alzheimer, 2021*

Total:
6,2 milhdes

o 65-74 anos:
1,72 milhdes (27,6%)

75-84 anos:

2,25 milhdes (36,1%)

85+ anos:
2,27 milhoes (36,4%)

B Projecdao do Numero de Idosos com 65 anos ou mais (total e por idade) no EUA com
Doenga de Alzheimer, 2020 a 2060
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Figura 3. Numero de casos estimados em 2021 e projecéo para 2060. Legenda: A: o numero de casos estimados em 2021 nos
EUA; B: projecdo do nimero de casos de DA nos EUA. Fonte: Adaptado de “2021 Alzheimer's disease facts and figures.”;
Alzheimer's Association (2021) (14)

Esse segundo fator foi atestado através do Relatorio Mundial de Alzheimer, elaborado pela
Universidade McGill em Montreal, Canadé; 75% dos casos estimados de pessoas com deméncia
nao sdo diagnosticadas em todo o mundo. E esse indice chega a 90% nos paises de renda média e

baixa (16). Ja no Brasil, segundo o censo do IBGE de 2021, hoje ha aproximadamente 29 milhdes



de pessoas acima dos 60 anos (20), e estima-se que quase 2 milhdes desses idosos tém deméncias,
sendo que de 40 a 60% sdo do tipo Alzheimer(21). No entanto, os dados sdo subestimados, devido

erro no diagnostico ou falto de recurso médico para realizar o diagnostico (21).
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Figura 4. Estimativa da incidéncia anual de deméncia especifica para a idade. Legenda: Analise derivada da meta-rregressdo de
Poisson de efeitos mistos, para regides do mundo para as quais a sintese meta-analitica era viavel. Fonte: World Health
Organization and Alzheimer’s Disease International (WHO). Dementia: a public health priority. (2012) (14)

Segundo o estudo de Sloane PD, Zimmerman S, et al;(15) apresentado pela figura 5 (15),
nimero de pessoas com deméncia pode ser modificado substancialmente por intervengdes
preventivas (reducdo da incidéncia), melhorias no tratamento e cuidados (prolongando a
sobrevida) e interven¢des modificadoras da doenca (prevencao ou desaceleragcdo da progressdo).
As projecdes indicam que as terapias que retardam o inicio da doenga reduzirdo acentuadamente
a prevaléncia geral da doenca, enquanto as terapias para tratar a doenga existentes irdo alterar a
proporcao de casos que sdo leves em oposicao a moderados / graves. O impacto de tais mudangas
na saude publica provavelmente envolveria a quantidade e o tipo de servigos de satide necessarios.
Todos os paises precisam encomendar pesquisas nacionalmente representativas que sio repetidas

regularmente para monitorar tendéncias.
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Figura 5. Prevaléncia da doenga de Alzheimer, 2005-2050: projecdes baseadas em trés modelos dos efeitos dos avangos
significativos do tratamento introduzidos em 2010. Legenda: Grafico de barras comparando a prevaléncia de casos leves,
moderados / graves e totais de doenga de Alzheimer nos Estados Unidos, 2000-2050, com base em quatro projegdes: nenhum
avango terapéutico (A), inicio tardio da doenca (B), doenga retardada progressao (C), e inicio tardio da doenga e progressao tardia
da doenga (D). Fonte: Adaptado: “The Public Health Impact of Alzheimer’s Disease, 2000-2050: Potential Implication of
Treatment Advances.” Annu. Rev. Public Health 2002 (15).

O envelhecimento da populagdo parece destinado a desempenhar o maior papel, e os
formuladores de politicas prudentes devem planejar a futura prestacao de servicos com base nas
atuais projecdes de prevaléncia. As prioridades adicionais devem incluir o investimento em
programas de promog¢ado da satde cerebral e prevencdo da deméncia, e 0 monitoramento do curso

futuro da epidemia para mapear a eficacia dessas medidas.
1.3 Etiologia

A etiologia da DA ¢ complexa e estd vinculada a multiplos fatores sendo estes tanto
genéticos como ambientais (22-37). Dentre esses fatores determinantes e potencializadores pode
ser citado: o estilo de vida (25,27,28,31), nivel educacional (25,27,31), género (24,25,37),
disturbios psicoldgicos (25,28,29), complicacdes vasculares (25,28,31,36), erros metabolicos

(25,29,31), alteragao dos niveis de colesterol (38), desbalanco no sistema imune (25,32,33), com



crescente carater autoimune (33—-36) e erros no metabolismo de mitocondrias (26). A interacao
desses elementos e o pouco conhecimento da intrinseca rede de relagdes existentes entre eles, além
de tornar o diagnéstico mais complexo e demorado, também interfere na efetividade e
especificidade da abordagem terapéutica (24,25,27,29,31,36). Com isso, 0 comprometimento da
capacidade cognitiva dos portadores de DA progride de forma inexoravel. O desenvolvimento
continuo de novas tecnologias para o diagndstico mais rapido e preciso se faz necessario para
colaborar com a atengdo comportamental e terapéutica precoce, de maneira a proporcionar maior
probabilidade de controle da doenga.

Embora tenha sido estudada por mais de um século, as bases moleculares para a sua
patogénese ainda estdo longe de ser claramente compreendida. Consequentemente, apesar de
varias pesquisas, ainda ndo esta disponivel nenhuma cura ou prevengao que seja realmente efetiva.
O processo degenerativo pode iniciar de 20 a 30 anos antes do inicio clinico da DA (12) e ¢ a
doenga neurodegenerativa mais comum, sendo responsavel por 60% a 70% de todos os casos de
comprometimento cognitivo progressivo em pacientes idosos (39,40). Esta doenca cerebral
deletéria € caracterizada por duas notaveis patologias conhecidas como placas senis e emaranhados
neurofibrilares, que correspondem a agregados extracelulares de peptideo ff amiloides (AB) (41,42)

e inclusdes intracelulares da proteina fau hiperfosforilada, figura 6 (42—45).
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prata, evidenciando a formagao de placas amildides (43). Fonte: Figura A adaptada de: “Tau protein aggregation in Alzheimer's
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linked.” Utah People's Post [periodico na internet]. May 2021. [acesso em 09 maio 2021]. Disponivel em:
https://www.utahpeoplespost.com/2016/01/dementia-uk-toxic-chemical-linked/

A fase inicial da DA ou fase pré-clinica tem sido caracterizada, bem como o termo

Comprometimento Cognitivo Leve (CCL ou mild cognitive impairment, MCI) (29), como
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mostrado na figura 7 (29). O estagio CCL ¢ utilizado para definir um estagio intermediario da DA,
isto ¢, pacientes que apresentam um comprometimento em um ou mais dominios cognitivos,
geralmente memoria, ou um declinio cognitivo leve maior que esperado para a idade do individuo
(29). Os pacientes caracterizados com CCL tém um risco de 5 a 10 vezes maior de desenvolver a

doenga clinica de Alzheimer dentro de 3 a 5 anos (29).
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Figura 7: Modelo hipotético da trajetoria clinica da doenca de Alzheimer (AD). Fonte: Extraido e adaptado: “Toward defining the
preclinical stages of Alzheimer's disease: Recommendations from the National Institute on Aging. Alzheimer's Association
workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer's disease” (2011)(29).

Estudos recentes t€ém mostrado que existem alguns indicadores bioldgicos além do
peptideo B amildides e da proteina tau hiperfosforilada, também denominados biomarcadores da
doenga de Alzheimer, que permitem distinguir pacientes com comprometimento cognitivo leve
que irdo progredir para a DA daqueles que ndo irdo progredir (23,46). A descoberta desses
biomarcadores possibilita o desenvolvimento de novas ferramentas e métodos para diagnosticar a
doenga de Alzheimer no estagio do CCL bem como no pré-clinico (29).

1.4 Biomarcadores Da Doenca De Alzheimer

Um biomarcador eficiente para o diagndstico de uma doenga como o Alzheimer deve

identificar a doenga em um estagio precoce, isto €, antes que os sintomas cognitivos sejam



encontrados em testes neuropsicoldgicos e antes de haver uma degeneragao clara em estudos de
imagem cerebral (47,48).

Na ultima década, juntamente com descobertas das principais caracteristicas patogénicas
da doenca de Alzheimer, houve resultados consistentes em relagdo aos biomarcadores presentes
no liquido cefalorraquidiano (LCR) e encontrados no sangue ou plasma (40-56). Esses
biomarcadores geralmente provém da degeneracdo de neurdnios e sinapses, distirbios no
metabolismo da proteina precursora de amildéide (PPA) e sua posterior deposi¢do em placas senis,
estresse oxidativo e hiperfosforilagdo da proteina tau com posterior formacao de emaranhados

neurofibrilares (47,58—60), figura 8 (61).
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Figura 8. Sequéncia de eventos na fisiopatologia da doenca de Alzheimer. Fonte: Adaptado de: “Aspectos da fisiopatologia
da doenga de Alzheimer esporadica.”, Revista Brasileira Neurologia (2012) (61).

A maioria dos biomarcadores reportados na literatura mostraram niveis aceitaveis de
especificidade e sensibilidade, alguns desses até mesmo na fase pré-clinica da doenga de
Alzheimer (61-64) possibilitando uma nova abordagem para o diagndstico da doenga, tabela 1

(65).



Tabela 1: Biomarcadores associados a DA.

Funcdo Bioldgica Alvo Proteico
Dopamina
Serotonina
Glutamato
Hidroxitriptamina
Transmissdo Sinaptica Receptores Adrenérgicos

Receptores N-metil-D-aspartato glutamico
Receptores Acetilcolinico nicotinico
Anfifisina-1

Proopiomelanocortina

Proteina acida fibrilar da glia

~ S100pB
Inflamacao Galactina-1
MAPKAPKS
Rabaptina 5
Barreira Hemato-encefalica Receptor Angiotensina-2 tipo 1

Lipoproteinas Oxidativas de baixa densidade
Fosforilcolina
Gangliosideos GM1 e GQ1b

Metabolismo Aldolase
ATP sintase B
Proteina Ribossomal Mitocondrial L34
Pentatricopeptideo no Dominio 2

FERM contido no Dominio 8
C9orf9
Expressao genica Centaurina-a2
Subfamilia C homologa DNA J
Anquirina e KH contidas no Dominio 1

Fonte: Adaptado “Biomarkers for the Early Detection and Progression of Alzheimer's Disease. Neurotherapeutics”,
Neurotherapeutics (2017)(65).

Os biomarcadores encontrados no liquido cefalorraquidiano sdo considerados mais
precisos, uma vez que estdo em contato direto com o microambiente cerebral, onde mudangas
bioquimicas sdo refletidas diretamente (64,66,67). Ou seja, os biomarcadores aparecem primeiro
no LCR, logo se apresentam em uma concentra¢do maior inicialmente para depois comegarem a
aparecerem no sangue (64,66). As proteinas totais tau (T-tau), isoformas do BA, em particular o
peptideo com 42 aminoacidos, e diferentes epitopos fosfo-tau (F-tau) encontrados na LCR sdo
biomarcadores bem caracterizados da DA e podem servir como marcadores que contribuem para

o diagndstico da doenga (24-58). No entanto, a punc¢ao lombar necessaria para coletar amostras do



LCR ¢ considerada uma pratica invasiva € tem uma percepgao publica negativa (69), limitando
assim a utilidade desses marcadores como meios de diagndstico, principalmente na fase pré-clinica

assintomatica.

Atualmente, tendo em vista a dificuldade da coleta de LCR, tem se proposto a pesquisa de
marcadores nos demais fluidos corporeos (33,66,69,70). Alguns exemplos de biomarcadores
periféricos da sao peptideos da BA presente no plasma (47), formas maduras da proteina precursora
da amiloide (PPA) (62) e as enzimas alfa-secretase (ADAM10) (62) e beta-secretase (BACE) (63),
encontradas em plaquetas. O peptideo BA pode ser encontrado de duas formas contendo 40 ou 42
aminoacidos dependendo do C-terminal. Estes estudos mostram que altos niveis de BA42 apontam
um fator de risco para desenvolver a doenca de Alzheimer (64,66,69).Porém, este biomarcador
aparece em outras doencas cerebrais como Parkinson, Mal de Lewy, doencas Angiogénicas (71—
75) relacionadas ao cérebro e at¢ mesmo a Sindrome de Down (76-78), o que o caracteriza como
nao sensivel e especifico para o diagnostico precoce, embora possa ser usado, em casos especifico,
para prever o risco da DA (24,54). O diagnostico confirmatorio de DA em estagios iniciais pode
facilitar a intervengao terapéutica precoce e o tratamento da doenga, que nesse caso, se encontraria
em um estagio que inicial, ou seja, tratavel. Biomarcadores sensiveis e especificos também sao
valiosos para fins de prognostico e para monitorar a progressao da doenca e a resposta a terapia.
Dessa forma, esses biomarcadores podem ser utilizados de maneira mais simplificada em
biossensores de deteccao rapida da doenga. Em comparagdao com os biomarcadores que requerem
imagens do cérebro e coleta do liquido cefalorraquidiano (LCR), os biomarcadores baseados no
sangue como os autoanticorpos (70,79) sdo particularmente desejaveis porque ¢ menos invasivo

os metodos de coleta, pode ser coletados em maior volume e sdo mais acessiveis. Por meio da



pesquisa de tais biomarcadores derivados do sangue, alguns autoanticorpos surgiram como
biomarcadores potencialmente eficazes para a DA (65,80-82).

1.4.1 Autoanticorpos

Os autoanticorpos sdo produzidos em condigdes fisiologicas ou fisiopatologicas.
Fisiologicamente, os humanos produzem autoanticorpos naturais que reconhecem autoantigenos
para facilitar o reconhecimento e eliminacdo de células mortas e em vias apoptdticas (67,83).Esses
sdo frequentemente isotipos IgM e sdo produzidos espontaneamente durante o desenvolvimento
das células B facilitam a fagocitose de células apoptoticas e inibindo as vias inflamatorias (67,83).
Portanto, os autoanticorpos naturais t€ém um papel fundamental em atenuar a inflamacdo e manter
a tolerancia imunologica (83).

A producao de autoanticorpos de alta afinidade, predominantemente da classe 1gG, ¢
promovida por inflamagdes e infecgdes que desencadeiam a maturagao da afinidade do anticorpo
em direcdo a autoantigenos. A quebra da tolerancia imunoldgica ¢ um mecanismo importante que
leva a produgdo de autoanticorpos patogénicos e doencas autoimunes (65). Ao se ligarem a
autoantigenos com alta afinidade, os autoanticorpos patogénicos iniciam e mantém a cascata
inflamatéria responsavel pelas lesdes teciduais. Além disso, enquanto o perfil desses
autoanticorpos naturais difere de um individuo para outro, eles sao notavelmente estaveis ao longo
do tempo dentro de um tnico individuo (84,85).

Como uma faca de dois gumes, os autoanticorpos podem exercer efeitos prejudiciais e
protetores (85). Em condigdes patologicas, os autoanticorpos interferem na fungdo celular e
desencadeiam uma resposta inflamatoria severa, causando danos ao tecido e doengas autoimunes
(65,85). Em condicdes fisiologicas, os autoanticorpos conferem tolerancia imunolégica, atenuam

a inflamacao e facilitam a eliminacao de proteinas toxicas (65,84). No entanto, as funcdes exatas



de muitos autoanticorpos sdo atualmente desconhecidas (85). Alguns autoanticorpos estao
especificamente associados ao estado da doenca e, portanto, podem servir como biomarcadores de

diagnostico e prognostico para a doenga de Alzheimer, tabela 2 (51).

Tabela 2: Autoanticorpos associados a DA e seus potenciais papéis.

Alvos dos Autoanticorpos Biomarcadores Patogenico/Protetivo Imunoterapia

Mais comumente
Relacionado a Patologia de DA

AB Sim Protetivo Sim
Tau Possivel Protetivo Sim

Receptores e Neurotransmissores

Glutamato Possivel Desconhecido N&o
DA Inconsistente Desconhecido N3o
5-HT Possivel Desconhecido N3o
NMDAR N3o especifico Desconhecido N&o

Marcadores da Glia

S100b N3o especifico Desconhecido Ndo
GFAP N3o especifico Desconhecido N3o
Microglia N3o especifico Desconhecido N3o
Lipideos

OxLDL Possivel Desconhecido N&o
Fosfolipidios Possivel Desconhecido Ndo
Ganglioside GM1 Inconsistente Desconhecido N3o
Ceramida Desconhecido Patogénico N3o

Relacionado a Vascular

Rabaptina 5 N3o especifico Desconhecido N&o
RAGE Inconsistente Desconhecido N&do
ATIR Possivel Desconhecido N&do
Enzimas

Aldose N3o especifico Desconhecido N&o
ATP sintase Possivel Patogénico Néo

Fonte: Adaptado “Autoantibodies in Alzheimer's disease: potential biomarkers, pathogenic roles, and therapeutic implications.” J
Biomed Res (2016) (51).

Sendo assim, a apari¢ao de autoanticorpos ¢ um parametro fundamental para o diagnostico
de varias doengas autoimunes (65,67,83—85). Esses correspondem a estados fisiopatologicos nos
quais uma resposta imune ocorre contra componentes do proprio individuo levando a produgao de
anticorpos contra autoantigenos especificos (70,79). Outro aspecto relevante ¢ que os

autoanticorpos podem anteceder a evolu¢ao de uma doenga autoimune por meses ou anos (33-



36,47,511,53,54,67,70,80-83,86,87). O que leva claramente a implicagdes clinicas importantes
como indicadores precoces de doengas. Compreensivelmente, uma das formas de rastreamento de
uma possivel doenca autoimune ¢ a pesquisa de autoanticorpos contra autoantigenos celulares(11).

Os autoanticorpos contra alvos especificos envolvidos na atividade sinaptica, incluindo
neurotransmissores € receptores, estdo associados ao declinio cognitivo, sugerindo seu uso como
sinais de mau funcionamento cerebral(81,87). A presenca de autoanticorpos também esta
associada a disfun¢ao metabolica e ao estresse oxidativo(88). Autoanticorpos contra proteinas
envolvidas no metabolismo, como a adenosina trifosfato sintase B (ATP-sintase), tem sido mais
elevada nos soros(31,35,36,47,53,54,82) e LCR(31,35,47,53,58,68,82,88) de pacientes com DA
do que em individuos saudaveis. A presenga de autoanticorpos anti-neuronais foi detectada no soro
de pacientes com a doencga de Alzheimer e podem ser correlacionados com estagios especificos da

fisiopatologia da DA(33,38,51,80—-82), como pode ser exemplificado na figura 9 (82).
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Figura 9: Representagdo esquematica da circulagdo de autoanticorpos proveniente da doenga de Alzheimer. Legenda: A morte
celular em regides de patologia leva a liberagdo de proteinas e seus fragmentos como detritos associados a doenga. Essas moléculas
se espalham para a circulagdo, e o sistema imunoldgico responde provocando a produgio de autoanticorpos. Fonte: Adaptado de
“Utility of Autoantibodies as Biomarkers for Diagnosis and Staging of Neurodegenerative Diseases “, Int Rev Neurobiol
(2015)(82).



O papel dessas proteinas antigénicas e o papel da autoimunidade na fisiopatologia da ainda
ndo foram totalmente esclarecidos, mas ha evidéncias suficientes para sugerir que estudos
adicionais possam levar ao esclarecimento de um painel autoimune com maior especificidade e
sensibilidade para diferenciar entre DA, envelhecimento normal e outras doengas que levam a

deméncia.

1.4.2 ATP-sintase

Os organismos vivos sdo capazes de produzir energia a partir de diferentes nutrientes. A
sintese de Adenosina Trifosfato (ATP), a 'moeda de energia universal' da vida, ¢ a reagdo quimica
mais prevalente em sistemas bioldgicos e € responsavel por alimentar quase todos os processos
celulares, desde a propagacdao do impulso nervoso até a sintese de DNA. A energia ¢ gerada na
forma de ATP devido a fosforilacdo oxidativa de moléculas precursoras, o que ocorre efetivamente

por acdo da enzima ATP-sintase, figura 10(89).
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Figura 10: Esquema de ATP sintase de mitocondria de mamiferos. Legenda: Desenho da ATP sintase mitocondrial que é
estruturada e funcionalmente organizada em dois setores principais: uma por¢do Fo embutida na membrana e um F1 catalitico
soluvel voltado para a matriz. Fo funciona como um canal de prétons com um movimento rotativo que aciona o F1 acoplado para
sintetizar ou hidrolisar ATP, dependendo da dire¢do de rotagdo. F1 compreende trés heterodimeros aff, enquanto o setor Fo contém
um anel C de subunidades transmembrana e uma copia da subunidade A. Os dois setores sdo conectados por meio de um eixo de
rotor central composto pelas subunidades vy, & e € € um estator periférico que compreende varios peptideos. Fonte: Adaptado de
“Systematic review of plasma-membrane ecto-ATP synthase: A new player in health and disease”, Exp Mol Pathol (2018)(89).



Essas enzimas sao macromoléculas complexas, multiproteicas, presentes nas membranas
de bactérias, mitocondrias e cloroplastos, sendo sua atividade diferente, quanto aos mecanismos
de regulacdo e bases moleculares, dependendo de sua origem(89-91), figura 11(92). Além disso,
a ATP-sintase atua durante restrigdes dietéticas com metabolitos chaves que medeiam a
longevidade, configurando uma estratégia para o diagndstico, prevencao e tratamento de doencas

relacionadas a idade em mamiferos(93).

A Bactéria Cloroplasto Mitocondria
(Escherichia coli) (Spinacia oleracea) (Pichia angusta)

citoplasma estroma matriz

¥
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intermembranar

Figura 11: Modelos comparativos esquematicos ¢ atomicos de ATP Sintase F1Fo de bactérias, cloroplastos e mitocondrias.
Legenda: As subunidades sdo codificadas por cores para mostrar dominios homologos entre as espécies: a (vermelho); B (amarelo),
d (cinza nas bactérias e cloroplastos, marrom nas mitocondrias); OSCP (cinza nas mitocondrias); b /b ' (roxo escuro); anel ¢ (roxo
claro); F6 (rosa); y (azul); € (verde); e d (azul claro). Fonte: Adaptado de “ATP synthase: Evolution, energetics, and membrane
interactions”, J Gen Physiol (2020)(92).

Os autoanticorpos contra a ATP sintase sdo capazes de induzir a inibi¢do da sintese de
ATP, alterando, assim, a homeostase mitocondrial e promovendo a morte celular por apoptose(94—
96). Essas descobertas sugerem que os autoanticorpos especificos da ATP sintase podem exercer

um papel patogénico através de um mecanismo que traz em pratica o comprometimento da



homeostase do ATP extracelular e a alteragdo da fun¢dao mitocondrial desencadeando a morte

celular pelo apoptose(94-96).

Usando a abordagem protedmica, ATP sintase também foi identificada como um novo
autoantigeno na DA(40,47,51-53). Tornou-se entdo evidente que um componente autoimune
poderia desempenhar um papel no inicio da doenga de Alzheimer (DA) e/ou progressdo como a
ecto-F1-ATPase: a geragao de ADP devido a hidrdlise de ATP(53); assim como a subunidade 3
da ATP sintase(54). Autoanticorpos para ATP sintase foram frequentemente encontrados no soro
de pacientes com DA, mas ndo em individuos saudaveis de mesma idade e em pacientes com
doenga de Parkinson ou aterosclerose(52,53). Essas alteracdes como a presenca destas enzimas ou
autoanticorpo no liquor e soro tem relacdo com o surgimento de patologias humanas
neurodenerativas, sendo assim, esses autoanticorpos anti-ATP sintase podem ser usados como
biomarcadores especifico da DA(40,47,51-53,86,94-97).

1.4.3 FRMD-8

As células do corpo humano comunicam-se umas com as outras por muitas razdes
diferentes, incluindo para ajudar os 6rgdos a desenvolverem-se corretamente e para produzir uma
resposta saudavel a lesdes e infec¢des(98). Proteinas sinalizadoras, como fatores de crescimento e
citocinas, formam a principal linguagem dessa comunicacgdo. Inicialmente, muitos fatores de
crescimento e citocinas permanecem fixados a superficie da célula que os produziu como algumas
metaloproteinases(98,99).

Os ADAMs (desintegrina e metaloproteinase) sdo uma familia de proteinas transmembrana
e secretadas com papéis importantes na regulagcdo por meio de seus efeitos na adesdo, migracao,
protedlise e sinalizacdo celular(100,101). As metaloproteinases ADAM funcionais estdo

envolvidas na "liberagdo de ectodominio” de diversos fatores de crescimento, citocinas, receptores



e moléculas de adesao(100,101). Um membro importante da familia, ADAM-10, ¢ essencial para
a "proteodlise intramembrana regulada" (RIP), que gera dominios intracelulares clivados que se
translocam para o ntcleo e regulam a transcricao do gene(102,103).

Outros ADAMSs nao cataliticos funcionam no SNC por meio de efeitos nos mecanismos de
orientagdo. A familia ADAM ¢, portanto, fundamental para muitos processos de controle no
desenvolvimento e homeostase e, sem surpresa, também esta ligada a estados patoldgicos quando
suas funcdes sdo desreguladas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares, asma, doenca de
Alzheimer(100-102).

Outra metaloprotease importante da familia ¢ a ADAM17 (também chamada de TACE —
enzima conversora do fator de necrose tumoral-alfa) medeia a liberagdo de muitas moléculas de
sinaliza¢do importantes como fator de necrose tumoral alfa (TNFa)(99,104), fator de crescimento
epidérmico (EGF), anfiregulina (AREG), fator de crescimento transformador alfa (TGFa), EGF
de ligagao a heparina (HB-EGF), epigeno e epiregulina(105,106).

Esse processo deve ser controlado cuidadosamente porque a liberagao de muitos fatores de
crescimento ou citocinas (ou libera-los em momentos inadequados) pode levar ao cancer e doencgas
inflamatoérias(99,104—106). Para isso, as proteinas chamadas iRhoms do tipo romboide tém uma
relagdo regulatdria especifica e extensa com ADAM17, na medida em que iRhoms podem ser
consideradas como subunidades regulatorias da protease(98,107—109). E para regular a atividade
dessa existe uma proteina chamada FRMDS8 que se liga a iRhoms(107-109). O significado
funcional desta interagdo ¢ demonstrado pela perda de FRMDS causando um fendétipo semelhante
a deficiéncia de iRhom nas células: perda de ADAMI17 e eliminagdo severa dos substratos de

ADAMI17 da superficie celular, indicando que sua fung¢do ¢ estabilizar o complexo



iRhom/ADAM17(108,109), figura 12(108). No geral, a proteina FRMDS8 ¢ um componente

essencial da maquinaria de sinalizagdo inflamatoria(108,109).
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Figura 12: FRMDS estabiliza o complexo sheddase iRhom2 / ADAMI17 na superficie da célula. Legenda: Representacao
esquematica do papel de FRMD8 na viaiRhom2 / ADAM17: em condi¢des de tipo selvagem, ADAM17 e iRhom? sdo estabilizados
por FRMDS e, portanto, protegidos da degradacdo através da via endolisésmica. Fonte: Adaptado de “FRMDS8 promotes
inflammatory and growth factor signalling by stabilising the iRhom/ADAM17 sheddase complex”, Elife (2018)(108).

Assim, tanto a ADAM10(100-103) como ADAM17(100-103,110,111), aparecem na
literatura como potenciais marcadores de diversas doencas(100-102) assim como o

Alzheimer(100-103,110,111) e outras desordens cerebrais como a Sindrome de Down(102).

Pelo fato de a FRMDS estar intrinsecamente conectada a ADAM17 atuando como proteina
estabilizadora e controladora secundaria da cascata inflamatoria, espera-se que o desregulagdo de
uma gere o desbalanco da outra. Apesar de ndo se conhecer a origem da desregulacdo e quem
inicia esse desbalanco, a FRMD®S(35,51,112) e os autoanticorpos(35,112) contra a mesma, sdo

reportados na literatura como potenciais biomarcadores do Alzheimer.



1.5 Ferramenta proposta para diagndstico: Biossensores

Biossensores sdo ferramentas biotecnoldgicas utilizadas no diagnoéstico clinico, devido a
sua especificidade, sensibilidade, versatilidade e superioridade da nova metodologia(113-115). O
dispositivo compreende um elemento biologico acoplado a um transdutor de sinal, o qual detecta

a ligacdo das espécies complementares(114—116), figura 13(116).
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Figura 13: Esquema de um biossensor. Legenda: Os biossensores sdo constituidos por um elemento de reconhecimento biolégico
¢ um método de transdugdo de sinal, e tém permitido a quantificagdo de varios analitos. Fonte: Adaptado de “Optical Biosensors
for Therapeutic Drug Monitoring”, Biosensors (2019)(116).

Imunossensores e biossensores para o diagndstico da doenca de Alzheimer tém sido
descritos na literatura(117-126). A maioria dos trabalhos usaram a deteccdo da PA40 e
42(124,126) que ¢ eficiente como biomarcador no estagio pré-clinico se a amostra for retirada do
LCR. Pesquisadores brasileiros reportaram o desenvolvimento de biossensores através da detec¢ao
da enzima ADAMI10(80) e da glutationa(81). Porém biomarcadores metabolicos e genéticos da

doenca de Alzheimer sdo mais eficientes para ser diagnosticada em amostra do LCR.



Uma alternativa para o diagnostico da doenca de Alzheimer ¢ a detec¢ao de autoanticorpos
presentes em pacientes com DA(47,53,66,81,124,126), apesar da funcdo protetiva ou destrutiva
dessas moléculas em termos de patologia ainda nao esta clara(51,63,65), sua aplicacdo como

biomarcadores ¢ de grande interesse porque muitos deles estao presentes tanto no sangue como no

LCR(47,53,66,86,92,94-97,113,114,124-127).

1.5.1 Biossensores opticos

Meétodos analiticos para avaliagdo quantitativa e qualitativa de compostos bioldgicos tém
sido intensamente abordados em diversas aplicagdes, tais como controle ecossistémico,
biotecnologia, diagndsticos clinicos e estudos farmacologicos(116,130-133). O diagnéstico e
monitoramento terapéutico de doencas ¢ uma ferramenta fundamental na medicina e na vida dos
pacientes(113—116). Para fazer um diagnostico ou monitoramento, podem-se utilizar diversos
fluidos biologicos, como sangue, plasma, soro e urina, entre outros(116). A ajuda de tecnologias
especializadas permite a identificacdo e quantificacdo do grau da doenca(117-120,125). As
técnicas mais funcionais para a rapida identificacdo ou quantificagdo empregam os biossensores,
dispositivos que consistem em um elemento de reconhecimento bioldgico acoplado a um
transdutor de sinal(116). Entre os biossensores estdo os do tipo biossensor optico, que tém sido
utilizados para a semiquantifica¢do de diferentes moléculas de interesse clinico(116,134). Entre as
vantagens desses biossensores estdo o seu tamanho reduzido, a velocidade de resposta, a facilidade
de integracdo, boa biocompatibilidade e alta seletividade e sensibilidade(132). Biossensores
opticos sdo baseados nas mudancas das propriedades fisico-quimicas da matéria que por sua vez
influenciam nas propriedades Opticas especificas das substincias tornando mensuravel essa
resposta(134,135). Entre as propriedades Opticas que podem ser mensuradas estdo: absor¢do,

indice de refracdo, fluorescéncia, fosforescéncia, refletividade e comprimento de onda(134,135).



Nesse presente projeto optou-se por analises espectroscopicas utilizando o comprimento
de onda como propriedade oOptica a ser quantificada, devido a grande variedade de técnicas que
podem ser empregadas para tal. Pela versatilidade, rapidez e carater nao destrutivo, pode-se
destacar trés técnicas espectroscOpicas: a espectroscopia de infravermelho, a espectroscopia
Raman e a espectroscopia de fotoluminescéncia(134,135). A espectroscopia de fotoluminescéncia
esta fundamentada na emissdo de radiagdo, a espectroscopia de infravermelho esta baseadas na
absor¢dao da radiagdo e a espectroscopia Raman no fenomeno de espalhamento de luz pela
matéria(135). As espectroscopias de infravermelho e Raman s3o duas das técnicas
complementares mais amplamente utilizadas nas ciéncias fisicas e naturais hoje(134-136). Essas
técnicas sao usadas no intuito de identificar e caracterizar o arranjo molecular e andalises de
reacOes(134,135,137). Desta maneira, a espectroscopia Raman representa, juntamente com a
espectroscopia de absorc¢ao no infravermelho, uma das ferramentas mais Uteis para a obtencado de
informacdes sobre a estrutura e propriedades das moléculas a partir de suas transigoes

vibracionais(133—135).

1.5.2 Espectroscopia Vibracional e Efeito Raman

Para compreender a espectroscopia vibracional e os tipos de espalhamentos, ¢ fundamental
ter em mente que as moléculas consistem em 4atomos com uma certa massa que podem ser

considerados como estando conectados por ligagdes elasticas, figura 14(138).
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Figura 14: Esquema correlacionando ligagdes elasticas e niveis de energia vibracional. Legenda: A) Representagdo esquematica
de um oscilador harménico composto por dois corpos de massa m1 e m2 ligadas por uma mola sem limite de elasticidade (lei de
Hooke). B) Esquema tedrico dos niveis de energia vibracionais em fun¢do do niimero quantico (v) e valor energético entre niveis.
Fonte: Extraido de “Espectroscopia Vibracional”, Revista Ciéncia Elementar (2018)(138).

Como resultado, as moléculas podem realizar movimentos periddicos e ter graus de
liberdade vibracionais. Esses movimentos podem ser por estiramento, deformagao, translagdo ou

rotagdo(139,140) como demostrado na figura 15(139).
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Figura 15: Esquema demonstrando os movimentos que as moléculas podem fazem ao serem excitadas. Legenda: Graus de
liberdade de uma molécula triatdomica. O movimento vibracional conjectura que a ligagdo entre os atomos funciona como uma
mola(139).

Sendo assim, as moléculas podem ser identificadas por seus espectros por causa da relagao

com os niveis de energia associados com movimentos dos atomos(137). Esses espectros dependem



das massas dos atomos, de seu arranjo geométrico e da forca de suas ligacdes quimicas(138—140).
Quando uma molécula ¢ exposta a um campo eletromagnético, os elétrons e nucleos sao for¢ados
a se mover em dire¢des opostas em um momento de dipolo(139,140). Essa polarizagao associada
a frequéncia das vibracdes e intensidade fornecem espectros especificos(137) que podem ser
mensurados pelas técnicas de espectroscopia vibracional (Infravermelho (IR) e Raman) que
investigam as transi¢des entre os niveis vibracionais de uma molécula em virtude da interacao com
o campo elétrico oscilante da radiagdo eletromagnética incidente, que pode ser originada por uma
fonte policromatica (Infravermelho) ou monocromatica (Raman)(141). Todo sistema composto
por atomos ligados entre si apresentam niveis vibracionais, desde os compostos mais simples como
as moléculas diatomicas aos sistemas bioldgicos mais complexos e materiais diversos(141). Tal
fato, torna possivel o uso das técnicas de espectroscopia vibracional para a caraterizacdo de
sistemas(138—141).

A espectroscopia de IR tem como base o processo de absor¢ao de fotons da radiagao
eletromagnética incidente por uma molécula, levando-a a um estado vibracional
excitado(134,135,137,138,142). Por sua vez, a espectroscopia Raman ¢ caracterizada pela
dispersdo inelastica de um foton mediada por momento dipolar induzido pelo campo

eletromagnético(135,141,142), figura 16(142,143).

Devido ao seu carater nao destrutivo, a espectroscopia Raman representa, em conjunto com
espectroscopia de infravermelha, uma das ferramentas mais uteis para a obtengdo de informagoes
sobre a estrutura e propriedades das moléculas(134,135,138,141,143). No entanto, a aplicagdo da
espectroscopia Raman convencional ¢ limitada pela fraca intensidade da luz espalhada Raman e o

aparecimento de fluorescéncia(134,135,141,143).
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Figura 16: Diagrama comparativo de espectroscopia de IR e Raman. Legenda: A) Diagrama de nivel de energia mostrando os
estados envolvidos nos espectros Raman em relagdo a IR(143). B) Trés tipos de processos de espalhamento que podem ocorrer
quando a luz interage com uma molécula(142).

Uma maneira de superar essas desvantagens ¢ o uso de Espectroscopia de Raman
Aprimorada por superficie (SERS). O efeito SERS consiste no enorme aumento do sinal Raman
(10%) das moléculas adsorvidas em superficies metalicas(144,145). Desta forma, com SERS, uma
sensibilidade aumentada ¢ obtida e concentragcdes muito mais baixas podem ser estudadas(145). O
efeito de intensificacdo pode influenciar a polarizabilidade molecular ou o campo elétrico
experimentado pela molécula(57,132,145-148). Apesar das dificuldades e limitagdes da SERS
como: reprodutibilidade quantitativa pobre e o efeito de fotolise de superficie, a técnica tornou-se
uma ferramenta analitica cada vez mais popular, que tem sido aplicada em vérios campos, como
biomedicina, biofisica e bioquimica, ciéncia de superficie, aplicacdes analiticas e ambientais(146—
150).

1.5.2.1 Espectroscopia Raman Aprimorada por Superficie (SERS)

Em outras palavras, SERS ¢ uma técnica de espectroscopia vibracional ultrassensivel que
capta e analisa a vibragdo de moléculas como nanoparticulas, potencializando o sinal de

espalhamento da espectroscopia de Raman convencional. O fendmeno ocorre através da deteccao



de analitos ligados a um substrato metalico, gerando espectros dos mesmos(151). Nos ultimos anos
tem-se estudado novas formas de melhoria do sinal Raman(151-155). Uma técnica descrita na
literatura(51,152,154,155) e nesse trabalho, associa nanoparticulas metalicas com moléculas
organicas especificas que possuem bandas caracteristicas. Essa nanoestrutura modificada ¢
denominada de sonda SERS(155-158), na qual, a nanoparticula metalica ¢ revestida com
moléculas organicas como corantes, os quais tem bandas de absor¢ao no mesmo ou mais proximo
do comprimento de onda do laser Raman incidente(150). Tal técnica tem o intuito de gerar o

fenomeno chamado de SERS ressonante (SERRS), figura 17(150).

O aprimoramento de sondas SERS ¢ tido como uma evolugdo para as analises de
espectroscopicas de amostras biologicas por trazer vantagens como: o aumento da sensibilidade
em amostras de quantidade limitada; rapida analise, que impede o photoblenching, ou seja, a
transferéncia de energia do estado excitado dos marcadores (corantes); aumento da intensidade do
sinal que pode minimizar a autofluorescéncia de tecidos e células, permitindo que as sondas SERS

possam ser usadas para geracao de imagens ndo invasiva em pacientes vivos(155).
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Figura 17: Diagrama de nivel de energia mostrando os estados envolvidos nos espectros Raman, Rayleigh e Fluorescéncia. Fonte:
Applications of Raman spectroscopy in cancer diagnosis. Cancer Metastasis Rev (2018)(150)



Uma sonda SERS pode ser constituida por uma nanoestrutura metalica, como
nanoparticula de prata (AgNPs) ou nanoparticula de ouro (AuNPs), uma molécula organica com
uma banda bem caracteristica, como Nile Blue A (NBA) e uma molécula bioldgica, como um
anticorpo conjugado(155). Nesse caso, as nanoparticulas geram um intenso sinal espectroscopico
devido as superficies metalicas(155,157,158). A alteragao da constituicdo quimica, tamanho e
estrutura do nucleo de metal causam mudancas nas propriedades das sondas SERS(155,157,158).
Além disso, essas moléculas organicas devem ser acopladas as nanoestruturas para gerar a
impressao digital do SERS(155,157,158).

A imobilizagdo sobre a superficie metalica ¢ descrita como modificagcdo superficial por
camadas automontados(150). Existem diversos tipos de substratos que podem ser utilizados, sendo
que, nesse trabalho optou-se por usar o ouro, uma vez que, apresenta caracteristicas como: a facil
manipulagdo para a formagdo de filmes ou coldides; o fato de o ouro ser inerte auxiliando na
conservagao da sua estrutura e composicao em temperaturas abaixo da temperatura de fusao, nao
reage com O atmosférico - estas propriedades facilitam a manipulacao; tem alta afinidade com
grupos tidis, baixa toxicidade, sendo compativel com células(159,160). As aplicagdes usando as
sondas SERS e a modificacdo de superficies sdo as mais diversas, tais como na nanofabricagao,
biossensores € imunossensores(159,160).

1.5.3 Biossensores usando ensaios sanduiche SERS

A primeira descri¢do de ensaio SERS relacionado a DA foi por Porter e colaboradores(160)
usando nanoparticulas de ouro para detectar IgG com alta precisdo. Esse trabalho foi pioneiro
usando o ensaio sanduiche, no qual, o analito de interesse foi identificado indiretamente entre uma
superficie modificada e as nanoparticulas recobertas com a molécula marcadora (sondas SERS)

que ird gerar o sinal de interesse.



Imunoensaios utilizando a técnica de SERS sdo conhecidos por ser uma analise que pode
ser usada para diagnostico de doencas, pois combina a facilidade, a versatilidade de sintese,
produzindo sistemas com alta sensibilidade(150,159,160). Alguns requisitos fundamentais para
um imunoensaio SERS para aplicacdes em diagndsticos sdo uma resposta reprodutivel e uniforme,
periodo de vida estavel e a simplicidade de fabricagao(153—155).

Atualmente a literatura apresenta trés categorias de imunoensaios com base na
fisiopatologia da DA: 1) relacionados a deposicao fibrilar de AP, 2) papel da tau na formacao de
emaranhados neurofibrilares e 3) perfil de biomarcadores de multiplos dominios(161,162). Dentre
esses se desses trabalhos se destacam Zengin e colaboradores(163) que relatam um ensaio para a
deteccao da proteina tau utilizando uma combina¢ao de anticorpos monoclonais anti-tau,
nanoparticulas magnéticas. As particulas de silica magnéticas foram revestidas com poli
(metacrilato de 2-hidroxietilo) e em seguida com anticorpos anti-tau. Neste trabalho os autores,
mostraram que o limite de detecc¢ao abaixo de 25 fM. No entanto, € usado o liquor como biofluido.
Outro trabalho que se destaca usando SERS ¢ de Carlomagno e colaboradores(123) que descrevem
um protocolo de analise usando SERS. Na busca por um perfil de biomarcadores que podem ser
tratados como variaveis continuas em relagdo ao dano cerebral, os pesquisadores, desenvolveram
um biossensor baseado em SERS para analise de soro humano. Nesse estudo, na tentativa de evitar
uso de anticorpos € um marcador unico, foi analisado o soro, como um todo, através de varias
dilui¢des usando nanoparticulas de ouro e prata e diversos tempos de incubagdao com o intuido de
estabelecer um perfil espectroscopico para a DA(123). A impressao digital de DA através de SERS
na tentativa de cria um biomarcador completo apresentou resultados interessantes, porem devido
ao baixo nimero amostral ndo foi totalmente conclusivo(123). Outro trabalho interessante ¢ de

Jinghua Yu e colaboradores(164), no qual, ¢ feita uma deteccao multiplexada de biomarcadores


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yu+J&cauthor_id=31353891

centrais da doenga de Alzheimer. Nesse trabalho os pesquisadores construiram um biossensor
multiplo para deteccao simultanea do peptideo AP (1-42) e proteina Tau usando diferentes
conjugados de aptamero poliA codificado por corante Raman (PAapt-AuNPs). Os resultados
revelam que a estratégia apresenta bom desempenho analitico, porém nao apresenta boa
sensibilidade, além disso, utilizou amostras artificiais de liquido cefalorraquidiano (LCR)(164).
De uma maneira simplificada, todos os trabalhos realizados associando SERS,
biomarcadores e DA(123,163—166) estao relacionados com o uso de liquor, que ¢ um biofluido de
dificil coleta, ou com os biomarcadores mais tradicionais que sdo peptideo AP e proteina
Tau(123,163-166). Esses marcadores tém um papel especifico no desenvolvimento DA, porém

ndo sao unicos e exclusivos do Alzheimer, podendo trazer vieses aos resultados.



2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, o diagndstico definitivo de DA depende da confirmagao da patologia cerebral
por autdpsia. Como o niimero de pessoas que desenvolvem DA deve aumentar drasticamente nas
proximas décadas, ha uma necessidade urgente de desenvolver testes de diagnostico aplicaveis a
pessoas vivas. O papel dessas proteinas antigénicas e o papel da autoimunidade na fisiopatologia
da DA ainda ndo foram totalmente esclarecidos, mas ha evidéncias suficientes para sugerir que
estudos adicionais possam levar ao estabelecimento de um painel autoimune com maior
especificidade e sensibilidade para diferenciar entre doenca de Alzheimer, envelhecimento normal

e outras doencgas que levam a deméncia.

3 OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Neste sentido o presente projeto tem como principal objetivo desenvolver biossensores
com biomarcadores para o auxilio diagndstico da doenca de Alzheimer com maior especificidade

dentre as doengas neurodegenerativas.

3.2. Objetivos Especificos

e Compor banco de amostras criopreservadas de liquor e fracdes do sangue de pacientes
portadores de doenca de Alzheimer;

e Produzir, caracterizar e validar biossensor para identificacdo de autoanticorpo anti-ATP-
sintase;

e Produzir, caracterizar e validar biossensor para identificacdo de autoanticorpo anti-FRMDS;

e Avaliar o desempenho do biossensor com as amostras de pacientes com diagndstico

confirmado de Doenca de Alzheimer e pacientes saudaveis para Alzheimer;



e Definir qual sera a melhor amostra ou amostras bioldgicas (soro ou liquor) para o diagnostico

de Alzheimer na plataforma do sensor;



4 CASUISTICA E METODOS

Para o sucesso deste projeto foram estabelecidas vdarias parcerias intrainstitucionais:
Departamento de Neurologia, Psicologia e Psiquiatria, o Hemocentro e a Equipe de
Radiodiagnostico do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu; Instituto de
Quimica de Araraquara (UNESP); interinstitucionais como o Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
UNIFESP campus Sao José dos Campos e internacional como o Departamento de Quimica da

Universidade de Victoria, Canada.
4.1 Comité de Etica

Todos os participantes envolvidos neste estudo foram amplamente informados sobre riscos
e potenciais beneficios da participagdo neste estudo e assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) pré-aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Medicina de Botucatu, da Universidade Estadual Paulista— UNESP e Plataforma Brasil, registrado
sob o nimero de protocolo CEP 2.879.236. Este estudo foi conduzido de acordo com os principios

da Declaracao de Helsinki, ISO14155 e diretrizes para Boas Praticas Clinicas.
4.2 Calculo da amostra

O tamanho da amostra por grupo para todos os testes foi estimado de forma monocaudal e
o nimero (n) de repeti¢des por grupo foi estimado em 10 participantes por grupo, levando-se em
consideragdo um desvio padrdo de 5%, para se detectar diferencas ao nivel de 20% com nivel de
significancia de 0,05, ponderando-se o  poder do teste em 90%
(http://www .lee.dante.br/pesquisa/amostragem/amostra.html). Deve-se levar em consideragao

para este estudo que, por tratar-se de um estudo envolvendo seres humanos pertencentes a um



grupo vulneravel e que, por tratar-se de um novo teste de detec¢ao, deve arrolar o menor nimero

possivel de participantes, em concordancia com o que foi orientado pelo CEP local.

4.3 Grupos de estudo

Os pacientes incluidos: 10 individuos nao portadores de Alzheimer (grupo controle = CA),
sem comprometimento do Sistema Nervoso Central (SNC), que foram examinados pela equipe de
Neurologia e tiveram a necessidade da coleta de liquor e indicagdo de Ressonancia Magnética
(RM), mas obtiveram resultado negativo para doengas infectocontagiosas do SNC (meningite),
tumores malignos e que concordaram em participar deste estudo. Igualmente incluidos 10
portadores da doenca de Alzheimer (DA) ja diagnosticados no ambulatério de Neurologia
especifico para o acompanhamento de DA e que seriam submetidos ao exame do liquor e de RM,
que devem fornecer amostras sabidamente positivas para a doenca e obtiveram resultado negativo
para doengas infectocontagiosas do SNC (meningite), tumores malignos e que concordaram em
participar deste estudo.

Nenhum paciente, independente do grupo de pesquisa, foi submetido a coleta de liquor ou

RM sem a real necessidade clinica.

4.3.1 Critérios de inclusao e exclusao dos participantes

Os critérios de inclusdo para ambos os grupos a serem estudados estdo descritos na tabela
3. O contato com os pacientes e seus familiares foram realizados no ambulatério de Neurologia
clinica. Apds consulta médica e psicolédgica, tendo em vista a caracterizacdo do paciente como
integrante do grupo CA ou DA, foi apresentado ao mesmo e a familia o escopo do projeto para
anuéncia e assinatura do TCLE. O paciente recebe o pedido de coleta de liquor, sangue e exames

de neuroimagem (RM).



Para pacientes do Grupo Controle, foi reiteradamente confirmada a exclusao da hipdtese
diagnostica de Alzheimer, e as demais comorbidades foram listadas para melhor entendimento dos
resultados a serem obtidos. Nao foram admitidos no grupo controle pacientes com alteragao
cognitiva, bem como ndo foram incluidos no grupo DA pacientes que ndo preencherem os critérios

estabelecidos.

Tabela 3 — Critérios de inclusdo para os grupos de estudo

Indicadores Grupo Controle (CA) Grupo Doenca de Alzheimer (DA)
Idade (em anos) 50-80 50-80
Sexo Ambos Ambos

Alteragiio cognitiva pela interpretacio

do mini exame do estado mental{167)

Ausente Presente
(MEEM) realizado por psicélogo

Ressonéncia Magnética (RM) com . i " i
Sem alteragbes correlacionadas | Com alteraces correlacionadas com a

volumetria hipocampal

com a DA DA
Biomarcadores especificos (proteina
TAU e peptideo B-amildide) s Lesllizu
Doengas Infectocontagiosas,
Negativos Negativos

Tumores, Outras doengas neurolégicas

Fonte: Arquivo pessoal

4.4 Obtencao das amostras

4.4.1 Amostras de Sangue

Inicialmente foram coletadas as amostras de sangue periférico, em veia cubital, em frasco
de 5 ml contendo anticoagulante (acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA) para realizar

hemograma e um frasco sem anticoagulante para obten¢ao de soro (10 ml), figura 20. O frasco



sem anticoagulante foi transportado até o Laboratorio de Engenharia Celular (LEC) e colocado no
banho-maria a 37°C por 2 horas com o intuito de retragao do codgulo. Apos sofreu centrifugagao
de 900 rpm por 10 minuto. O sobrenadante, soro, foi separado, aliquota e congelado a -80°C para

preservacao e posterior uso, figura 18.
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Figura 18: Esquema de processamento das amostras de sangue. Fonte: Arquivo pessoal.
4.4.2 Amostras de Liquido cefalorraquidiano ou Liquor (LCR)

Esta coleta foi efetuada por médico neurologista devidamente autorizado. Apos a coleta de
sangue o paciente foi acomodado na maca em decubito dorsal direito, solicitando-se que 0 mesmo
flexionasse os joelhos até o peito. Inicialmente foi realizado um botdo de lidocaina 2% sem
vasoconstritor, subcutaneo. Apos a formacao do botao anestésico foi procedida nova antissepsia
do local com iodopovidona (PVPI), colocacdo de campos estéreis, troca de luvas para luvas
estéreis e com a agulha de puncao lombar, foi posicionada de forma angular até ultrapassar os
planos de tecidos subjacentes para atingir o espago medular, figura 19(167). Este LCR foi coletado
e acondicionado em tubo estéril, volume de 2 ml. As amostras foram levadas para o LEC,

aliquotadas e congeladas a -80°C para preservacao e posterior uso.
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Figura 19: Ilustragao de como ocorre a coleta de LCR. Fonte: Adaptado do site: https://www.tuasaude.com/puncao-lombar/(167).

4.5 Prova Conceito

A prova de conceito ¢ um modelo que pode ser usado na pratica como padrao de
comparacao que possa comprovar a hipotese estabelecida. Com esse entendimento, foi definido
como prova conceito para esse trabalho o Exame do Estado Mental (EEM ou MEEM)(168) (figura

20)(169), RM e a pesquisa de biomarcadores.

4.5.1 MEEM

O MEEM ou teste de Folstein(170), figura 20(169), ¢ uma avaliagdo mundialmente
utilizada para verificar possiveis quadros de deméncia de maneira rapida, objetiva e simples. No
entanto, o diagndstico nao deve basear-se apenas nessa metodologia. Todavia, seus resultados
podem orientar condutas mais especializadas ou colocar sob inspe¢ao mais rigida um paciente com
quadro clinico muito sugestivo.

De modo geral, o MEEM divide-se em duas etapas. A primeira procura avaliar a
orientagdo, memoria e atengdo. Soma, no total, 21 pontos. A segunda analisa habilidades
especificas como nomeacao e compreensdo. Seu resultado maximo ¢ 9 pontos. As duas fases

somam 30 pontos(171,172).



MINI EXAME DO ESTADO MENTAL (MEEM) ?
PARA DOENCA DE ALZHEIMER
DIAF
B
MNome do Paciente: Data da avaliag3o:
Escolaridade: [ )0 a4 anos de estudo [ )} 5 ou mais anos de estudo
"Ex.: levow 10 anod pava candluir o 49 ifnie, condidera-se escalaridode de 4 anos
ORIENTACAD
& (Qual é o (ano) (estacdo) (dias/semana) (dia/més) e (més) 5
& Onde estamos (pais) (estado) (cidade) (rua ou local”) (ndmero ou andar®) 5
REGISTRO
@ Dizer 3 palavra: PENTE RUA AZUL [pedir para prestar atengdo, pois tera que repetir mais 3
tarde. Pergunte pelas trés palavras apds té-las nomeado. Repetir até 5 vezes, para que
evoque corretamente e anotar numero de vezes:
ATENCAD E CALCULD
&  Subtrair 100-7 (5 tentativas: 93 - 86 - 79 - 72 - 65) 5
*Alternativo®: série de 7 digitos (582694 1)
EVOCACAD
® Perguntar pelas 3 palavras (PENTE RUA AZUL) 3
LINGUAGEM
& |dentificar lapis e reldgio de pulso (sem estar no pulsa) 2
& Repetir; "Nem aqui, nem ali, nem l&" 1
®  Seguir o comando de trés estagios: "Pegue o papel com a mdo direita, dobre ao meio e 3
ponha no chio”. (Falar essa frase de forma inteira e apenas uma vez).
® Ler ("o com os olhos®) e executar; FECHE OS5 OLHOS 1
® Escrever uma frase [um pensamento, ideia completa) 1
0 .
® (Coplar o desenho: —A
TOTAL: 30
"Rua & usada para visitas domiciliares, Local para consultas no kospital ou instituiclo.
"Nuimero ¢ usado para visitas domiciliares. Andar para consultas no hospital ou awtra instituigho.
"Alternative ¢ usado quando o entrevistado erra & na primeira tentativa, OU acerta na primeira & erra na segunda
SEMPRE que o alternative for utilizado, o escone do item serd aguele obtido com ele, NBo importa se 8 pessoa refere ou
nlo saber fazer cllculos - de qualguer farma s inicia o teste pedindo que faga wbtracko inicial. A ordem de evocaglo tem
que Er suatlaments & da spresentaciol
Obs.: na larma alternativa a portuagio mdsima também & de 5 portos. A ordem de evocaglo tem gue wer exataments a da
apresentagio
Assinatura e carimbo do médico:

Figura 20:

DIAF/SUVSES/SC

Teste de MEEM. Fonte: Extraido do site da Secretaria da Saiade do

https:/www.saude.sc.gov.br.(169)

5S¢t 2018

Estado

de Sdo Paulo,


https://www.saude.sc.gov.br/

Conforme o grau de pontuagdo do paciente pode-se estabelecer scores do grau cognitivo.
Sendo assim, maior a pontuacao, maior o desempenho cognitivo. Uma critica a tal metodologia ¢
a necessaria adaptacao do resultado ao grau de escolaridade do individuo. Uma pessoa com nivel
educacional mais elevado devera, necessariamente, obter scores mais elevados. Desse modo, ¢é
indispensavel moldar os scores aos anos de escolaridade do paciente. Considera-se como saudavel
para DA o paciente que alcanca mais de 25 pontos(169,172,173). Suspeita-se de perda cognitiva
leve quando o escore esta entre 21 e 24 pontos, moderada, entre 10 e 20 e grave menor ou igual a
9(169,172,173). Apos, agrega-se a escolaridade. Para individuos altamente alfabetizados
desconfia-se de uma possivel deméncia se a pontuagao for menor que 24. Para pessoas com ensino
fundamental a suspeita deve ser agucada se o resultado for menor que 18. E para analfabetos,
inferior a 14(173). Portanto, ¢ indispensavel um ajuste que torne os niumeros mais fidedignos e
sustente uma investigacdo mais detalhada. Para avaliar a progressao da doenga o teste ¢ feito em
todas as consultas do paciente. Apesar do MEEM tratar-se de um teste com certas limitagdes, em

ambito ambulatorial pode ser um util aliado no screening de quadros demenciais.

4.5.2 Realizacao da Ressonancia Magnética

Todos os participantes desta pesquisa tiveram como critério de inclusdo a realizacdo de um
exame de RM de cranio. As imagens foram adquiridas por um aparelho MAGNETOM® Verio 3T
Siemens do setor de Radiodiagndstico do HC da FMB - UNESP. Todas as andlises de imagem
foram realizadas com supervisdo restrita de um radiologista especializado da equipe de

Radiodiagnostico do HC da FMB.



4.6 Reagentes

Em todos os experimentos foram utilizados 4gua miliQ (Banstead Nanopure, resistividade
18.2 Q-cm). Foram também utilizados os reagentes: Acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA, >
99%, Sigma Aldrich), cloreto de ouro trihidratado (HAuCls.3H2O, > 99,9%, Sigma Aldrich),
citrato de soédio dihidratado (> 99%, FG), Nile Blue A (NBA, 95%, Sigma Aldrich), Etil
dimetilaminopropilcarbodiimida e sulfo-N-hidroxisuccinimida (EDC e sulfo-NHS, ambos da
ProteoChem, USA), HS-PEG-COOH ¢ HS-PEG-CH3 (Peso Molecular = 3000 ¢ 5000 Da, ambos
da Rapp Polymere Tuebingen, Germany), anticorpo monoclonal IgG HIV pl7 (Santa Cruz
Biotechonology, USA), anticorpo policlonal IgG anti-humano (especifico para Fc) (Sigma

Aldrich), albumina de soro bovino (BSA, > 96 %, Sigma Aldrich).
4.7 Biomarcadores
4.7.1 ATP Sintase subunidade Beta e Anticorpo Anti-ATP Sintase Subunidade Beta

O peptideo recombinante humano ATP sintase subunidade beta (AQTSPSPKAG
AATGRIVAVI  GAVVDVQFDE  GLPPILNALE VQGRETRLVL EVAQHLGEST
VRTIAMDGTE GLVRGQKVLD SGAPIKIPVG PETLGRIMNYV IGEPIDERGP IKTKQFAPIH
AEAPEFMEMS  VEQEILVTGI KVVDLLAPYA  KGGKIGLFGG AGVGKTVLIM
ELINNVAKAH GGYSVFAGVG ERTREGNDLY HEMIESGVIN LKDATSKVAL
VYGQMNEPPG ARARVALTGL TVAEYFRDQE GQDVLLFIDN IFRFTQAGSE
VSALLGRIPS  AVGYQPTLAT DMGTMQERIT  TTKKGSITSV  QAIYVPADDL
TDPAPATTFA HLDATTVLSR ATAELGIYPA VDPLDSTSRI MDPNIVGSEH
YDVARGVQKI  LQDYKSLQDI  IAILGMDELS  EEDKLTVSRA  RKIQRFLSQP

FQVAEVFTGH MGKLVPLKET IKGFQQILAG EYDHLPEQAF YMVGPIEEAV



AKADKLAEEH SS)(174) e seu respectivo anticorpo policlonal foram comprados na

MyBioSource©.

O peptideo ATP sintase subunidade beta possui 482 aminoacidos e tem peso molecular de
54kDa. E rico em alanina, glicina, leucina e isoleucina, o que confere a essa molécula uma carga
residual de -19. Através da andlise da sequéncia de aminoécidos na plataforma ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/) foi possivel identificar seu grau de estabilidade. Devido ao

seu tamanho e estruturacdo tridimensional possui um indice de instabilidade de 34,93, o que, o

qualifica como uma molécula estavel.

Para os experimentos o peptideo foi diluido em PBS para uma solugdo de 0,01mg/ml. O
anticorpo policlonal Anti-ATP sintase subunidade beta humana recombinante, foi diluido em PBS
para as concentragdes de puro (0,Img/ml), 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000, com o intuito de

estabelecer uma curva de calibragao.
4.7.2 FRMDS e Anticorpo Anti-FRMDS

O peptideo recombinante humano FRMDS (SREKHVLLGL RFQELSWDHT
SPEEEEPILW LEFDGDSEGT PVNKLLKIYS KQAELMSSLI EYCIELSQAA EPAPQDSATG
SPSDPSSSLA PVQRPKLRRQ GSVVSSRIQH LSTIDYVED) e seu respectivo anticorpo

policlonal foram comprados na Sigma Aldrich©.

O peptideo recombinante FRMDS possui 120 aminoacidos e peso molecular de 31 KDa. E
rico em 4cido glutamico, leucina e serina, o que confere a essa molécula uma carga residual de -9.
Através da andlise da sequéncia de aminoicidos na plataforma  ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/) foi possivel identificar seu grau de estabilidade. Devido ao

seu tamanho e estruturacdo tridimensional possui um indice de instabilidade de 89,03, o que, o


https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/

qualifica como uma molécula instavel fazendo-se necessario para esse peptideo o uso de lipossomo

para a sua estruturacao tridimensional e estabilidade.

Para os ensaios o peptideo foi diluido em segundo recomendacao do fabricante para uma
solu¢do 0,Img/mL (dilui¢do sugerida na literatura(35)) a partir da solugdo estoque 6 mg/mL.
Devido ao seu grau de instabilidade molecular o FRMDS foi incorporado em lipossomos de
dipalmitoil fosfatidil glicerol (DPPG) da Avanti polar lipids. Os lipossomos foram preparados
através da mistura das solugdes DPPG (1 mmol. L") e FRMDS (0,001 mmol. L") em metanol:
cloroférmio (1:9) em um tubo Falcon. O solvente foi evaporado com ar comprimido e o filme

formado ao redor do tubo foi hidratado por 12 horas com 4dgua milli-Q sob agitagao.

O anticorpo policlonal Anti-FRMDS8 recombinante que corresponde a regido entre o
aminoacido 217 e 452, foi diluido em PBS para as concentrac¢des de puro (0,01mg/ml), 1:10, 1:100,

1:1000 e 1:10000, com o intuito de estabelecer uma curva de calibragao.
4.8 Producio dos Sensores

Os biossensores Opticos foram construidos baseados em 3 componentes: Lamina de Ouro
com superficie modificada, Nanoparticulas de Ouro (NP) com superficie modificada e

Imunoensaio Sanduiche.
4.8.1 Lamina de Ouro com Superficie Modificada
4.8.1.1 Modificacao

Ambos os peptideos foram imobilizados na superficie de laminas de ouro de 1x1x0.04
polegadas da EMF-Dynasil© previamente limpas com solugdo piranha (H2SO4; H2O, 3:1, v/v)

por 10 minutos e lavadas abundantemente com agua deionizada e secas com nitrogénio. As laminas



de ouro foram enriquecidas com solucdo de acido 11-MUA a 50 mM por 48 horas, para
funcionalizar com cargas negativas dos grupos COO™ do tiol. O intuito desse enriquecimento ¢
criar na superficie pontos de liga¢do para aumentar a adsor¢do dos grupos NH3" dos polimeros e
peptideos. Apds esse pré-tratamento as laminas foram incubadas por 1 horas com o polimero
PEI(175,176) (0,2mg/ml) para o peptideo FRMDS8 e com o polimero Quitosana(177) (0,2mg/mL)
para o peptideo ATP sintase. Os polimeros tém carater positivo e foram utilizados para atuarem
como uma cola para os peptideos. Apds a incubagdo com os polimeros as ldminas foram lavadas
com agua miliQ e secas com nitrogénio. Nesse momento, as laminas foram incubadas com os
peptideos a 0,1mg/ml por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s foram lavadas com agua miliQ
e secas com nitrogénio. Entdo foram incubadas por 30 minutos com solucdo de BSA a 5% para
evitar interagdes inespecificas, figura 21. Apds foram lavadas com agua miliQ e secas com

nitrogénio. Nesse ponto foi montado o ensaio sanduiche (descrito no item 4.8.3).
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Figura 21: Esquema demonstrando as etapas de modificagdo da superficie da ldmina de ouro. Fonte: Arquivo pessoal.
4.8.1.2 Caracterizacao

Para a caracterizacdo da modificagdo da superficie das laminas foi usada a técnica de
espectroscopia de absor¢ao de reflexao de infravermelho modulado polarizado (PM-IRRAS). Essa

¢ uma técnica espectroscopica de infravermelho reflexivo sensivel a superficie que mede os modos



vibracionais de adsorvatos em uma superficie. A luz infravermelha ¢ refletida de uma amostra
(metalica) em um angulo rasante, em um angulo de alta incidéncia, o que permite o aumento da
sensibilidade da superficie. A adsor¢ao de monocamada automontada em um substrato de ouro ¢
o caso ideal para detectar espécies em uma superficie devido a adsor¢ao espontanea e seus modos
de estiramento C — H acentuados devido a uma monocamada bem ordenada em uma superficie.
As monocamadas tioladas sdo facilmente adsorvidos as superficies de ouro por meio do grupo de
cabeca de ouro-tiol, deixando um grupo de cauda funcional. Além disso, as superficies de ouro sao
altamente reflexivas e ndo oxidam no ar em comparacdo com outras superficies metalicas,
portanto, um sensor perfeito para medir a adsor¢cao(178,179). Para tal, foi usado o equipamento
KSV PMI 550 (KVS Instrument©, Helsinque, Finlandia) e analisado pelo software IRRAS 1.0.5.
Para tal, foram feitos 600 espectros com tempo de incidéncia de 1 segundo, resolucao espectral de

4 cm™! e angulo de incidéncia de 80°.
4.8.2 Nanoparticulas de Ouro com Superficie Modificada
4.8.2.1 Sintese

A sintese foi realizada pelo método de Turkevich(180), para isso 100 mL de agua Milli-Q
em ponto de ebulicdo com ImL de solu¢ido de Acido clorodurico HAuCls a 1%, 1mL de citrato
trissodico didratado a 1% e 1 mL de azida sédica 5%. Apos 15 minutos de incubagao a solugao foi

retirada da fonte de calor e acondicionada em 4°C para posterior uso(181), figura 22.



1)1ml cloreto de ouro llla 1% 1 mL de azida sodica 5%
2)1mL de trissodico citrato diidratado a 1%

Figura 22: Esquema demonstrando a sintese da nanoparticula de ouro (AuNP). Fonte: Arquivo pessoal.
4.8.2.2 Modificac¢ao

Para ambos os sistemas foi produzida uma nanoparticula de ouro de 30 nm modificada com
Anti-IgG porg¢ao Fc (sigma) com o intuito de reconhecer a por¢ao Fc dos autoanticorpos da classe

IgG gerados durante a doenga de Alzheimer.

As sondas SERS foram produzidas modificando as AuNPs de acordo com um método
revisado descrito por Qian et al (158,182), figura 23. As nanoparticulas foram primeiro revestidas
com corante Nile Blue A (NBA), 2 mL de AuNP foram incubados por 15 minutos sob agitacao
constante com 300uL de uma solugao de NBA 5uM que foi adicionado lentamente, gota a gota. A
segunda camada de revestimento foi com PEG que atua para reduzir a ligacao nao especifica das
sondas SERS a locais diferentes do alvo e também proporcionar grupos COOH nos quais serao
imobilizados os anticorpos. A sonda AuNP/NBA foi incubada por 20 minutos sob agitacao
constante com 320uL de uma solug¢ao mista de PEG composta de: 0,5mL de uma solugao 200uM
de HS-PEG-COOH (MW: 3000 Da) ¢ 0,25mL de uma solugao 200uM de metoxil PEG-Tiol (PEG-
SH, MW: 5000 Da), diluido para 1mL com agua miliQ. Apos incubagdo, a suspensao AuNP /
NBA / PEG foi centrifugada duas vezes a 13000 rpm por 7 minutos e ressuspensa em 2mL agua
miliQ. Para ativar os grupos COOH nas superficies de NP, 40uL de uma solugdao de 20mg / mL

de EDC foi adicionado, seguido rapidamente por 40uL de uma solucao de 55mg / mL de sulfo-



NHS. Apds 40 minutos de agitacdo, 0,5 mL de um tampao PBS contendo 1% Tween® 20 (PBST)
foi adicionado a mistura para melhorar sua solubilidade, e a suspensao foi agitada durante mais 5
minutos. O excesso de reagente foi removido por duas lavagens de centrifugagdo (13000rpm por
7 minutos) e ressuspensdao em 2mL de PBST. Neste ponto, 140uL de uma solugdao de Anti-IgG
por¢ao Fc a 0,5mg/mL foi adicionada a suspensdo de nanoparticulas, resultando em uma
concentracao de proteina de aproximadamente 35ug / mL. A mistura foi incubada overnight a 4°C.
Ap6s 24 horas, 0,5mL de tampao PBS com 0,1% Tween®20 e 100pg / mL de BSA foi adicionado
a suspensao por 20 minutos. O objetivo da BSA era limitar quaisquer grupos de COOH ativados
que nao reagiram. Depois de reagir as sondas forma lavadas 2 vezes (13000 rpm por 7 minutos) €
ressuspensas em 2mL de PBST. Nesse ponto, foi montado o ensaio sanduiche (descrito no item

4.8.3).

15 min 40 min
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Figura 23: Esquema demonstrando a modificagdo das nanoparticulas. Fonte: Arquivo pessoal
4.8.2.3 Caracterizacao

Para a caracterizacdo da AuNP com relacdo a sua estrutura fisico-quimica e a modificacao
de sua superficie foram utilizadas as técnicas de Dynamic Light Scattering (DLS), Potencial-Zeta,
Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM) e Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-

Vis).



A TEM ¢ uma técnica de microscopia na qual um feixe de elétrons ¢ transmitido através
de uma amostra para formar uma imagem. Uma imagem ¢ formada a partir da interagdo dos
elétrons com a amostra a medida que o feixe € transmitido através da amostra. Essa técnica ¢ capaz
de fornecer informacgdes de resolucao nanométrica e atdbmica. As imagens foram adquiridas com
um microscopio eletronico de transmissao JEOL JEM-1400 equipado com uma camera Gatan
Orius SC1000. O instrumento tem uma resolucao de 0,2 nm e uma faixa de ampliagdo de x200 a

x1.200.000.

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS), ¢
amplamente utilizada para a avalia¢do das dimensdes de particulas e moléculas em suspensdo na
regido dos submicrométricos. O movimento browniano das particulas faz com que a luz do laser
seja espalhada com intensidades diferentes, dependente da concentragdo e tamanho, e assim
obtemos a distribuicao do tamanho da particula, e dela podemos obter a vari¢cao de volume e de
quantidade. Ja o potencial zeta indica a estabilidade das dispersdes coloidais. A magnitude do
potencial zeta indica o grau de repulsdo eletrostatica entre particulas com carga. As medidas tanto

de DLS quanto potencial Zeta foram adquiridas no equipamento Zsizer Nano ZS90 (Malvern).

A espectroscopia UV-Visivel (UV-Vis) é amplamente utilizada no campo da quimica
analitica, especialmente durante a analise quantitativa de um analito especifico, como de ions de
metal de transicdo e de compostos organicos conjugados. A técnica de UV-Vis ¢ baseada na
interacdo entre luz e matéria através da absorc¢ao da luz ultravioleta ou luz visivel por compostos
quimicos, o que resulta na producdo de espectros distintos. Quando a matéria absorve a radiagao,
os elétrons presentes nela sofrem excitagao. Isso os faz saltar de um estado fundamental para um
estado excitado. As medidas de UV-Vis foram adquiridas no equipamento Cytation5 (BioTek

Intruments Inc.©, Winooski, VT, USA) e software Gen5™. Para tal, 8 espectros de absorbancia
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no intervalo de 300nm a 700nm, com medidas a cada Inm, velocidade normal de leitura com

intervalo de 100 milisegundos, para os principais passos de modificacdo das AuNP.

4.8.3 Imunoensaio

Ap0s ter as nanoparticulas completamente modificadas e a modificagdo da superficie da
lamina de ouro com 11-MUA e os polimeros PEI/Quitosana e os antigenos, as ldminas foram
incubadas por 15 minutos com os respectivos anticorpos e com as diferentes dilui¢des, lavadas
com PBS 3 vezes para remocao de possiveis ndo ligantes. Para o controle negativo ndo foi usado
anticorpo, as nanoparticulas foram usadas diretamente nas laminas modificadas. Para o controle
experimental, foi usado o anticorpo monoclonal IgG HIV pl7 em uma unica concentracdao de
Img/ml. Apos foram incubadas por 1hora com as nanoparticulas modificadas com Anti IgG porgao
Fc e lavadas 3 vezes com PBS, figura 24. Nesse momento o ensaio estava completo para comegar

a ser avaliado usando a técnica de SERS.

peptide
Atp Synthase
subunit beta

olimeros {ut?\
B O rrmne

(PEI/Quitosana/11-MUA) '
1 hora Lipassomo
CPPG
, S _ 10 diferentes concentracoes _/ 1 hora
(0, 1/10000)
15 min

1 hora

Figura 24: Esquema demonstrando o ensaio sanduiche. Fonte: Arquivo pessoal
4.8.4 Imunoensaio com amostras reais — Biossensor

Ap6s ter padronizado a produ¢do e modificacdo das nanoparticulas e das laminas de ouro,
além de ter gerado as curvas de calibragdo (descrito no item 4.10), as laminas foram incubadas por
15 minutos com amostras de soro e liquor de 10 pacientes DA e 10 pacientes CA, lavadas com

PBS 3 vezes para remoc¢ao de possiveis ndo ligantes. Para o controle experimental, foi usado o



anticorpo monoclonal IgG HIV p17 em uma tinica concentracao de 1mg/ml. Apds foram incubadas
por lhora com as nanoparticulas modificadas com Anti IgG porcao Fc e lavadas 3 vezes com PBS,

figura 25. Nesse momento o ensaio estava completo para comegar a ser avaliado usando a técnica

de SERS.
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Figura 25: Esquema demonstrando o ensaio com as amostras reais. Fonte: Arquivo pessoal.

4.9 Medidas SERS

Os espectros foram obtidos usando o microscopio InVia Raman (Renishaw Inc., Hoffman
Estates, IL, EUA) acoplado a um laser de Hélio-Neonio (633 nm). Para a quantificacdo do efeito
SERS as medidas foram feitas seguindo os seguintes parametros: tempo de exposicao ao laser de
3 segundos, poténcia do laser a 10% (17mW), foram feitos 3 mapas da superficie do biossensor
com dimensdes de 30umX30um, por amostragem e o experimento foi repetido 3 vezes, com o
intuito de gerar uma curva de calibragdo, resultando em aproximadamente 8100 espectros para
cada concentragdo de anticorpo, figura 26. Para as amostras reais foram feitas em duplicatas
bioldgicas e 6 mapas por amostra. Os picos dos espectros que foram analisados correspondem a
banda de maior de intensidade do NBA em 592 cm™. Considerando a absor¢io do NBA ha
contribuicdo, de ambos, Raman ressonante e SERS. Essas situacdes de duplo aumento da

intensidade sdo descritas na literatura como SERS ressonante ou SER(R)S.!36:137
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Figura 26: Esquema demonstrando a medida do imunoensaio. Fonte: Arquivo pessoal.
4.10 Analise de Dados

Os pacientes foram divididos em dois grupos: DA (pacientes em tratamento para
Alzheimer, n=10) e CA (pacientes sem diagnostico de Alzheimer, n=10), totalizando um ntimero
amostral total de 20 individuos. Além disso, foi utilizado com fluido biolégico amostral o soro e

o liquor, com intuido de estabelecer qual seria mais adequado para o biossensor.

A capacidade da espectroscopia Raman de fornecer analises significativas depende muito
de uma etapa de pré-processamento para remover variagdes espectrais insignificantes. Isso ¢
crucial na anélise de biofluido. A adogao generalizada de diagndsticos usando Raman requer um
modelo robusto que pode resistir a discrepancias de espectro de rotina devido a variagdes
inevitaveis, como idade, dieta e historico médico(183). Dessa maneira, devido a sensibilidade do
método de leitura dos ensaios, SERS, e da natureza das amostras, que nao sofreram nenhuma forma
de tratamento ou dilui¢do; foi necessario o desenvolvimento de um método para analisar a
variabilidade estatistica dentro de um conjunto de espectros e determinar um modelo robusto que
fosse capaz de avaliar o vasto e complexo nimero de dados gerado nesse trabalho. Isso permitiu

qualificar ou excluir seletivamente um método de pré-processamento, predeterminar a robustez e,



simultaneamente, identificar o nimero de componentes que formarao o melhor modelo preditivo.

Para tal, foi utilizado o programa MatLab™, The MathWorks, Inc©, Estados Unidos.

A figura 27, apresenta um fluxograma mostrando todas as etapas de tratamento dos dados
através do codigo desenvolvido. O cddigo MatLab elaborado para esse projeto consiste em uma
etapa inicial de pré-tratamento e remocdo de interferentes dos dados. Inicialmente todos os
possiveis dead pixels(184), foram removidos. Por se tratar de compostos proteicos, o background
e o nivel de autofluorescéncia foram elevados, sendo assim necessario a remog¢ao dos mesmos
através do estabelecimento de uma baseline e threshold(183,185). Em sequéncia foram removidos
os Spikes e Cosmic Rays(186). Como ultima etapa de remocao dos ruidos, foi usado a suavizacao

robustas do filtro Savitzky-Golay(185).

Apods a “limpeza” dos espectros, selecionou-se a regido de interesse de analise que
corresponde ao pico referente ao Nile Blue (592nm) através da extra¢do da regido hyperspectral
usando a andlise componente principal (PCA)(183) que consiste de uma técnica estatistica
utilizada para analisar as inter-relagdes entre um grande nimero de variaveis e dados, sumarizando
os mesmos através da defini¢do dos componentes principais. Com a regido de interesse isolada foi
feita a normalizacdo dos dados para garantir a consisténcia entre os espectros, uma vez que, entre
os experimentos pequenas mudangas podem se manifestar como diferencas na amplitude dos
picos, impactando negativamente os resultados. Devido a isso, foi utilizada a técnica de variavel
normal robusta (RNV)(187). O RNV centraliza e dimensiona os dados espectrais usando percentis
em vez das medias, pois se a distribuicao das medidas para uma variavel for distorcida de alguma
forma, o percentil ¢ um distribuidor mais robusto de tendéncias dentro do conjunto de dados do
que o desvio padrao(187). O beneficio do RNV ¢ a influéncia reduzida de outliers, no caso

ruidos(187). Com os dados normalizados realizou-se o calculo de area e estimagdo das



intensidades através da integracdo da banda de interesse. Com os valores das areas e intensidades
definidas foi calculada a média das mesmas referente a cada grupo (concentragdes de anticorpos)
e através de regressao linear e estabelecimento da linha de tendencia gerou-se as curvas padrdes.
Com as curvas geradas foi possivel realizar a o teste de validagdo e analise com as amostras. Os
espectros gerados usando as amostras de LCR e Soro sofreram o mesmo tratamento matematico e
a média final gerou um ponto que foi plotado sobre as curvas permitindo, assim, estimar-se a

concentragdo de autoanticorpos nas amostras.

Extragdo da regido hyperspectral de interesse

Figura 27: Fluxograma do tratamento dos dados. Fonte: Arquivo pessoal.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Lamina de Ouro com Superficie Modificada

Para comprovar o enriquecimento das superficies das laminas de ouro com o sistema 11-
MUA/Polimeros/Peptideos, foram tiradas fotos por microscopia dptica com aumento de 50 X. A
imagem apresentada na figura 28, mostra que em ambos os sistemas houve a modificacdo a nivel
macroscopico das superficies através da deposicdo de matéria por meio das interacdes quimicas
entre as moléculas. Como pode ser observado e comparado entre as imagens, a primeira foto
apresenta a imagem de uma ldmina de ouro ndo modificada (figura 28 A). A segunda foto apresenta
a lamina enriquecida pela técnica de Layer-by-layer com o sistema 11-MUA/Quitosana/ATP
Sintase subunidade beta (figura 28 B) e a terceira foto apresenta a modificagdo usando 11-

MUA/PE/DPPG+FRMDS (figura 28 C).
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Figura 28: Em A pode-se ver a 1dmina de ouro ndo modificada com um risco em evidéncia para demonstrar que 0 microscopio
estava em foco. Em B pode-se observar a deposi¢do de matéria no sistema 11-MUA/Quitosana/ATP Sintase subunidade beta. Em
C observa-se a deposi¢do de matéria no sistema 11-MUA/PEI/FRMDS. Fonte: Arquivo pessoal.

Para demonstrar a modifica¢do da superficie camada por camada em nivel molecular, foi
realizada a técnica de PM-IRRAS. A figura 29 e 30 mostram os espectros adquiridos com os picos
caracteristicos de cada camada como descrito na tabela 4 e 5 para os sistemas 11-

MUA/Quitosana/ATP Sintase subunidade beta e 11-MUA/PEI/DPPG+FRMDS&, respectivamente.

A figura 29 A e figura 30 A, apresentam o espectro obtido ap6s a modificagao com o 11-

MUA, onde sdao observadas as bandas caracteristicas desta molécula. O espectro apresentou duas



bandas em 2936 € 2859 cm !, atribuidas as vibragdes de alongamento simétricas e assimétricas do
grupo CH», respectivamente. Adicionalmente, é observada uma banda em 1710 cm ™!, atribuida a
vibragdo do grupo C=0 e uma banda em 1432 cm !, atribuida a deformagdo angular dos grupos
CH»(136,188). Por ser um composto rico em grupos CH e apresentar ligagcdes C=0, a presenca
dessas bandas em uma matriz de ouro inicialmente limpa e ndo modificada revela a modificacao
da superficie por 11-MUA(188—191). Na figura 29 B, sdo apresentados os espectros obtidos apos
a deposicao dos filmes de quitosana e a adsor¢ao da proteina ATP Sintase Subunidade Beta. Em
ambos os casos foi subtraido o espectro do filme de 11-MUA, com o objetivo de identificar mais
claramente a contribuicao das bandas relacionas com os grupos funcionais presentes nos filmes
depositados por quitosana e a proteina ATP. Essa subtracdo de 11-MUA se deve pelo fato de que
a modificagdo da superficie com apenas quitosana ou a proteina para identificar as bandas, ndo ¢

possivel, uma vez que, ndo possuem terminagdes tiol para se ligar ao ouro.

A quitosana ¢ um polimero rico em grupos amina e ligacdes C-N. Logo, a deposicao da
quitosana foi verificada pela presenca de uma banda larga em ~1580 cm ™! atribuida a combinagio
da vibragdo dos grupos N-H e C-N em amina II e uma banda em 1308 cm ™! atribuida as vibragdes

de alongamento da ligagao C-N nas aminas da quitosana (188,189).

A ATP sintase por se tratar de uma proteina ¢ rica em grupamentos amina. Sendo assim, a
adsor¢do da proteina ATP nos filmes de quitosana foi verificada pela presenca das bandas I e Il de
aminas em 1655 cm™!' e 1523 cm™!, respectivamente(191). Estas bandas estdo relacionadas aos

modos de vibragao de estiramento e flexdo dos grupos C=0 e N-H presentes na ligacao peptidica.
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Figura 29: Espectros de PM-IRRAS para o sistema 11-MUA/Quitosana/ATP. Legenda: A) Espectro para a camada de 11-MUA,;
B) Espectro para a camada Quitosana em comparagdo com a camada ATP Subunidade beta, apds correcdo de baseline. Fonte:
Arquivo pessoal.

Tabela 4: de PM-IRRAS para o sistema 11-MUA/Quitosana/ATP

Comprimento de Onda (cm™)
Grupo Funcional

11-MUA Quitosana ATP
C-H 2936 e 2859
estiramento
=0 1710
estiramento
CO0-
estiramento simétrico 1583
C-H 1432
deformacao
Aminasle I 1308, 1580 1655,1523
deformacgao

Fonte: Arquivo pessoal

Na figura 30 B, a deposi¢ao dos filmes de PEI ¢ DPPG+FRMDS8 também foram
verificados. O polimero PEI ¢ rico em ligagdes N-H C-H e C-N. Sendo assim, os filmes de PEI
apresentaram uma banda larga entre 1400 e 1600 cm ™! atribuida a combinagdo das vibragdes de
deformacdo angular dos grupos N-H e C-H!%%!¢ Adicionalmente, foi observada uma banda em

1329 cm ! atribuida as vibragdes de alongamento da ligagdo C-N. O peptideo FRMDS por se tratar



de um pedaco de uma proteina, apresenta grupamentos amida. Entdo, conforme esperado, apos a

adsorgdo dos filmes de proteina, observou-se a presenca das bandas amina I e I1'°,
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Figura 30: Espectros de PM-IRRAS para o sistema 11-MUA/PEI/DPPG+FRMDS. Legenda: A) Espectro para a camada de 11-
MUA,; B) Espectro para a camada PEI em comparacio com a camada DPPG+FRMDS, apo6s corregdo de baseline. Fonte: Arquivo
pessoal.

Tabela S: Espectros de PM-IRRAS para o sistema 11-MUA/PEI/FRMD8

Comprimento de Onda (em™)
Grupo Funcional
11-MUA PEI DPPG+FRMD28

C-H 2936 e 2859
estiramento

c=0 1710
estiramento

COO0- 1583
estiramento simétrico

C-H 1432
deformagio

Amina Il

- 1474,1560 1543
deformagéo

F_\mma | 1329 1661
estiramento

Fonte: Arquivo pessoal

5.2 Nanoparticulas de Ouro com Superficie Modificada

Para avaliar a funcionalizacao da superficie das nanoparticulas foram realizadas as técnicas
de UV-Vis, TEM, DLS e Potencial Zeta antes e depois do enriquecimento com o intuito de

demonstrar a modificacao na superficie.



Na Microscopia Eletronica de Transmissao, figura 31, as imagens foram feitas antes da
alteracdo da superficie para avaliar a estrutura, tamanho relativo, qualidade e regularidade das
AuNP (figura 31 A e B) e apds para analisar se ndo ocorreu deformacdo ou agregacdo das
particulas devido ao processo de transformacao (figura3l C e D). Em ambas as analises as

particulas se apresentam integras, esféricas e ndo agregadas.
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Figura 31: Imagens de TEM das nanoparticulas. Legenda: A e B) Apresentam imagens das AuNP ndo modificadas. C e D)
Apresentam imagens das AuNP modificadas. Fonte: Arquivo Pessoal.

A técnica de DLS e Potencial Zeta sdo complementares ao avaliar as dimensdes das AuNP
e sua estabilidade, respectivamente. As analises foram feitas antes da modificacdo para avaliar a
qualidade da sintese e estabelecer um padrao, durante para garantir a qualidade, integridade e
estabilidade das nanoparticulas; e no final, com intuito de validar a modificacdo e garantir a
qualidade. A figura 32 apresenta o grafico de DLS e tabela 6 apresenta os valores do didmetro

hidrodinamico e o indice de polidispersao (PDI) que apresenta o nivel de homogeneidade do


https://en.wikipedia.org/wiki/Dispersion_stability

sistema e quanto menor o valor obtido, preferencialmente < 0,2, maior o grau de homogeneidade
da amostra(192,193) e Potencial Zeta.
——AuNP

8 AuNP/NBA/PEG
AuNP/NBA/PEG/EDC+NHS/Anticorpo

Intensidade (%)

0 50 100 150 200 250

Tamanho (nm)

Figura 32: Medidas de DLS para a AuNP e sua funcionalizagdo com NBA/PEG ¢ NBA/PEG/EDC+NHS/Anticorpo. Fonte:
Arquivo Pessoal.

Tabela 6: Resultados obtidos das medidas de DLS e Potencial Zeta para a AuNP ¢ AuNP
funcionalizada com NBA/PEG e NBA/PEG/EDC+NHS/Anticorpo.

Estagio da Modificagao Diametro indice de Potencial Zeta
Hidrodindmico Polidispersdo (mV)
(nm) - DLS (PDI) - DLS
AuNP 39,87nm 0,22 -47,71 mV/+1,1
AuNP/NBA/PEG 63,35nm 0,18 -41,37mV/+1,2
AuNP/NBA/PEG/EDC+NHS/Anticorpo 71,51nm 0,17 -8,29mV/+0,29

Fonte: Arquivo pessoal

Outra técnica usada na caracterizagdo das AuNP e sua modificagdo foi a espectroscopia
por UV-vis. A figura 33, apresenta a comparagdo entre os espectros resultantes das etapas de
enriquecimento da superficie das nanoparticulas. Como pode-se observar, hd um leve
deslocamento do pico dos espectros para a direita, ~2nm, em relagdo ao espectro da AuNP. Esse
movimento para a direita ocorre devido ao deposito de matéria, camadas de modificacdo, sobre a

superficie das nanoparticulas de ouro, devido ao aumento do tamanho relativo da nanoparticula.
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Figura 33: Espectros das etapas de modificagdo das NP por UV-Vis. Fonte: Arquivo pessoal

5.3 Imunoensaio — medidas SERS

Apo6s todo o processo de construgdo dos sistemas de imunoensaios foram realizadas as
medidas SERS das quais retirou-se os espectros primarios. A figura 34 apresenta os tipos de
espectros obtidos durante as analises. Essa variedade de espectros se deve a: deposi¢ao irregular
da matéria sendo que alguns pontos nao houve deposi¢do de todas as camadas (figura 34 A);
interacao fraca entre os anticorpos adsorvidos nas NP com os seus alvos, provavelmente, devido
ao posicionamento dimensional dessas moléculas ou deposi¢ao irregular de NBA na superficie das
NP (figura 34 B); espectros com bandas bem caracteristicas (figura 34 C) e intenso sinal do
autofluorescéncia das moléculas biologicas, possivelmente encobrindo o sinal das NP (figura

34D).
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Figura 34: Possiveis espectros obtidos. Legenda: A) Espectro de regides da 1amina nos quais nao houve deposi¢do de matéria; B)
Espectro com pico na regido do NBA de baixa intensidade; C) Espectro caracteristico de NBA; D) Espectro com alto grau de
autofluorescéncia, tipico de regido modificada porem, na qual, ndo houve interagdo da nanoparticula ou houve porem com baixo
grau de intensidade, nesse caso a intensidade da autofluorescéncia “oculta” o pico de interesse. Fonte: Arquivo pessoal

Devido a variedade de espectros obtidos, fez-se necessario o desenvolvimento de um
codigo que fosse capaz de realizar uma filtragem dos dados para uma analise mais fidedigna. O
codigo elaborado foi habil de fazer um pré-processamento, eliminando assim, a maior parte do
ruido, autofluorescéncia e espectro que podiam ser analisados, através do estabelecimento de
filtros, suavizagdo, baseline, threshold e normalizagdo. Apos a “limpeza” dos dados a regido do
pico de interesse foi isolada, figura 35, e feita uma analise por PCA que estabeleceu as variaveis
area, intensidade e concentragdo para entao realizar a validagdo dos dados. A figura 36 apresenta
2 mapas representativos, antes da PCA (figura 36 A e B) e depois da PCA (figura 36 C ¢ D)

demostrando como a analise permitiu uma validag¢ao dos reais valores de SERS.
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Figura 35: Isolamento do pico de interesse, NBA (592nm). Legenda: A) Espectro sem sofre tratamento de dados; B) Espectro
com a regido de interesse isolada e apresentando o desvio padrdo (sombra). Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 36:Mapas representativos da técnica de PCA, proteina FRMDS. Legenda: A) Mapa antes do PCA, anticorpo com
concentracgdo de 1/10 (0,01mg/mL); B) Mapa antes do PCA, anticorpo com concentra¢do de 1/1000 (0,0001mg/mL); C) Mapa A
depois do PCA, anticorpo com concentragdo de 1/10 (0,01lmg/mL); D) Mapa B depois do PCA, anticorpo com concentra¢do de
1/1000 (0,0001mg/mL). Fonte: Arquivo pessoal

Apo6s todo o processo de tratamento dos dados foi possivel estabelecer uma curva padrao
baseado tanto na intensidade quando na area para cada uma das proteinas estudadas. Para a proteina
FRMDS (figura 37), o limite de detec¢do abaixo da diluicdo 1:10000 que representa uma
concentracao de Ing/mL. Ja para a proteina ATP Sintase (figura 38) o limite de detecgao foi de
1:1000 que representa uma concentracao de 10ng/mL. Em ambos os casos, a dilui¢ao 1:10000 que

corresponderia a 1picograma nao foi plotada, pois a sua quantificagdo foi praticamente zero. Sendo



assim, caracterizado o limite de deteccdo. Pela analise da intensidade os desvios padroes se

apresentaram mais regulares ¢ houve uma melhor quantidade de residuos, sendo assim, essa

parametro foi selecionado para geras as figuras 39,40,41 ¢ 42.
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Figura 37: Curva de Calibragio para a proteina FRMDS. Legenda: A esquerda a curva de calibracdo baseada na intensidade dos
picos e a direita a curva de calibragdo baseada nas areas sob os picos. Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 38: Curva de Calibragdo para a proteina ATP Sintase. Legenda: A esquerda a curva de calibracdo baseada na intensidade
dos picos e a direita a curva de calibragdo baseada nas areas sob os picos. Fonte: Arquivo pessoal

5.4 Imunoensaio com amostras reais — Biossensor

O biossensor para o peptideo FRMDS, apesar de apresentar curvas de calibragdo com bom

desempenho e melhores resultados que o peptideo ATP Sintase, ndo obteve bom rendimento na




sua validacdo com as amostras reais. Como pode-se observar nas figuras 39 e 40, as medias das

intensidades, tanto para as amostras de LCR quanto para Soro, respectivamente, estdo abaixo do

limiar de positividade o que sugere que as amostras sdo negativas. Como ha relatos na literatura

da presenca de autoanticorpos contra FRMDS8 em pacientes com Alzheimer(35,112), porém sao

poucos os estudos, pode-se considerar esse biomarcador como inconsistente para avaliar essa

doenga.
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Figura 39: Validag@o do biossensor para o autoanticorpo Anti-FRMDS. Legenda: Grafico da Positividade das amostras de LCR
baseado na intensidade dos picos. Fonte: Arquivo pessoal
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biossensor para o autoanticorpo Anti-FRMDS. Legenda: Grafico da Positividade das amostras de Soro

baseado na intensidade dos picos. Fonte: Arquivo pessoal



Apesar dos resultados nao promissores para o biossensor baseado em FRMDS, o desfecho
para o biossensor baseado no peptideo ATP Sintase foi muito prospero e congruente. Com o
estabelecimento das curvas de calibracdo para o peptideo ATP-Sintase Subunidade beta, foi
possivel realizar a validacdo do biossensor com as amostras dos pacientes através da semi-
quantificacdo e avalia¢ao de positividade das amostras de soro ¢ LCR para DA e CA. A figura 41
e 42 apresentam as intensidades dos graus de positividade das amostras em relagao aos controles
para as amostras de Soro e LCR, respectivamente. O Controle Experimental, utilizando o anticorpo
Anti HIV pl17 e parte do controle Alzheimer (sem autoanticorpos para as proteinas pesquisadas
nesse trabalho), ndao puderam ser plotados pois, obtiveram o valor médio de zero, ou seja, nao
apresentaram nenhum espectro com pico dentre os 8100 espectros. Nesse caso, s6 foram plotados
os controles que apresentaram sinal. Pode-se notar que em ambos os casos foi possivel avaliar a
positividade ou negatividade das amostras. Um fator interessante foi que tanto as amostras de soro
quanto as de LCR o comportamento foi muito similar.
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Figura 41: Validacdo do biossensor para o autoanticorpo Anti-ATP Sintase subunidade Beta. Legenda: Grafico da Positividade
das amostras de Soro baseado na intensidade dos picos. Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 42: Validacdo do biossensor para o autoanticorpo Anti-ATP Sintase subunidade Beta. Legenda: Grafico da Positividade
das amostras de Soro baseado na intensidade dos picos. Fonte: Arquivo pessoal.

O biossensor para DA baseado na pesquisa do autoanticorpo Anti-ATP Sintase Subunidade
Beta apresentou resultados muito interessantes. Através da analise de PCA (figura 43), foi possivel
visualizar a formag¢ao bem definida de dois grupos com alto grau de homogeneidade e congruéncia
entre eles. A PCA apresentou uma correlagdo PC1 (96,7%) / PC2 (3,2%) com alto valor de
confiabilidade, uma vez que, quando uma alta varidncia estd presente na primeira componente
principal significa que a variancia global dos dados ndo se dispersou nas outras componentes. Isto
¢ a variancia possui um comportamento bem definido o que colabora para a proposta atual de

classificacao.
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Figura 43: Analise de PCA para o biossensor Anti-ATP Sintase subunidade Beta. Legenda: Atraves da técnica de PCA foi possivel
estabelecer dois grupos de DA. Fonte: Arquivo pessoal.

Esse fendmeno possibilitou o estabelecimento de uma correlacio entre os Scores obtidos

pelo MEEM e os Scores obtidos pela técnica de SERS como apresentado na tabela 7.

Tabela 7: Correlagao entre os Scores do MEEM e os Scores de SERS. (Saudavel:25-30, Leve: 24-
20, Moderado: 10-20, Grave:<9(171-173))

CAl
caz
CA3
CA4
CAS
CA6
CcA7
CAS
CAQ
CAI10
DAl
DA2
DA3
DA4
DAS
DAG
DA7

DASZ
DA9
DAI10

Fonte: Arquivo Pessoal

30
30
30
28
30
28
25
30
29
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11
19
13
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17
10
0
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o exame)

17
20
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St

Sandavel
Sandavel
Sandavel
Sandavel
Saudavel
Saundavel
Saudivel
Saudivel
Saudivel
Sandavel
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Grave

Moderado
Leve

Leve

Nivel 1
Nivel 2
Nivel 1
Nivel 1
Nivel 2
Nivel 1
Nivel 1

Nivel 2
Nivel 2
Nivel 2



Fazendo uma correlagdo entre os graficos de Grau de Positividade e a Correlacao dos
Scores € possivel se inferir que: o Score nivel 1 de SERS esta relacionado com os casos mais
graves ou no limiar entre grave e moderado, o Score nivel 2 estd associado com os casos

considerados leves ou no limiar entre leve e moderado.



6 CONCLUSAO

Com a ajuda da equipe médica do Departamento de Neurologia quanto a equipe de
enfermagem do HC de Botucatu, foi criado um pequeno banco de amostras de LCR e Soro tanto
de pacientes portadores de Alzheimer como de pacientes com perfil similar, porém ndo portadores
de Alzheimer. Para tal, foi respeitado o codigo de Etica e os principios da Declaragio de Helsinki,
ISO14155 e diretrizes para Boas Praticas Clinicas. Nenhum paciente, de ambos os grupos, foi

sujeito aos exames e coleta de amostra se os mesmos nao fossem clinicamente necessarios.

O presente estudo também conseguiu desenvolver biossensores Oticos baseados em
imunoensaios ¢ utilizando a técnica de SERS para mensurar os biomarcadores, autoanticorpos,
anti-ATP Sintase Subunidade beta e anti-FRMDS para o auxilio diagndstico da doenga de
Alzheimer. O biossensor para deteccdo do biomarcador anti-FRMDS foi capaz de detectar até uma
concentragdo de Ing/mL de anticorpo e o biossensor para anti-ATP Sintase Subunidade beta foi
capaz de identificar uma concentra¢do de 10ng/mL. No entanto, no teste de validacdo o biossensor

para anti-FRMD8 se demostrou ineficaz.

Por outro lado, o sensor para anti-ATP Sintase se demonstrou muito eficaz permitindo a
separacao das amostras DA das amostras CA, além de permitir a distingdo de grupos de
intensidades diferentes entre as amostras de DA. Essa cluterizacdo das amostras permitiu uma
correlagdo entre os niveis de autoanticorpos contra ATP Sintase Subunidade Beta e o teste de
MEEM. Fazendo uma correlagdo entre os graficos de Grau de Positividade e a Correlagao dos
Scores € possivel se inferir que: o Score nivel 1 de SERS esta relacionado com os casos mais
graves ou no limiar entre grave e moderado, o Score nivel 2 estd associado com os casos

considerados leves ou no limiar entre leve e moderado.



Desta forma, um ponto extremamente importante a se destacar nesse trabalho ¢ que nao ha
biomarcador “perfeito” para a DA devido ao seu multiplo interfaceamento, sendo, a melhor

alternativa, uma analise de multiplos marcadores.
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