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RESUMO

HIGA AM. Sensoriamento Optico do anticorpo AQP4-1gG utilizando nanobiossensores de
nanoparticulas de prata associados com epitopos da proteina AQP4 [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

As doengas do espectro da neuromielite optica (ENMO) sdo classificadas como cronicas
inflamatdrias e autoimunes, e afetam o sistema nervoso central. Estas se caracterizam pela
existéncia de um biomarcador, o autoanticorpo AQP4-1gG, que reconhece seletivamente a
proteina Aquaporina-4 presente nos astrocitos. O biomarcador ndo é detectado em torno de 10-
27% dos pacientes diagnosticados, que sao classificados como ENMO soronegativos. A
auséncia do biomarcador dificulta o processo diagnostico e a definicdo terapéutica desses
pacientes. Sobre este grupo, discute-se a possibilidade de alguns representarem casos falso-
negativos decorrentes da sensibilidade insuficiente dos testes aplicados ou da existéncia de
outros alvos antigénicos nesses pacientes. O primeiro objetivo deste trabalho foi desenvolver
um nanobiossensor de nanoparticulas de prata (AgNPs) funcionalizadas com epitopos da
AQP4, para separar 0s grupos clinicos ENMO, EM e saudaveis. A partir disso, investigar as
hipoteses que permeiam esse grupo, quanto a deteccdo dependente da concentracdo dos
anticorpos e do epitopo utilizado. Os nanobiossensores que melhor separaram 0S Qgrupos
clinicos foram os AgNPs-AQP4s1-70 € AgNPs-AQP4201-210. Com 0 nanobiossensor AgNPs-
AQP4e1.70 identificamos que a deteccdo do biomarcador é dependente da concentracdo e do
epitopo conjugado a superficie do nanobiossensor. Visando aumentar a sensibilidade do método
para detectar o biomarcador no grupo ENMO soronegativo, foi feita uma triagem dos peptideos
compreendendo toda a extensdo da proteina, que contém 323 aminoacidos. A triagem foi feita
com epitopos separados a cada 10 aminoacidos. Essa triagem mostrou que 0s seguintes
epitopos: AgNPs-AQP41.10, AGNPs-AQP411.20, AGNPS-AQP471.80, AGNPS-AQP4g1.90, AGNPs-
AQP491.100 € AgNPs-AQP4261-270 sdo fortes candidatos para comporem sistemas de deteccédo
para reteste de pacientes ENMO soronegativos. A sensibilidade do nanobiossensor melhor
estudado neste projeto (AgNPs-AQP4s1.70) foi de 84,62%, superior aos métodos convencionais
ja registrados para a deteccdo do biomarcador, mas a especificidade foi inferior a deles
(66,67%). Os dados obtidos da triagem dos peptideos, somados ao aumento do numero de
amostras, pode aumentar a acuracia dos nanobiossensores desenvolvidos para testar aqueles

pacientes com diagndstico clinico de ENMO, mas sem confirmacdo laboratorial.



Palavras-chave: Nanoparticulas. Nanotecnologia. Imunoglobulinas. Peptideos. Neuromielite
Optica. Sensores Opticos.
ABSTRACT

HIGA AM. Optical sensing of AQP4-1gG antibody using AQP4 peptide conjugated-silver
nanoparticle nanobiosensors [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo™; 2022.

Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders (NMOSD) are chronic, inflammatory, and
autoimmune diseases that affect the central nervous system. The autoantibody AQP4-1gG is the
diseases’ biomarker and selectively recognizes the aquaporin-4 protein on the astrocytes.
Around 10 to 27% of patients are NMOSD seronegative, in whom the autoantibody is not
detected. The biomarker absence impairs the diagnostic process and the therapeutic definition
of this group of patients. About this group, it is discussed the possibility that some represent
false-negative cases due to insufficient sensitivity of the tests applied or the existence of other
antigenic targets in these patients. The first objective of this work was to develop a silver
nanoparticle (AgNPs) nanobiosensor functionalized with epitopes of AQP4 to separate
NMOSD, MS, and healthy clinical groups. From this, investigate the hypotheses that permeate
this group regarding the antibody concentration-dependent detection and the epitope used to
build the sensor. The nanobiosensors that better separated the clinical groups were AgNPs-
AQP4g1.70 and AgNPs-AQP4201-210. Using the AgNPs-AQP4e1-70, we identified that biomarker
detection depended on the antibody concentration and the epitope conjugated on the
nanobiosensors’ surfaces. To increase the methods' sensitivity in detecting the biomarker in the
samples from the NMOSD seronegative patients, we performed a peptide screening comprising
the whole protein, which contains 323 amino acids, separated in epitopes of ten residues. This
screening showed that the following epitopes: AgNPs-AQP41.10, AgNPs-AQP411.20, AgNPs-
AQP47180, AgNPs-AQP4s1.90 AgNPs-AQP4o1100, and AgNPs-AQP4z61270 are strong
candidates to compose detection systems for retesting seronegative NMOSD patients. The
sensitivity of the best-studied nanobiosensor in this project (AgNPs-AQP4s1-70) was 84.62%,
higher than conventional methods already registered for the biomarker detection, but the
specificity was lower than theirs (66.67%). The data obtained from peptide screening, coupled
with a greater number of samples, may increase the accuracy of the nanobiosensors developed

to test those patients with a clinical diagnosis of NMOSD but without laboratory confirmation.

Keywords: Nanoparticles. Nanotechnology. Immunoglobulins. Peptides. Neuromyelitis

Optica. Optical sensors.



1. INTRODUCAO

As doencas inseridas no espectro da neuromielite optica (ENMQO) acometem,
principalmente, os nervos Opticos e a medula espinhal e séo classificadas como

inflamatoria, cronica e autoimune (Chang e Chang 2019).

A primeira nomenclatura foi atribuida em 1895 pelo neurologista francés Eugene
Devic, que descreveu um caso monofasico de mielite transversa (MT) e neurite Optica
(NO) bilateral. Por isso, o neurologista nomeou a sindrome como neuromielite Optica

(NMO), que também ficou conhecida como Doencga de Devic (Prasad e Chen 2019).

Hoje, sabe-se que a maioria dos casos sdo recorrentes e podem envolver outras
regides do sistema nervoso central (SNC), além do nervo dptico e da medula espinhal,

como o encéfalo, o tronco encefalico e a area postrema (Chang e Chang 2019).

As populacbes afro-americanas, asidticas e das indias ocidentais apresentam
maior incidéncia da doenca, em comparagdo com as populacdes caucasianas. As doencas
do ENMO sdo mais prevalentes em mulheres do que em homens (9-10:1) e a

manifestacdo dos sintomas se da em torno dos 39 anos de idade (Wingerchuk et al. 2007).

O ano de 2004 foi importante para os avancos no estudo dessa doenca, pois foi
quando Lennon e colaboradores descobriram um autoanticorpo, o NMO-IgG, que
permitiu diferenciar a NMO da esclerose multipla (EM), sendo que até esse momento, ela
era considerada uma variante da EM (Lennon et al. 2004). O diagnostico diferencial entre
as duas € importante para a definicdo correta do tratamento e, consequentemente, para um

melhor progndstico do paciente (Palace et al. 2010; Kessler et al. 2016).

A descri¢do do antigeno-alvo do autoanticorpo ocorreu no ano seguinte, quando
0s mesmos pesquisadores identificaram a proteina de canal de &gua aquaporina-4
(AQP4), expressa nos podécitos dos astrdcitos, que formam a barreira hematoencefalica
(BHE) (Lennon et al. 2005). Por isso, o autoanticorpo também é descrito na literatura
como AQP4-1gG, sendo reconhecido como o biomarcador da patologia (Chen et al.
2020).

O critério diagnostico sofreu alteracbes desde sua primeira versdo de 1999

(Wingerchuk et al. 1999). O critério foi revisto em 2006 por Wingerchuck e



colaboradores, que passaram a considerar os pacientes com outras lesées no SNC, além
da MT e NO, e adicionaram a sorologia positiva para o autoanticorpo AQP4-1gG como
suporte no diagnostico (Wingerchuk et al. 2006).

A versdo mais recente dos critérios diagnosticos foi definida em um consenso
internacional e publicada em julho de 2015 pelo Painel Internacional para o Diagndstico
da NMO (IPND, do inglés International Panel for NMO Diagnosis), destacando a
importéncia do status soroldgico do AQP4-IgG para o diagnostico e definiu 0 novo termo
para designar a sindrome: doencas do ENMO (NMOSD, do inglés Neuromyelitis Optica
Spectrum Disorders). Assim, o espectro foi estratificado em soropositivo e negativo para
0 autoanticorpo AQP4-1gG (Wingerchuk et al. 2015).

Desde a identificagdo do biomarcador e da proteina alvo, diversos testes foram
desenvolvidos para a deteccdo do AQP4-1IgG em amostras de soro, buscando alta
sensibilidade e especificidade (Ruiz-Gaviria et al. 2015). Dentre eles, destacam-se: a
técnica de imunofluorescéncia indireta com tecidos (IFI, do inglés Indirect
Immunofluorescence), o método ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e o0
ensaio com base em células (CBA, Cell-Based Assay) (Waters et al. 2012, 2014). O alto
valor preditivo (95%) associado a baixa taxa de falso-positivo tornou o teste CBA a

ferramenta diagndstica recomendada pelo IPND (Prasad e Chen 2019).

Na pratica clinica, o critério diagndstico de 2015 e o uso do CBA possibilitaram
um diagnostico mais precoce, pois pacientes com manifestacdes clinicas atipicas puderam
ser encaminhados mais rapidamente ao tratamento, com a detec¢do do anticorpo no soro.
Apesar da acuracia do teste, o biomarcador ndo é detectado em cerca de 10 a 27% dos
pacientes ENMO, que sao classificados como soronegativos ou com status soroldgico
indefinido. A auséncia do biomarcador atrasa o diagndstico e a definicao terapéutica desse
grupo (Wingerchuk et al. 2007; Prasad e Chen 2019).

Possivelmente, esses pacientes compdem um grupo heterogéneo, que incluem
casos falso-negativos e pacientes que produzem anticorpos contra outros alvos, podendo

ser epitopos distintos ou outros antigenos (Papadopoulos e Verkman 2012).

Atualmente, estuda-se o envolvimento da glicoproteina oligodendrocitica da

mielina (MOG, do inglés Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein), 0 componente mais



externo da bainha de mielina no SNC (Hamid et al. 2017). Mas ja se sabe que o0s
mecanismos celulares e moleculares nos pacientes MOG-IgG soropositivos/AQP4-1gG
soronegativos sdo diferentes dos AQP4-1gG soropositivos, levantando discussdes acerca

da categorizacao mais adequada desse grupo.

Nesse sentido, o estudo da proteina AQP4, com o objetivo de identificar os
epitopos-alvo das células do sistema imune pode preencher algumas lacunas referentes
ao mecanismo da doenca dentro do espectro, contribuindo para o aprimoramento dos
testes diagnosticos, no sentido de torna-los mais sensiveis ao biomarcador e acelerar a
conclusdo do diagnostico. Além do aprimoramento diagndstico, 0 conhecimento
detalhado dos alvos envolvidos pode resultar no desenvolvimento de tratamentos epitopo-
especificos (Sinmaz et al. 2016).

Em termos préticos, a identificacdo dos epitopos especificos aos autoanticorpos
pode resultar na reclassificacdo de alguns pacientes e esclarecer as variacbes dos
fendtipos clinicos que podem estar associados a epitopos-alvo distintos, um exemplo

disso ocorreu na sindrome Guillain-Barré.

Aproximadamente 60% dos pacientes acometidos por essa sindrome apresentam
anticorpos anti-gangliosideos, dentre os quais as imunoglobulinas G (IgGs) reativas
contra a GML1 sdo as mais frequentemente detectadas no soro dos pacientes. Entretanto,
foi observado que fendtipos clinicos distintos podem estar relacionados com diferentes
alvos antigénicos, envolvendo os autoanticorpos e outras formas de gangliosideos. Essa
descoberta possibilitou a deteccdo dos autoanticorpos e a reclassificacdo de uma parcela

dos pacientes previamente diagnosticados como soronegativos (Kaida e Kusunoki 2008).

Recentemente, a hanotecnologia avangou no campo da medicina, principalmente
no desenvolvimento de novos dispositivos para o diagnostico e tratamento de doencas.
As nanoestruturas ganharam espago na medicina devido a alta biocompatibilidade in vitro
e in vivo, compatibilidade de tamanho com as biomoléculas, capacidade de ultrapassar
barreiras biologicas e de detectar interacbes moleculares com alta especificidade e
sensibilidade (Sousa et al. 2018).

Apesar desse avango, as nanoparticulas ainda ndo foram exploradas no campo de

pesquisa das doengas desmielinizantes, por isso, 0 objetivo deste projeto foi incluir as



nanoparticulas nessa extensa e complexa investigacdo da interacdo do anticorpo AQP4-
IgG com a proteina AQP4 nas doencas do ENMO. Neste contexto, nanobiossensores de
nanoparticulas foram desenvolvidos para a detec¢do do biomarcador, visando aproveitar

as novas propriedades que a nanoescala produz.

Os nanobiossensores consistem em estruturas compostas de um elemento
bioldgico, como enzimas, proteinas e DNA, associado a um nanossensor. A biomolécula
associada a nanoestrutura deve se ligar ao seu alvo de maneira especifica e sensivel. O
nanossensor é capaz de transformar a interacdo entre a molécula e seu alvo em um sinal

detectavel e mensuravel (Hong et al. 2012).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram escolhidas para o desenvolvimento dos
nanobiossensores, devido a sensibilidade de suas superficies ao ambiente quimico e
bioldgico circundante, produzindo sinais Opticos observaveis e de facil leitura e medicao
(Kvitek et al. 2013; Lizon et al. 2019).

Quando um determinado peptideo € conjugado as AgNPs para constituir o
nanobiossensor e ocorre a ligacdo do anticorpo especifico a essa sequéncia, as
nanoparticulas aproximam-se num processo denominado agregacdo, promovendo
alteracdes nas propriedades 6pticas das nanoparticulas (Vilela et al. 2012; Yeo et al.
2015). Essas mudancas resultam em alteracGes perceptiveis de cor na suspensdo de
nanoparticulas com deslocamento e a formacdo de novas bandas no espectro
eletromagnético (Sabela et al. 2017). A construcdo desse tipo de nanobiossensor é versatil

e envolve baixos custos.

Diante das propriedades das AgNPs e da necessidade de investigacdo dos
epitopos-alvo do anticorpo  AQP4-IgG, foram desenvolvidos nanobiossensores,
genericamente denominados AgNPs-AQP4pep, para serem usados em ensaios com
solucBes de IgGs purificadas de amostras de soro de pacientes ENMO, EM e saudaveis,
a fim de analisar a especificidade da técnica ao biomarcador-alvo e a sensibilidade na
deteccdo do anticorpo em amostras previamente classificadas como soronegativas, com

0 objetivo de avaliar se ha a ocorréncia de interacdo epitopo-especifica nesse grupo.

Em resumo, o trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira foram utilizadas

apenas cinco sequéncias da proteina, a fim de padronizar a técnica para a detecgdo do



autoanticorpo AQP4-1gG, de modo a separar os grupos clinicos. Na segunda etapa, foram
realizados ensaios com 0s outros epitopos da AQP4, para verificar possiveis diferengas
na deteccdo do anticorpo, especialmente no fenétipo soronegativo, de acordo com 0s

epitopos usados na construgdo do nanobiossensor.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver nanobiossensores de AgNPs para detecgdo do anticorpo AQP4-1gG em
solugdes de 1gGs purificadas de amostras de soro de pacientes ENMO, previamente
classificados como soropositivos e negativos, de modo a diferencia-los dos controles
negativos: pacientes com EM e saudaveis. Além disso, investigar diferencas no
reconhecimento epitopo-anticorpo ao longo da extensdo da proteina AQP4, a fim de
aumentar a sensibilidade do nanobiossensor com o uso de epitopos que possam identificar
0 biomarcador naquelas amostras previamente classificadas como soronegativas pelo
CBA.

2.2 ESPECIFICOS

2.2.1. 1%etapa: desenvolvimento do nanobiossensor

i) Desenvolver nanobiossensores de AgNPs funcionalizadas com cinco epitopos
(AQP461-70, AQP4131-140, AQP4141.150, AQP4201-210 € AQP4291-300) da proteina
AQP4, para a separagdo dos fenotipos clinicos: ENMO AQP4-1gG
soropositivo, soronegativo, EM e individuos saudaveis.

i) Investigar a influéncia da concentracdo das IgGs e dos epitopos da AQP4
conjugados ao nanobiossensor na deteccéo do biomarcador no fenétipo clinico

soronegativo.

2.2.1.1. Quantificacdo dos parametros de acuracia do nanobiossensor AgQNPs-
AQP461-70
iii) Quantificar a sensibilidade do nanobiossensor mais sensivel e especifico na
deteccdo do biomarcador e diferencia¢do dos grupos clinicos.
Iv) Quantificar a concentracdo de IgGs em amostras tituladas, por meio da

construgéo de uma curva de calibrag&o.



2.2.1.2. Caracterizacdo das nanoparticulas e do nanobiossensor AgNPs-
AQP461.70

v) Fazer a caracterizacdo dos processos sintético e de funcionalizacdo das
AgNPs.

2.2.2. 2%etapa: triagem dos peptideos

i) Investigar se ocorre deteccdo do autoanticorpo AQP4-1gG do tipo epitopo-
especifica no fendtipo soronegativo utilizando os outros epitopos da proteina
AQP4.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 DOENCAS DO ESPECTRO DA NEUROMIELITE OPTICA

3.1.1. Evolucgéo do conceito de NMO e de doengas do ENMO

O neurologista francés Eugéne Devic foi o primeiro a utilizar o termo neuro-
miélite optique aigué, NMO, no final do século XIX, em 1895, para descrever uma nova

sindrome caracterizada por MT e NO (Jarius e Wildemann 2013b).

A descricdo clinica e anatémica foi realizada a partir do caso de uma mulher de
45 anos, que inicialmente apresentou fraqueza nas pernas e retencdo urinaria. Passados
alguns dias, a paciente desenvolveu perda sensorial progressiva nas pernas e dos reflexos
dos tenddes. Algumas semanas depois, apresentou perda visual bilateral, com edema no

disco optico e pupilas ndo responsivas a luz (Prasad e Chen 2019).

Na autopsia, Devic descreveu lesdes necroticas na medula espinhal e nos nervos
Opticos. Com esta observacdo, ele nomeou a sindrome como NMO e salientou que o
mecanismo da doenca permanecia desconhecido. Ele observou que a sindrome acometia
dois locais anatémicos distintos, sem estrutura de ligacao entre eles. Porém, a causa era o
mesmo processo que acontecia simultaneamente, ou com um curto intervalo de tempo
entre o ataque ao nervo optico e a medula espinhal. Na conclusédo do artigo, ele deixou
dois questionamentos: por que esses locais sdo afetados? Qual a natureza desse processo?
(Prasad e Chen 2019).

Ao longo do século XX, o significado e a extensdo do termo NMO mudaram
varias vezes, juntamente com os critérios diagnosticos. Alguns critérios excluiram
caracteristicas que hoje sdo reconhecidas, por exemplo, a existéncia do curso recorrente
da doenca, um longo intervalo entre dois eventos sintomaticos, NO unilateral, lesdes
sintomaticas no encefalo e tronco encefalico, sindrome de Sjégren ou lUpus eritematoso
sistémico coexistentes e lesdes mais curtas do que a extensao de dois segmentos vertebrais
(Jarius e Wildemann 2013b).

Atualmente, sabe-se que a NMO, na maioria dos casos, &€ uma doenca recorrente

e, além dos nervos opticos e da medula espinhal, pode envolver o encéfalo. Alguns



pacientes, principalmente ndo caucasianos, tém o tronco encefalico e a area postrema

afetados e, por isso, manifestam sintomas como vémito e soluco (Kremer et al. 2014).

Em 1930, Russel Brain fez uma revisdo sobre a NMO e a EM, referida em seu
artigo como esclerose disseminada, e concluiu que as diferencas nos aspectos clinicos e
patoldgicos eram limitadas a intensidade dos surtos e que isso néo justificava a separacao
das duas. Assim como ele, outros pesquisadores consideravam a NMO uma variante da
EM (Brain 1930).

A descoberta do auto anticorpo NMO-IgG em 2004 foi importante para o
reconhecimento da NMO como uma doenca distinta de EM, evidenciando as
singularidades patolégicas e imunoldgicas. Essa descoberta foi feita por Lennon e
colaboradores na Clinica Mayo, que detectaram o biomarcador NMO-IgG em,
aproximadamente, 73% dos pacientes com NMO e constataram que esse anticorpo era

praticamente ausente nas outras doencas (Lennon et al. 2004).

No ano seguinte, os pesquisadores descreveram o antigeno-alvo do anticorpo, que
é a proteina AQP4, por isso, 0 autoanticorpo NMO-IgG €, atualmente, denominado

AQP4-1gG, sendo a causa e o0 biomarcador da doenca. (Lennon et al. 2005).

A AQP4 é uma proteina de canal de dgua expressa nos poddcitos dos astrécitos,
que fazem contato com o endotélio dos vasos sanguineos, a lamina basal e os pericitos,
fazendo parte da composicdo da BHE. Nesta localizacdo, os astrécitos desempenham
importantes fungdes relacionadas a manutencdo da homeostase cerebral e de suporte aos
neurdnios, cuidando do equilibrio de ions, aminoacidos, agua e neurotransmissores.
Também é expressa nas células ependimarias, que revestem os ventriculos (Abbott et al.
2006; Mathiisen et al. 2010) (Figura 1).

Figura 1- Corte transversal de um capilar sanguineo. Esquema mostrando a interacdo entre os
poddcitos dos astrdcitos (em amarelo) com uma célula endotelial de um capilar sanguineo,
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compondo a BHE, juntamente com o pericito e a lamina basal. Nos podécitos dos astrécitos estao
representadas as proteinas de canal de agua, aquaporina-4, em azul.

INTERNEURONIO

PODOCITO DO
ASTROCITO

PERICITO

| LAMINA
BASAL

—LUMEN

CELULA
ENDOTELIAL

PERICITO AQUAPORINA-4

Fonte: Traduzido e modificado de Tice et al. (2020).

A descoberta desse autoanticorpo mudou a forma de caracterizar a NMO, pois as
restricdes que eram feitas nos critérios diagnosticos passados eram uma tentativa de
separar a EM e a NMO com base em apresentacfes clinicas e radioldgicas. Com o
autoanticorpo, foi possivel diferenciar as doengas com base em teste laboratorial e aceitar
a existéncia de algumas sobreposicdes clinicas e radiolégicas com outras doencas,

culminando na ampliacdao do termo NMO (Jarius e Wildemann 2013b).

A diferenciacdo entre as duas € importante pois a imunoterapia usada para tratar
0s pacientes com EM incluem drogas como interferon beta, fingolimode, natalizumabe e
alemtuzumabe que s@o ineficazes para as doengas do ENMO e podem, inclusive,

exacerbar seus sintomas (Contentti e Correale 2021).

O termo doencas do ENMO foi introduzido para expandir a definicdo de NMO,
incluindo outras manifestagcdes clinicas, além da NMO tipica (doenga de Devic),
caracterizada por NO aguda bilateral e MTLE. O termo inclui apresentagdes clinicas com
ou sem o autoanticorpo, ou com status soroldgico indefinido. Dessa forma, pacientes com
manifestacdes atipicas como NO unilateral, MT isolada ou recorrente, ou lesbes no
encéfalo, com ou sem anticorpo detectavel, foram incluidos no espectro (Bruscolini et al.
2018).
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3.1.2. Versdes dos critérios diagndsticos

A evolugdo no entendimento da doenca foi refletida nas versdes dos critérios
diagndsticos, desde a primeira versdo de 1999, depois a revisdo em 2006 e a mais recente
publicada em julho de 2015 em um consenso internacional: o painel internacional para o
diagnostico da NMO ou IPND.

No ano de 1999, Wingerchuk e colaboradores fizeram a primeira avaliagdo
sistematica de cursos monofasico e recorrente de NMO, quanto a demografia,
apresentacdo clinica, imagem de ressonancia magnética (IRM) e conteddo do liquido
cefalorraquidiano (LCR). A NMO estrita foi caracterizada pela apresentacdo de NO
bilateral e MT ocorrendo em um intervalo de até 2 anos. A NMO néo estrita incluia casos
de NO unilateral ou eventos de desmielinizacdo recorrentes em um periodo maior do que
2 anos (Wingerchuk et al. 1999).

Este critério incluia trés requisitos absolutos: NO, MT e nenhuma outra doenca
desmielinizante no encéfalo. Para diagnosticar um paciente com NMO, os critérios
absolutos deveriam ser atendidos, juntamente com um dos trés critérios de apoio principal
ou entdo dois dos critérios secundarios (Tabela 1).

Tabela 1 — Critério diagndstico de NMO de 1999

Critérios absolutos
NO
MT
Nenhuma evidéncia clinica fora do nervo ptico ou da medula espinhal.
Critérios principais (apoio)
IRM no encéfalo sem lesdes no inicio;
IRM na medula com lesdes estendidas por trés ou mais segmentos vertebrais;
Pleocitose no LCR superior a 50 leucécitos/mm? ou superior a 5 neutréfilos/mm?.
Critérios secundarios (apoio)
NO nos dois olhos;
NO grave com acuidade visual ndo varidvel, prejudicando mais do que 20/200, 80% de perda,
em um dos olhos, pelo menos.
Fraqueza acentuada, ndo varidvel e associada ao surto inflamatdrio acometendo um
ou mais membros do corpo.
Fonte: Traduzido de Wingerchuk et al. (1999).

Nessa época, ndo era comum o diagndstico de EM em paises da Asia e, por isso,
aqueles pacientes que apresentavam NO recorrente ou mielite isoladas eram

diagnosticados com EM Optico-espinhal e aqueles com sintomas neuroldgicos
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envolvendo o encéfalo com ou sem manifestacdo de NO e MT eram diagnosticados como

EM convencional (Fujihara 2019).

Em 2006, dois anos apds a descoberta do biomarcador, Wingerchuk e
colaboradores revisaram os critérios diagnésticos (Tabela 2). A NMO foi definida pelos
seguintes critérios absolutos: ataques sequenciais ou simultaneos de NO e MT, e a
presenca de 2 ou 3 critérios de apoios: IRM de encéfalo inconsistente com EM, MTLE
ou soro positivo para AQP4-1gG (Wingerchuk et al. 2006).

Tabela 2 — Critério diagndstico de NMO revisado por Wingerchuk e colaboradores em 2006

Critérios absolutos

NO
MT

Critérios de apoio (a0 menos, dois de trés)

IRM com lesdo ligada a medula espinhal, se estendendo por trés ou mais segmentos
vertebrais (MTLE);
IRM do encéfalo sem lesdes com padrdo de EM;
Soro positivo para AQP4-1gG.

Fonte: Wingerchuk et al. (2006)

A inclusdo do anticorpo como suporte no diagndstico resultou no reconhecimento
de pacientes soropositivos com apresentacGes clinicas atipicas ou espacialmente
limitadas. Dessa forma, pacientes soropositivos com eventos monofasicos ou recorrentes
de NO ou MT entraram no espectro da NMO. Outros pacientes apresentaram
autoimunidade sisttmica ou anormalidades nas IRMs do encéfalo NMO-especificas
(Bennett 2016).

Apresentacbes clinicas atipicas incluiram nauseas prolongadas, vomito,
narcolepsia, encefalopatia e sindromes do tronco encefalico refletindo lesdes na medula
dorsal, na area postrema, hipotalamo, regides limbicas, tronco encefalico e substancia
branca. Essas apresentacdes clinicas ndo estavam incluidas no critério revisado de 2006,
mas foram consideradas formes frustes da doenca, pois esses individuos geralmente

desenvolviam NO ou MT subsequentemente (Bennett 2016).

Com a identificagéo do autoanticorpo, outro grupo de pacientes foi reconhecido.
Entre 20 e 30% dos pacientes que atendiam aos critérios de 2006 para NMO, eram

soronegativos para 0 anticorpo ou possuiam status soroldgico indefinido (Contentti e
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Correale 2021). Por isso, o critério diagnostico revisado em 2015 (Tabela 3) estabeleceu
diretrizes para o diagndstico de casos soropositivos, negativos ou indefinidos, sendo que,
nesses Gltimos, os critérios sdo uma mistura de caracteristicas clinicas e radioldgicas
(Wingerchuk et al. 2015).

Tabela 3 — Critério diagndstico elaborado pelo IPND no ano de 2015

Critério para ENMO positivo para AQP4-1gG
Apresentar, no minimo, uma caracteristica clinica principal*;
Soro positivo para o anticorpo AQP4-1gG usando o CBA,;
Descartar diagnosticos alternativos sem o anticorpo AQP4-1gG;
Critério para ENMO negativo ou status indeterminado para AQP4-1gG
Apresentar, no minimo, duas caracteristicas clinicas principais*, como resultado de
um ou mais episédios clinicos e gue satisfacam 0s seguintes critérios:
Apresentar pelo menos uma caracteristica clinica principal*: NO, MTLE ou sindrome da area
postrema;
Ocorrer a disseminacao de lesdes no espaco (duas ou mais caracteristicas clinicas
principais*®);
Preencher os requisitos adicionais de RM, quando for aplicavel;
Soro negativo para AQP4-1gG, usando o CBA ou resultado indeterminado;
Afastamento de outros diagnosticos
Requisitos adicionais de IRM para ENMO negativo ou indeterminado para AQP4-1gG
NO grave demanda:
IRM do encéfalo normal ou com lesdes ndo especificas na substancia branca ou
IRM de NO com lesdo hiperintensa em T2 (tempo de relaxamento transversal do
tecido) ou lesdo com realce pelo gadolinio em T1 (tempo de relaxamento longitudinal do
tecido), que se estende além de metade do nervo éptico ou que atinge o quiasma 6ptico.
MT grave demanda:

Lesdo intramedular se estendendo para além de trés segmentos vertebrais (MTLE) ou;
atrofia focal da medula espinhal continua para além de trés segmentos vertebrais em
pacientes com histdrico prévio compativel com MT grave.

Sindrome da area postrema: demanda lesdo na medula dorsal ou na area postrema
Sindrome grave do tronco encefélico: demanda lesdo periependimaria do tronco encefalico
*Caracteristicas clinicas principais

1. NO
2. MT grave
3. Sindrome da area postrema: episodios inexplicaveis de solugos, nduseas ou vomitos
4. Sindrome grave do tronco encefalico
5. Narcolepsia sintomatica ou sindrome clinica diencefalica grave com lesoes tipicas de
ENMO na IRM
6. Sindrome encefélica sintomética com lesoes tipicas de ENMO na IRM

Fonte: Traduzido de Wingerchuk et al. (2015)

Os pacientes soronegativos para o anticorpo AQP4-1gG devem apresentar um

episédio de NO, MT ou sindrome da area postrema, e um segundo episddio envolvendo
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esses locais ou outros no tronco encefalico, no diencéfalo ou outra sindrome encefélica.
Quando o paciente é soropositivo para 0 AQP4-1gG, o diagndstico pode ser definido com
base em um Unico episodio clinico incluindo qualquer um dos seis critérios clinicos
(Wingerchuk et al. 2015).

Na pratica clinica, os novos critérios possibilitaram um diagnostico mais precoce,
pois ndo exigem a manifestacdo simultanea ou sequencial de NO e de MT. Além disso,
pacientes com o acometimento do encéfalo e soropositivos para o anticorpo sdo incluidos
no espectro, permitindo o encaminhamento destes para uma terapia profilatica, visto que
muitos desenvolvem NO ou MT, subsequentemente. Dessa forma, alguns sinais e
sintomas atipicos e casos monossintomaticos podem levar o neurologista a investigar a

presenca do biomarcador, com o teste soroldgico (Bennett 2016).

A incorporacdo do grupo soronegativo ao espectro da NMO dividiu opinides
durante as discussdes do IPND, pois 0 espectro ndo teria uma identidade homogénea.
Mas, esse grupo foi considerado como parte do espectro, levando-se em consideracao que
o diagnostico da ENMO é clinico e, se o resultado positivo para o biomarcador se tornasse
um critério absoluto, a doenca poderia ndo ser diagnosticada em areas nas quais 0s testes
ndo sdo acessiveis. Além disso, casos de NMO tipica e soronegativos para o anticorpo

AQP4-1gG existem e ndo podem ser desconsiderados (Fujihara 2019).

Dentre 0s soronegativos, até 40% sdo soropositivos para o anticorpo MOG-IgG
(Contentti e Correale 2021). Esses pacientes sdo tipicamente homens com NO e MT
simultaneas e doenca com curso monofasico. O inicio dos sintomas ocorre em torno dos
30 anos, a prevaléncia entre homens e mulheres segue uma razdo de 1:1 e os sintomas
tendem a ser mais brandos, comparado ao grupo positivo para 0 AQP4-IgG. O
envolvimento do quiasma Optico raramente ocorre e a mielite costuma atingir a regido

lombossacral (Sato et al. 2014).

Os mecanismos celulares e moleculares desse perfil sdo diferentes. O ENMO com
AQP4-1gG é uma astrocitopatia autoimune, ja o grupo com MOG-IgG tem a bainha de
mielina como alvo, ao invés dos astrdcitos. Por isso discute-se a categorizacdo desse
fendtipo, se deveria estar no grupo doengas do ENMO ou seria um subgrupo da EM ou

encefalomielite disseminada aguda (Kitley et al. 2014).
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3.1.3. Métodos de deteccéo do anticorpo AQP4-1gG

Apos a identificacdo da proteina alvo do autoanticorpo, diversos testes foram
desenvolvidos e aprimorados com relacdo a acuracia (sensibilidade e especificidade),

para a deteccdo do AQP4-1gG em amostras sorologicas de pacientes.

A técnica de imunofluorescéncia indireta com tecidos (Figura 2A) de
camundongos, ratos ou primatas gera alta taxa de falso-positivo. Neste teste, 0 soro dos
pacientes € adicionado a tecidos congelados e a deteccdo do AQP4-1gG se déa pela ligagdo

de um anticorpo secundario fluorescente (Lennon et al. 2004).

O método ELISA (Figura 2D) é um teste mais sensivel do que o anterior, pois
utiliza a proteina AQP4 humana parcialmente purificada. Os tetrameros de AQP4 sdo
fixados nos pogos das placas, seguidos da adi¢do dos soros dos pacientes contendo o
AQP4-1gG. Uma reacgdo entre tetrameros de AQP4 biotinilados e peroxidase marcada
com estreptavidina resulta em respostas colorimétricas, permitindo a deteccdo e

quantificacdo do AQP4-1gG nas amostras (Waters et al. 2012).

Os ensaios de radioimunoprecipitacdo e imunoprecipitacdo por fluorescéncia
(Figura 2C) utilizam o mesmo principio de ligacdo dos anticorpos AQP4-1gG aos
tetrameros de AQP4 marcados com radioisotopo ou proteina fluorescente,
respectivamente. Porém, esses métodos ainda apresentam a limitacdo de ndo permitir a
mesma conformacdo estrutural da proteina, como ocorre nas membranas das células, o

que diminui a sensibilidade e especificidade desses testes (Waters et al. 2012).

O CBA (Figura 2B) supera essa limitacdo, pois utiliza células renais embrionarias
humanas transfectadas com um plasmideo, para expressar os tetrameros de AQP4 em sua
conformacdo nativa nas membranas das células. A deteccdo do AQP4-1gG e realizada por
fluorescéncia com um anticorpo secundario fluorescente e quantificado por citometria de
fluxo (Prasad e Chen 2019).

Dentre os testes mencionados, 0 CBA apresenta maior media de sensibilidade
(76,5%), seguido pelo ELISA (61,8%) e pelos métodos de imunofixagdo em tecido
(61,2%). Com relacdo a especificidade, o CBA apresenta 99,8%, seguido pelo ELISA

(96,6%) e métodos de imunofixacdo em tecido (96,6%). O alto valor preditivo (95%)
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associado a baixa taxa de falso-positivo tornou o teste CBA uma importante ferramenta
diagndstica (Waters et al. 2014).

Figura 2 — Técnicas usadas na deteccdo do anticorpo AQP4-IgG. O esquema é um resumo do fundamento
basico de cada técnica: imunofluorescéncia indireta (A), cell-based assay (CBA) (B), imunoprecipitacdo
por radio e imunofluorescéncia (RIPA e FIPA) (C) e por colorimetria com ELISA (D).
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Fonte: Traduzido de Waters et al. (2014)

3.1.4. Cursos das doencas do ENMO e suas caracteristicas clinicas

As doengas do ENMO sdo predominantemente recorrentes, com surtos
inflamatorios agressivos, que resultam no acumulo de lesdes e sequelas por
neurodegeneracdo. Sao raros 0s casos de curso progressivo e mais de 90% dos pacientes
com curso recorrente sdo mulheres (Pittock et al. 2021). O curso recorrente pode levar a
cegueira e paralisia, diferentemente dos pacientes com EM, que geralmente sofrem surtos
mais brandos e apresentam boa recuperacédo (Figura 3). O tempo mediano para a primeira
recidiva é de 5 a 12 meses, mas ela pode ocorrer até 10 anos depois, ou mais (Prasad e
Chen 2019).

Figura 3 — Comparativo entre os cursos da EM e NMO. O curso recorrente-remitente é mais prevalente nas
duas doencas, do que o progressivo. A neurodegeneracao esta presente desde os primeiros surtos da NMO,
quando ha exacerbacgdo da atividade inflamatéria, levando ao acimulo de lesdes e sequelas. Os surtos na
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NMO tendem a ser mais severos do que na EM. Outros mecanismos, além dos surtos inflamatorios, parecem
estar presentes na historia natural de progressdo da EM.
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Fonte: Traduzido de Kawachi e Lassmann (2017).

No caso das gestantes, as recidivas aumentam no terceiro semestre e no periodo
pos-parto, devido aos niveis elevados de estrogénio, o contrario ocorre na EM, em que 0
risco de recidiva diminui nesse periodo. Elas também apresentam um risco aumentado de
desenvolverem complicacBes na gestacdo, como 0 aborto esponténeo e pre-eclampsia,

levando a exacerbacdo da inflamacéo (Davoudi et al. 2016).

Os sintomas nas recidivas pioram ao longo dos dias e melhoram, gradativamente,
nas semanas e meses apos atingir a gravidade maxima. Porém, a recuperacao é incompleta

e as sequelas vao se acumulando a cada recidiva (Wingerchuk et al. 1999).
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O consenso internacional, que estabeleceu os novos critérios diagnosticos,
reconheceu algumas caracteristicas clinicas particularmente sugestivas de ENMO: NO
simultaneamente bilateral, envolvendo o quiasma éptico, que causa um defeito no campo
visual altitudinal, ou perda visual severa, sindrome da medula espinhal completa,
sindrome clinica da area postrema, consistindo em soluco ndo tratavel, ndusea e vomito
(Wingerchuk et al. 2015).

Comumente, a NO resulta em dor ocular com perda visual, e a MT, em paraplegia,
perda sensorial e disfuncdo da bexiga. Quando a mielite cervical se estende para o tronco
encefalico, ela resulta em nauseas, solugcos ou insuficiéncia respiratoria neurogénica
aguda. A desmielinizacdo na medula espinhal causa espasmos tonicos paroxisticos
dolorosos nos membros e no tronco, que duram de 20 a 45 segundos e o sintoma de
Lhermitte, que é a sensacdo de choque na coluna cervical e lombar, que irradia para 0s

membros inferiores, causado pela flexdo do pescoco (Wingerchuk e Weinshenker 2003).

No inicio da NMO, as IRMs parecem normais, exceto pela apresentacao de lesdo
no nervo optico com realce ao gadolineo endovenoso durante um surto agudo de NO ou
lesGes na substancia branca que ndo satisfazem todos os critérios de neuroimagem para
diagnostico de EM. As lesdes no tronco encefalico podem ocorrer isoladamente ou como
extensdo da mielite cervical. Em cerca de 60% dos pacientes, as lesdes no encéfalo
aparecem mais tarde, em média 6 anos ap6s o diagndstico e, geralmente, ndo manifestam
sintomas (De Seze et al. 2002; Pittock et al. 2006).

Durante os surtos de mielite, aparecem lesées medulares hiperintensas em T2, que
sdo longitudinalmente extensas e acometem trés ou mais segmentos vertebrais contiguos
(De Seze et al. 2002).

3.1.5. Epidemiologia

As doengas do ENMO s&o mais prevalentes entre as mulheres, em comparagéo
com os homens, em uma proporc¢do de 9-10:1 em soropositivos e 2:1 em soronegativos
(Hor et al. 2020). A manifestacdo da doenca ocorre mais tardiamente, quando comparada
a EM, sendo aproximadamente aos 39 anos na ENMO e entre 25 e 29 anos na EM, mas

pode atingir também criangas e idosos (Wingerchuk et al. 2007).
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A prevaléncia das doencas do ENMO ¢ de 0,37 a 4,4 a cada 100.000 individuos,
com tendéncia crescente ap0s os testes soroldgicos do autoanticorpo AQP4-1gG. A maior
incidéncia é registrada em Martinica (Caribe), com 10 diagnosticados a cada 100.000
individuos. A incidéncia também é maior nas populacdes afro-americanas, asiaticas e das

indias ocidentais, em relacdo as populacdes caucasianas (Mori et al. 2018).

Diferentemente da EM, as doencas do ENMO sdo mais comuns em populagdes
com menos interferéncia europeia na composicdo génica. Entre os afro-brasileiros, 15%
dos casos de doencas desmielinizantes séo ENMO, nas indias ocidentais, 27%, no Japao,
entre 20 e 30%, e no leste asiatico, incluindo Hong Kong, 36% dos casos de doencas
desmielinizantes séo ENMO. Na Singapura, 48% sdo ENMO e, nas indias, de 10 a 23%.
Nos Estados Unidos e na Europa, a prevaléncia de ENMO é 50 a 100 vezes menor do que
a EM (Wingerchuk et al. 2007).

O panorama brasileiro revela que a epidemiologia de ENMO no Brasil segue o
padrdo mundial. Observa-se maior prevaléncia entre as mulheres, seguindo uma razéo de
8:1. A idade média é de 40 anos, com maior incidéncia entre os individuos néo-

caucasianos (Del Negro et al. 2017).
3.1.6. Etiologia

Como a doenca é mais prevalente entre populagdes ndo-caucasianas, foi sugerida
a existéncia de uma predisposicdo genética. A ocorréncia de ENMO familiar também
contribuiu para essa hipotese, mas apenas 3% dos casos possui histérico familiar
envolvido (Matiello et al. 2010).

A presenca do anticorpo AQP4-IgG foi associada aos haplétipos HLA-DRB1*03
(DR3) em populagdes francesa e brasileira (Alvarenga et al. 2017), e o HLA-DPB1*0501,
em populacBes chinesa e japonesa (Wang et al. 2011). Esses hapldtipos também estéo
associados com outras doencas autoimunes, como o lUpus eritematoso sistémico e a
miastenia grave (MG), que sdo mais comuns em membros familiares de pessoas
diagnosticadas com ENMO (Matiello et al. 2010).

Infecgdes virais e bacterianas parecem ser gatilhos para a manifestacao e recidiva

de sintomas neuroldgicos, em pelo menos 15 a 35% dos casos de ENMO. Dentre as
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infeccdes virais, o virus varicela zoster (VZV) em combinacdo com o virus HIV, o
citomegalovirus (CMV), os virus da dengue e hepatite A parecem preceder a ENMO.
Infecgbes bacterianas por Mycobaterium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae e

Treponema pallidum também foram associadas com a ENMO (Sellner et al. 2010).

A patogenia da ENMO causada por uma infeccdo pode envolver um desses
mecanismos: (i) ativacdo bystander, por danos as proteinas AQP4 de células epiteliais,
que iniciam um processo de apresentacdo de antigenos as células T e ativam células B
AQP4 especificas; (ii) mimetismo molecular, por similaridade entre as proteinas do
patdgeno e proteinas proprias, que levam ao direcionamento errado das células B contra
as proteinas do proprio organismo e (iii) infeccdo sisttmica pode causar sintomas
neurolégicos ao produzir citocinas pro-inflamatdrias capazes de causar danos aos

astrocitos e células endoteliais (Libbey et al. 2007; Mackay et al. 2008).
3.1.7. Proteina aquaporina-4 (AQP4)

A proteina AQP4 pertence a familia das aquaporinas, que possui 13 membros
(AQPO0-12) identificados em células humanas. As aquaporinas sdo proteinas de canal de
agua, que permitem o fluxo bidirecional de agua através da membrana, em resposta ao

gradiente osmotico (Hasegawa et al. 1994).

Cada mondmero possui seis segmentos helicoidais de membrana (1-6) e dois
segmentos helicoidais menores, que formam um poro de dgua. Na estrutura, também ha
alcas extracelulares que compdem os loops A, C e E, e loops intracelulares, B e D
(Figuras 4A e B). Os mondmeros se arranjam em tetrameros na membrana plasmatica,
por onde ocorre 0 movimento bidirecional de 4gua (Figura 4C) (Ho et al. 2009).

Figura 4 — Estrutura da proteina AQP4. Representacdo esquematica da topologia da proteina
AQP4, mostrando os segmentos helicoidais (1-6) e as algas extra e intracelulares (loops A-E) (A).
Visdo lateral do mondmero da proteina AQP4 (B). Arranjo dos mondmetros em tetrdmero na
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membrana plasmatica, cada um formando um poro por onde as moléculas de agua, representadas
em vermelho, passam de um lado a outro.

Fonte: Adaptado de Nesverova e Tornroth-Horsefield (2019)

Ha duas isoformas principais em humanos que resultam de splicing alternativo,
uma isoforma longa, na qual a traducdo € iniciada na Met-1 (AQP4-M1) e a isoforma
curta, com o inicio da traducdo na Met-23 (AQP4-M23). Todas as células que expressam
essa proteina, inclusive os astrocitos, apresentam as duas isoformas. Elas tém os mesmos
residuos nos ectodominios, mas a AQP4-M1 possui 22 aminoacidos adicionais na regiao

citoplasmatica N-terminal (Papadopoulos e Verkman 2013).

Na membrana plasmatica, 0s mondmeros se arranjam em tetrametros, que depois
se agregam e formam um complexo supramolecular, o arranjo ortogonal de particulas
(OAP, do inglés Orthogonal Array of Particles). A isoforma AQP4-M1 limita o tamanho
das OAPs, na interacdo com a isoforma AQP4-M23, que forma agregados maiores.
Quanto maior for a expressdo de AQP4-M23, maiores e mais aglomeradas serdo as OAPs

na membrana dos astrocitos (Figura 5) (Wolburg et al. 2011) .



22

Figura 5 — Micrografias eletrénicas de células COS-7 expressando as isoformas AQP4-M23
(esquerda) e AQP4-M1 (direita) marcadas com Myc. A isoforma AQP4-M23 forma OAPs
maiores e aglomeradas, enquanto que a isoforma AQP4-M1 se arranja em tetrdmeros menores e
mais dispersos.

AQP4A-M23

Fonte: Retirado de Verkman et al. (2011)

Essa estrutura € um dos principais sitios de ligacdo do AQP4-1gG, no qual o
complexo C1q se liga e promove a citotoxicidade dependente de complemento. Esse
padrdo de aglomeracdo macroscopico é a causa da alta afinidade do auto anticorpo pelos
sitios atacados nas doencas do ENMO (Phuan et al. 2012).

A funcdo das aquaporinas € servir de via de transporte de agua através dos
compartimentos do encéfalo, do sistema circulatério e do liquido cefalorraquidiano.
Outras funcbes da AQP4 sdo a migracdo dos astrocitos, a formacdo de cicatriz pelas
células da glia, transducgéo de sinal neuronal e neuroinflamacdo. A expressdo da AQP4 é
mais evidente na medula espinhal e nos nervos opticos, que sdo o0s tecidos mais afetados
nas doengas do ENMO (Solenov et al. 2004).

Como ha mais vasos sanguineos na substancia cinzenta do que na branca, ha maior
expressdo de AQP4 na substancia cinzenta, o que explica as diferengas entre as doencas
do ENMO e a EM. No primeiro caso, a substancia cinzenta da medula espinhal é mais
afetada e, na EM, a substancia branca no encéfalo é mais afetada (Popescu et al. 2013).

Devido a alta expressdo de AQP4 nos astrocitos, estas células sdo as primeiras a
serem degeneradas, podendo ser seguidas de danos a mielina e aos ax6nios. Assim, nas
lesBes iniciais das doencas do ENMO, observa-se uma reducao na expressao de AQP4 e
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de proteina acida fibrilar glial (GFAP, do inglés Glial Fibrillary Acidic Protein) nas
regides perivasculares com deposi¢éo de proteinas do complemento e de imunoglobulinas
(1gG e IgM).

Atualmente, sabe-se que esse ataque é mediado por um auto anticorpo contra a
AQP4, envolvendo a imunidade humoral dos pacientes (Misu et al. 2007), e que tecidos
que expressam a isoforma AQP4-M23 sdo mais suscetiveis a agdo do auto anticorpo,
devido & maior formacdo de OAPs (Matiello et al. 2013).

Apesar da proteina AQP4 também estar expressa em orgaos periféricos, como na
membrana basolateral das células epiteliais dos rins, nos 6rgdos gastrointestinais, nas vias
nasais e nos musculos esqueléticos, a patologia ocorre apenas no SNC, porque esses
orgdos periféricos apresentam diferentes distribuicdes de isoformas de AQP4 e as células
desses 6rgdos expressam proteinas reguladoras de complemento (CD46, CD55 e CD59)
ligadas as suas membranas, o que confere protecdo contra a acdo das proteinas do
complemento nessas células, pois inibe a ativacdo da cascata do sistema complemento

(Saadoun e Papadopoulos 2015).

O estudo dessas proteinas reguladoras apresenta grande potencial na terapéutica
dos pacientes soropositivos para o biomarcador, uma vez que 0 aumento na expressao
dessas proteinas com atorvastatina reduziu a patologia em modelo experimental
(Tradtrantip et al. 2019).

3.1.8. Autoanticorpo AQP4-1gG

Estudos indicam que a sintese do autoanticorpo AQP4-1gG néo ¢é intratecal, e sim
periférica. A correlacdo entre a recidiva aguda da doenga juntamente com a disfuncéo da
BHE e a deteccdo do anticorpo, indica que eles sdo produzidos perifericamente e

atravessam a BHE na fase aguda da doenca (Jarius et al. 2012).

Estudos apontam que os niveis de AQP4-1gG e dos plasmablastos produtores
desse anticorpo estdo associados com a atividade da doenca e podem indicar futuros
surtos. A concentracdo limite que indica a possivel ocorréncia de surto ndo foi
estabelecida e os niveis parecem variar nos e entre os pacientes (Weinshenker et al. 2006;

Papadopoulos e Verkman 2012).
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Um estudo demonstrou, utilizando o teste CBA, que o AQP4-IgG foi detectado
em 68% das amostras de LCR analisadas, mas néo foi detectado em amostra soronegativa
ou controle. Estas amostras foram colhidas durante o surto da doenca (Jarius et al. 2010).
Isso pode ser explicado pelo fato de que, além dos autoanticorpos, os plasmablastos
periféricos também invadem o SNC, atravessando a BHE 0 que, consequentemente,
contribui para essa sintese considerada intratecal (Pittock et al. 2021). Mas, também héa
evidéncias que indicam que a sintese intratecal possa ocorrer (Bennett et al. 2009).

A contribuicdo dos linfécitos B para a patogenia da ENMO pode estar além da
producdo de anticorpos. Essas células podem desempenhar um papel importante como
apresentadoras de antigenos para o desenvolvimento de linfocitos T efetores, que por sua
vez participam da diferenciacdo dos linfocitos B e mudanca de isotipo de anticorpo,
fechando um ciclo de feedback positivo na interacdo entre células T e B patogénicas
(Molnarfi et al. 2013).

Sdo as células plasmaticas que produzem o autoanticorpo AQP4-IgG na
circulacdo periférica, apés a diferenciacdo dos plasmablastos estimulada pela citocina
interleucina-6 (IL-6), produzida por linfocitos auxiliares (Tn17). Os anticorpos se
originam de células B autorreativas ou polirreativas que estdo presentes em pacientes com
ENMO por causa de falhas em pontos de checagem central e periférica de tolerancia
imunoldgica (Pittock et al. 2021).

As células B de memdria pré-inflamatérias secretam IL-6 que promovem a
atividade da doenca por meio da manutencdo dos plasmablastos, estimulo a producéo de
AQP4-1gG, ruptura da integridade da BHE e promocéo da diferenciacéo de células Th17
patogénicas. A reducdo do nimero de células B reguladoras prejudica a fun¢éo ou diminui
os niveis de IL-10, que piora a doenca (Quan et al. 2013; Fujihara et al. 2020).

Alguns fatores, como infec¢bes, podem enfraquecer ou romper as jungdes de
oclusé@o da BHE na regido da medula espinhal e dos nervos dpticos, permitindo a entrada
do AQP4-IgG através das celulas endoteliais, por meio da endocitose (Figura 6A)
(Chihara et al. 2013). Ha hipoteses de que a a¢do dos anticorpos AQP4-1gG dependa de

um ambiente inflamatdrio e da ruptura da BHE (Chihara et al. 2011).
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Outras evidéncias sugerem que a inflamacéo pode ndo ser sempre necessaria para
a travessia dos anticorpos, pois eles poderiam entrar pelos capilares fenestrados dos
orgdos circunventriculares (Figura 6B), ou através dos vasos sanguineos nas meninges ou
parénquima (Broadwell e Sofroniew 1993). Os anticorpos também poderiam danificar
diretamente a BHE, pois os poddcitos dos astrécitos compdem a sua estrutura
(Asavapanumas et al. 2014).

Figura 6 — Seccdo transversal de um vaso sanguineo de uma BHE normal (A) e seccéo transversal
de um capilar com endotélio fenestrado de um érgao circunventricular (B). A falta de juncdes de
ocluséo cria fenestras por onde moléculas que estdo no sistema circulatério podem acessar 0 SNC.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Verheggen et al. (2020)

Algumas regides da medula espinhal e dos nervos Opticos apresentam-se mais
vulneraveis, ja que ndo tém a BHE completamente desenvolvida, o que permite 0 acesso
do AQP4-1gG periférico. A éarea postrema € uma regido que apresenta um endotélio
fenestrado, ou seja, uma BHE incompleta, sendo assim investigada como uma possivel

via de entrada dos autoanticorpos (Wingerchuk et al. 2007; Matiello et al. 2013).
3.1.9. Interacgdo entre o anticorpo AQP4-1gG e a proteina AQP4

Apos a ligacdo do anticorpo AQP4-1gG as OAPs, da-se inicio a uma série de
eventos de imunidade celular e humoral, que podem incluir: modificagdo da fungéo da
proteina-alvo, internalizacdo da proteina-alvo, reducdo da expressdo da proteina na
superficie, ativacdo do complemento para causar morte celular (citotoxicidade
dependente do sistema complemento) (Lucchinetti et al. 2002), ativagdo de células
efetoras, como as natural killer (NK), que também causam a morte celular (citotoxicidade

mediada por células dependente de anticorpo) (Ratelade et al. 2012).
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Nos astrocitos, a ativacdo do sistema complemento forma o complexo de ataque
a membrana (MAC) (Figura 7B) e induz eventos transcricionais que promovem o
recrutamento de granulécitos (eosinéfilos e neutrofilos), macréfagos, producdo de
citocinas (IL-17, IL-8 e fator estimulador de coldnia de granulécitos), quimiocinas e

fatores relacionados ao estresse oxidativo.

Muitos neutréfilos sdo encontrados degranulados nas lesdes, 0 que sugere que
essas sdo as primeiras células responsaveis pelo inicio das lesdes. Os eosindfilos sdo
caracteristicos de resposta alérgica e contra parasitas, e incomuns em doencas mediadas
por anticorpos, mas também sdo encontrados nas les@es (Figura 7C). Sugere-se que essas
células contribuam para a resposta imune produzindo citocinas do tipo 2 e liberam
neurotoxinas que geram radicais livres. Os macrofagos eliminam os detritos celulares
resultantes da acdo dos granulécitos e da citotoxicidade nos astrocitos (Kawachi e
Lassmann 2017).

Subsequentemente, essa resposta inflamatéria atinge os oligodendrocitos
adjacentes através das jun¢des gap célula-célula, causando desmielinizagcdo com posterior
dano axonal e, consequentemente, morte neuronal (Figura 7D-E). A ocorréncia
secundaria de desmielinizacdo depende da severidade da doenca e afeta as substancias
branca e cinzenta, podendo causar necrose e cavitacao, e hialinizacdo com espessamento
dos vasos (Figura 7F) (Wasseff e Scherer 2011).

Figura 7 — Possivel mecanismo da doenga nos pacientes soropositivos para 0 AQP4-IgG. Estado
normal do SNC com a presenca de AQP4-1gG na circulacdo periférica (A). Inicialmente, na
formac&o da leséo, o anticorpo AQP4-IgG se liga & AQP4 expressa nos poddcitos dos astrocitos,
ativa o sistema complemento e causa a deposi¢cdo do MAC (B). Citocinas recrutam neutrofilos e
eosinodfilos para o espaco perivascular. Os neutrdfilos degranulam, causando a morte dos
astrocitos. A perda dos astrocitos acarreta na morte dos oligodendrécitos, culminando na
degeneracdo axonal (D), e morte do neurdnio. A infiltracdo de macrofagos e, provavelmente,
também de micrdglia promove a fagocitose dos restos celulares e de mielina (E). As lesdes
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maduras se distinguem pela necrose completa do tecido, com a infiltracdo massiva de macrofagos;
as proteinas AQP4 ficam confinadas em torno da lesdo (F).
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Fonte: Traduzido de Papadopoulos e Verkman (2012)

A consequéncia desses eventos inflamatorios é a formagdo de lesdes
caracterizadas por necrose das células do SNC, resultando em sequelas graves e,
geralmente, com recuperacdo incompleta. Geralmente, pacientes que apresentam muitas
recorréncias sofrem com o acumulo de sequelas. Mais de 50% dos pacientes ficam cegos
de um ou ambos os olhos ap6s cinco anos do inicio da doenga. O progndéstico depende do
nimero de surtos nos primeiros dois anos, da severidade do primeiro surto e da
coexisténcia de alguma outra doenga autoimune (Wingerchuk e Weinshenker 2003;
Ghezzi et al. 2004).

O sistema complemento faz parte do sistema imune inato, ele complementa e
aumenta a acdo dos anticorpos e das celulas fagociticas, promovendo, inclusive, a
opsonizacgdo de patdgenos. Fazem parte desse sistema as proteinas do complemento que

atuam no inicio de uma infeccdo, ativando uma cascata de proteinas. Como o AQP4-1gG
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¢ um anticorpo de isotipo IgGl, ele pode induzir a citotoxicidade via sistema
complemento, iniciada pela ligacdo da proteina C1q ao anticorpo (Janeway e Medzhitov
2002).

A outra via de citotoxicidade possivel ¢ a mediada por células, na presenca de
células efetoras, como as NK. Essa via ndo depende da formacdo de OAP, podendo
ocorrer em células que expressam ambas as isoformas (M1 e M23). O AQP4-IgG pode
ligar tanto a proteina do complemento C1q, como todas as classes de receptores de células
efetoras. A ligacdo de células NK a regido Fc do anticorpo causa a degranulacdo das
células NK, liberando perforinas e granzimas, que causam danos aos astrocitos (Ratelade
et al. 2012).

Antes dos danos nos astrocitos, ocorre a perda de AQP4, visto que em algumas
lesBes, outros marcadores astrociticos tipicos, como a proteina GFAP e S-100B sdo
identificaveis, indicando que a perda de AQP4 ocorre antes da perda dos astrdcitos
(Popescu e Lucchinetti 2012).

3.1.10. Tratamentos

A descoberta do biomarcador ndo sé possibilitou um diagnostico mais precoce,
como levou ao uso de imunoterapias para prevenir surtos e melhorar o progndstico.
Atualmente, as op¢0es terapéuticas envolvem os episddios de surtos agudos, tratamento
de sintomas isolados e a prevencao de recidivas em longo prazo. Os tratamentos mais

comuns incluem azatioprina (AZA), micofenolato de mofetila (MMF) e rituximabe.

Nos ultimos dois anos, quatro ensaios clinicos com anticorpos monoclonais
expandiram o espectro de drogas para os pacientes ENMO. Estudos de fase 3 mostraram
reducdo significativa de surtos em pacientes ENMO, principalmente os soropositivos,
tratados com anticorpos monoclonais contra o receptor de IL-6 (satralizumabe)
(Traboulsee et al. 2020), CD-19 presente em linfécitos B (inebilizumabe) e CD-20
(rituximabe) (Cree et al. 2019) e fracdo C5 do complemento (eculizumabe) (Pittock et al.
2019), em comparacéo aos placebos.

O padrdao atual de tratamento dos surtos agudos envolve a administracao

intravenosa de metilprednisolona com plasmaferese simultanea. Este tratamento tem
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como alvo a resposta imune humoral (Kim et al. 2013), assim como a terapia de deplecéo

de células B, com o rituximabe (Tahara et al. 2020).

A presenca do autoanticorpo AQP4-1gG em pacientes que tiveram um episodio
de MTLE ou de NO esté associada a um risco aumentado de ocorrerem recidivas. Por
isso, eles eram submetidos, até 2019, a um regime de tratamento de longo prazo apenas
com imunossupressor, geralmente o micofenolato de metila ou azatioprina (Pittock et al.
2021).

Pacientes soronegativos para 0 AQP4-IgG e soropositivos para MOG-IgG
também se beneficiam do tratamento com imunossupressor. Apesar de ser uma doenca
distinta da ENMO positiva para o biomarcador, estudos mostraram que o tratamento para
ENMO com imunossupressores por via oral e rituximabe sdo mais eficientes do que 0s

tratamentos tradicionais para EM (Cobo-Calvo et al. 2019).

O rituximabe e o inebilizumabe sdo anticorpos monoclonais que tém como alvo
os marcadores CD-20 e CD-19, respectivamente. Assim, eles depletam todas as linhagens
de células B e plasmablastos, no caso do inebilizumabe, que expressam esses marcadores
(Tedder 2009; Lee et al. 2020). As observacdes de que os beneficios terapéuticos nao se
correlacionam com a reducdo de titulos de AQP4-1gG indica que a patogenia possa ndo
ser exclusivamente mediada pelo AQP4-IgG ou os titulos de anticorpos ndo refletem a
patogenia em progresso no SNC (Pittock et al. 2021).

Dentre as varias citocinas, apenas a IL-6 estd presente em maior quantidade no
soro de pacientes ENMO do que em EM. O tocilizumabe é um anticorpo que blogueia o
receptor de IL-6. Atualmente, ensaios clinicos de outro anticorpo contra o receptor de IL-
6 estd em progresso, o satralizumabe (Traboulsee et al. 2020).

O anticorpo AQP4-1gG leva & ativagdo do sistema complemento, e uma etapa
importante dessa via é a clivagem do C5 para produzir C5b e C5a. O primeiro gera o
MAC, e o segundo € uma quimiotaxica para neutréfilos e eosinéfilos. A clivagem do C5
pode ser prevenida com o anticorpo monoclonal eculizumabe (Pittock et al. 2019).

Outra estratégia terapéutica ¢ o uso do anticorpo bloqueador. Neste caso,
promove-se a ligacdo de anticorpos anti-peptideo, com a regido Fc modificada, para

impedir a ativacdo do sistema complemento (Papadopoulos 2014). O anticorpo
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bloqueador denominado aquaporumab tem as regides Fc e Fab mutadas, para neutralizar
as funcgdes efetoras CDC e ADCC, e aumentar a afinidade de ligacdo a AQP4,
respectivamente. A seguranca e a eficacia do aquaporumab aguardam os testes clinicos
(Tradtrantip et al. 2020).

3.1.11. Mapeamento de epitopo

O conhecimento dos epitopos-alvo das células do sistema imune pode contribuir
para o esclarecimento do mecanismo da doenca, melhorar o diagndstico com testes mais

precisos e viabilizar o desenvolvimento de terapias epitopo-especificas.

Um exemplo desse tipo de terapia é o “decoy antigen therapy”, que funciona como
um epitopo-isca sollvel que interage com anticorpo antes que ele se ligue ao antigeno-
alvo e desencadeie a doenca (Bloom et al. 2011). No caso da ENMO, a partir do
conhecimento dos epitopos-alvo do anticorpo, uma molécula peptidomimética poderia

ser projetada para impedir a ligacdo do AQP4-1gG aos astrocitos.

Estudos de mapeamento de epitopo podem ser conduzidos por métodos variados,
0 que resulta em dados e conclusdes diferentes. Atualmente, os autoantigenos tém sido
estudados por meio de técnicas de subclonagem e mutacdo por delecdo ou substituicdo
(Sinmaz et al. 2016).

A escolha do método utilizado para analisar a sensibilidade e a especificidade da
interacdo epitopo-anticorpo envolve diferencas na conformacdo do epitopo antigénico.
Os epitopos ficam dispostos em conformacéo nativa, quando expressos em células vivas,
e sdo analisados por microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo. Nesse tipo de
método, o antigeno perde a conformacao se a célula for fixada ou impermeabilizada
(Sinmaz et al. 2016).

Estratégias como ELISA (Kampylafka et al. 2011), Western Blot (Marnetto et al.
2009) e radioimunoensaio (Tzartos et al. 1988) também tém sido aplicadas no estudo dos
epitopos e sdo técnicas que envolvem desnaturacdo e configuracdo linear da proteina.
Neste trabalho, foram utilizados nanobiossensores de AgNPs para estudar a interagcdo dos
anticorpos com os epitopos da proteina AQP4.
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3.1.12.Progndstico

Geralmente, o progndstico das doengas do ENMO néo é bom, com altos niveis de
incapacidades associadas. Em um estudo conduzido com 185 pacientes ENMO, houve
871 episddios de surto da doenca, dos quais apenas 22% se recuperaram completamente
e 6% ndo se recuperaram. O prognostico mais favoravel foi associado com fatores
independentes, que incluiram auséncia de MT (NO isolada), idade mais jovem na
primeira manifestacdo da doenca, remissdo completa apds o primeiro surto e menor

frequéncia de surtos durante o primeiro ano (Kleiter et al. 2016).

Aproximadamente metade dos pacientes apresentam deficiéncia visual severa no
periodo de 5 anos, apds o inicio da doenga. A causa mais comum de mortalidade
relacionada as doencas do ENMO é a insuficiéncia respiratéria neurogénica, que

apresenta taxa de 23-50% em estudos de coorte (Patterson e Goglin 2017).

3.2 NANOPARTICULAS

3.2.1. Historico da nanotecnologia

O prefixo “nano” vem grego nannos, que significa excessivamente pequeno. No
sistema métrico, um nanémetro (nm) é um metro dividido um bilhdo de vezes, por isso,
1 nm é equivalente a 10° m (0,000.000.001 metro). Um &tomo possui diametro entre 0,1
e 0,4 nm, por isso, em uma molécula de 1 nm cabem, aproximadamente, 10 atomos

(Mansoori e Soelaiman 2005).

A nanotecnologia é o campo cientifico que explora a manipulacdo de atomos e
moléculas da matéria com estrutura entre 1 e 100 nm, em pelo menos uma dimensé&o,
visando o desenvolvimento de produtos, e a nanociéncia estuda 0s principios
fundamentais das nanoestruturas. O campo de aplicacdo da nanotecnologia € vasto, desde
as ciéncias naturais (fisica, quimica e biologia) a medicina e engenharias (Figura 8) (Devi
et al. 2019).
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Figura 8 — Campos do conhecimento em que a nanotecnologia pode ser aplicada, para o
desenvolvimento de produtos com diversas fungdes e aplicagoes.
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Fonte: Redes & Servidores: Tecnologias e Tendéncias no Ciberespaco

O uso da nanotecnologia é bastante antigo, o Calice de Licurgo, feito de vidro
dicroico (Figura 9) que esta, atualmente, no Museu Britdnico € um exemplo bastante
expressivo da nanotecnologia sendo usada ja na Idade Antiga, no século IV d.C. O objeto
apresenta cor verde sob luz refletida, quando iluminado pela frente, e as cores vermelhas
e roxa, quando a luz é transmitida (iluminado por tras) (Bayda et al. 2020).

Figura 9 — Cdlice de Licurgo. O célice de Licurgo apresenta a cor verde quando iluminado pela
frente (luz refletida), e as cores vermelha e roxa, quando iluminado por tras (luz transmitida).


https://redes-e-servidores.blogspot.com/2011/01/nanotecnologia.html
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Nanoparticulas de prata, ouro e cobre compdem o vidro e sdo responsaveis pelas cores
observadas.

Fonte: Colecdo do Museu Britanico

Esse efeito € decorrente da composicao do vidro, que inclui nanoparticulas de até
100 nm, de prata (66,2%), ouro (31,2%) e cobre (2,6%). O comprimento de onda
absorvido pelas nanoparticulas de ouro (AuNPs), em torno de 520 nm, resulta na
apresentacdo da cor vermelha. A cor roxa é resultado da absorcdo de luz por AuNPs
maiores e a cor verde provém da absorcdo de luz por AgNPs maiores do que 40 nm
(Freestone et al. 2007).

Outro exemplo de nanomateriais sintéticos da Antiguidade sdo as janelas das
igrejas medievais, cujas cores variavam de acordo com a composi¢ao, tamanho e formato
das nanoparticulas na matriz do vidro. De acordo com o tamanho e formato das AuNPs e
AgNPs presentes no vidro, a luz era espalhada na faixa de comprimento de onda de varias

cores, como vermelho, verde, laranja, amarelo e azul (Figura 10) (Bayda et al. 2020).


https://www.britishmuseum.org/collection/object/H_1958-1202-1
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Figura 10 — Vitrais de uma igreja medieval. Diferentes cores apresentadas nos vitrais de igrejas
medievais, de acordo com o tamanho e formato das nanoparticulas metalicas presentes nos vidros.
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Os italianos, durante o Renascimento (século XVI), utilizaram nanofios de
cementita (carboneto de ferro) e nanotubos de carbono para confeccionar as espadas de
aco de Damasco. Os nanotubos de carbono em formato hexagonal conferiam, ao mesmo
tempo, resisténcia e elasticidade a lamina e circundavam a estrutura mais fragil dos

nanofios de cementita, uma combinacédo de ferro e carbono (Reibold et al. 2006).

As causas desses efeitos s6 comecaram a ser elucidadas quando o fisico Michael
Faraday, em 1857, sintetizou uma suspensdo coloidal de AuNPs por reducdo quimica do
acido cloroaurico (HAUCIs), e estudou as suas propriedades Opticas. A descricdo da
relacdo entre as condicBGes de luz e a producdo de diferentes cores nas suspensdes
coloidais foi um progresso expressivo no campo da nanotecnologia (Faraday 1857).

No inicio do século XX, o fisico aleméo Gustav Mie analisou a descricéo feita por
Faraday e fez uma avaliagdo quantitativa do fenémeno, explicando que a relacdo entre a
luz e o0 tamanho das nanoparticulas se dava pelo confinamento quantico dos elétrons, que
oscilavam coletivamente diante da radiacdo eletromagnética incidente (Amendola et al.
2017).


https://archive.nytimes.com/www.nytimes.com/imagepages/2005/02/21/science/20050222_NANO1_GRAPHIC.html
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O conceito de nanotecnologia foi introduzido pelo fisico teérico norte americano
e ganhador do prémio Nobel, Richard Feynman, em 1959, em sua palestra “There’s Plenty
of Room at the Bottom” apresentada no Instituto de Tecnologia da Califérnia (Caltech),

no qual tratou do tema da manipulacdo da matéria em nivel atdbmico (Feynman 1960).

Nesta palestra, Feynman lancou o seguinte questionamento: “por que n&o
podemos escrever todos os volumes da Enciclopédia Britanica na cabegca de um
alfinete?”. As ideias de Feynman sobre o nivel atdmico e molecular provaram-se corretas

e isso o fez ser reconhecido como o pai da nanotecnologia moderna (Hulla et al. 2015).

O termo nanotecnologia foi cunhado 15 anos apos essa palestra, em 1974, pelo
pesquisador Norio Taniguchi, que definiu a nanotecnologia como um conjunto de
técnicas elaboradas para separar, consolidar e deformar materiais construidos atomo por

atomo ou molécula por molécula (Bayda et al. 2020).

As ideias de Feynman inspiraram pesquisadores no campo da nanotecnologia e
resultaram no desenvolvimento do microscépio de varredura por tunelamento (STM,
Scanning Tunneling Microscope) pelos fisicos Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, em 1981,
e rendeu o Prémio Nobel de Fisica, em 1986. Este instrumento permite obter imagens em
nivel atbmico, ou seja, de &tomos e moléculas, pela técnica de tunelamento quantico, em
que a corrente elétrica entre a ponta e a amostra forma uma imagem (Anderson et al.
1982).

Em 1990, o STM foi usado para manipular 35 atomos de xen6nio em uma
superficie de niquel, formando o logo da IBM Research (Figura 11) (Eigler e Schweizer
1990). Este é mais um exemplo do avanco da nanotecnologia, que possibilitou a
manipulagdo de atomos e a inducao e quebra de ligacdes quimicas.
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Figura 11 — Logotipo da IBM escrito por meio da manipulacdo de &tomos de xendnio em uma
superficie de niquel, utilizando um microscépio de varredura por tunelamento. Cada letra possui
50A de altura.

Fonte: Retirado de Cross et al. (2015).

Logo apos a invencdo do STM em 1982, os pesquisadores Binnig, Quate e Gerber
desenvolveram o microscopio de forca atbmica (AFM, Atomic Force Microscope), em
1986. O AFM, diferentemente do STM, ndo necessita de amostras condutoras,
alcangando outras areas além da fisica, como o campo dos polimeros e das ciéncias
bioldgicas (Figura 12) (Binnig et al. 1986).
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Figura 12 — Imagens de moléculas de DNA de plasmideo puC19 feitas com AFM no modo
contato intermitente. O tamanho da imagem é 2 x 2 pm2,

Fonte: Retirado de Pang et al. (2015)

3.2.2. Nanobiotecnologia e nanomedicina

Recentemente, a nanotecnologia avangou no campo da medicina, principalmente
no desenvolvimento de novos dispositivos para o diagndstico e tratamento de doencas. A

nanobiotecnologia transforma nanomateriais basicos em produtos de alto valor agregado.

As nanoestruturas ganharam espago na medicina, devido aos efeitos alcancados
em nanoescala, por exemplo alta biocompatibilidade in vitro e in vivo, capacidade de
ultrapassar barreiras biologicas, possibilidade de ndo ativacdo do sistema imune, maior
permanéncia no sistema circulatério e compatibilidade de tamanho entre as
nanoestruturas e as biomoléculas (Sousa et al. 2018).

Além disso, nanoestruturas e biomoléculas apresentam dimensdes compativeis
(Figura 13), o que possibilita a integracdo desses sistemas, constituindo os materiais
hibridos, cuja tecnologia tem ampla aplicacdo (Cheng et al. 2016).
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Figura 13 — Escala nanométrica mostrando a compatibilidade entre os tamanhos das principais
biomoléculas e as nanoestruturas bésicas, dentro do intervalo de 1 a 100 nm.
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Fonte: Traduzido de Wichlab.

Em 1991, o termo “nanomedicina” foi introduzido pelos pesquisadores Drexler,
Peterson e Pergamit em seu livro intitulado “Unbounding the Future: the Nanotechnology
Revolution”, no qual exploraram as potencialidades da nanobiotecnologia na medicina
(Bayda et al. 2020).

Sdo exemplos de aplicagdo da nanobiotecnologia na medicina: nanodiagndstico,
nanobiossensores, nanoestruturas de liberacdo controlada de farmacos (nanofarmacos),
nanorob6s usados em cirurgias, entre outros. Esses produtos estdo presentes em diversas
areas da medicina, que estdo conhecidas como nano-oncologia, nanoneurologia,
nanocardiologia, nano-ortopedia e nano-oftalmologia. Essas ferramentas levam a maior
integracao entre diagndstico e terapéutica, no sentido de torna-la mais personalizada (Jain
2008).

Dentro deste contexto, uma nova area de pesquisa denominada
Nanoneurobiofisica (Leite et al. 2015) foi divulgada em 2015, e tem como foco
desenvolver e aplicar nanobiossensores no campo das doengas desmielinizantes, como a
EM e as doencas do ENMO. Os problemas contidos neste campo requerem esforgos
multidisciplinares, a interacdo dos conhecimentos das ciéncias naturais e clinicos, para

gue novos métodos diagnosticos possam ser desenvolvidos.


https://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/
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3.2.3. Nanobiossensores

Biossensores sdo dispositivos compostos de uma biomolécula (biorreceptor)
ligada a um transdutor de sinal, que promove a conversao do sinal biolédgico, ou seja, da
interacdo molecular com o analito-alvo, em um sinal fisico detectavel (Figura 14) (Bhalla
et al. 2016). Nos nanobiossensores, o elemento de transducdo de sinal € um nanomaterial.

Figura 14 — Estrutura béasica de um nanobiossensor. Ele consiste em um transdutor de sinal
nanomeétrico, com um biorreceptor ligado a sua superficie. Somente o analito-alvo é capaz de se
ligar ao nanobiossensor sendo, assim, especifico. Os sinais produzidos pelo nanobiossensor sdo
capturados e lidos em um equipamento de leitura.
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Diversas moléculas bioldgicas podem ser utilizadas como biorreceptoras, por
exemplo, uma enzima, uma molécula de DNA ou um antigeno. Essas moléculas devem
ser especificamente sensiveis aos seus alvos que, nesses casos, seriam um substrato, uma

fita complementar de DNA e um anticorpo, respectivamente (Liu et al. 2019).

Nanobiossensores que utilizam anticorpos e antigenos como biorreceptores séo
ideais para o diagnoéstico clinico de diversas doencas, como neoplasias, doencas
cardiovasculares e neuroldgicas. O reconhecimento biolégico nesses sensores baseia-se

na formacdo especifica e sensivel do complexo antigeno-anticorpo.

Diferentes mecanismos e tecnicas sdo aplicados na deteccdo e quantificacdo do

sinal. Os principais baseiam-se em métodos Opticos, eletroquimicos, piezoelétricos,
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térmicos ou de massa. Dessa forma, os transdutores sao categorizados com base no tipo
de sinal produzido (Naresh e Lee 2021). Os nanobiossensores 6pticos tém sido

amplamente utilizados na medicina, para diagndstico clinico.

Dentro da categoria dos nanobiossensores Opticos, as nanoparticulas metalicas,
especialmente ouro e prata, despertam maior interesse, por apresentarem propriedades
Opticas e colorimétricas que se alteram de acordo com as interagcGes que ocorrem com as

substancias presentes na amostra em anélise.
3.2.4. Nanoparticulas metélicas

As propriedades tipicas dos metais em escala natural ocorrem devido as suas
estruturas cristalinas e a presenca de elétrons livres, por isso apresentam alta
condutividade elétrica e térmica, alta refletividade e propriedades mecénicas. Ao
modificar a estrutura, seja o tamanho ou a morfologia, os materiais adquirem novas

propriedades, ainda que tenham a mesma composi¢do quimica (Kvitek et al. 2013).

O termo nanoparticula define qualquer objeto com pelo menos uma das dimensGes
entre 1 e 100 nm e que se comporta como uma unidade, com suas propriedades (Sabela
et al. 2017). O formato pode variar, ndo existem apenas nanoparticulas esféricas (Figura
15), e a composi¢do também é diversa, podendo ser um metal, um semicondutor, um
polimero ou carbono (Vilela et al. 2012).

Figura 15 — Nanoparticulas de ouro com formatos esférico (A), triangular (B) e hexagonal (C).
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Fonte: Retirado de Tian et al. (2015)

oOpticas, que dependem do formato, tamanho, nivel de aglomeracdo ou dispersao e da

constante dielétrica. Levando-se em consideracao apenas as propriedades opticas, o sinal
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de ressonancia plasmonica das AgNPs é cerca de 10 vezes maior do que o das AuNPs, e
também apresentam maiores mudancas no espectro, em resposta a interacdo com o analito
(Lismont e Dreesen 2012).

3.2.5. Propriedades Opticas das nanoparticulas de prata

A origem das propriedades Opticas das AgNPs é a oscilacao coletiva dos elétrons
livres. O campo elétrico da radiacdo incidente acelera os elétrons da banda de conducéo,
colocando-0s em movimento. A oscilacdo dos elétrons promove uma polarizagdo de

cargas positivas e negativas na superficie da particula (Lee e Jun 2019).

Como resultado dessa polarizacdo, surge no polo oposto aos elétrons, uma forca
restauradora, que busca o retorno ao equilibrio. Dessa forma, os elétrons ficam em
movimento oscilatdrio, que acontece em uma frequéncia especifica, chamada ressonancia
plasménica de superficie localizada (LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon
Resonance) (Figura 16) (Petryayeva e Krull 2011).

Figura 16 — llustragdo esquematica da ressonancia plasmonica de superficie localizada ocorrendo
com a interacdo da radiacdo eletromagnética com a superficie da nanoparticula metalica.
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Fonte: Traduzido de Peiris et al. (2016)

A eficiéncia do movimento oscilatorio, em que ha a menor dissipacéo de energia,
acontece quando o tamanho da nanoparticula € menor em relacdo ao comprimento de
onda da radiacéo eletromagnética incidente. Nesse caso, 0s elétrons se movem em fase e
produzem um Unico pico estreito no espectro eletromagnético, refletindo a ocorréncia de

absorcéo do tipo dipolo (Kelly et al. 2003).

Conforme o tamanho da particula aumenta, ocorre um retardo de fase, fazendo

com que o campo elétrico na particula seja ndo-uniforme. Isso faz com que a banda de
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absorcéo fique alargada e, em alguns casos, aparecem outros picos referentes a excitagdo
do tipo multipolos (Kelly et al. 2003).

Um dos fatores que promove a diminuicdo da eficiéncia de oscilagdo eletronica,
promovendo o alargamento de banda e aparecimento de novos picos é o aumento do

espalhamento de luz, que se sobrepde a absorcéo de luz (Evanoff e Chumanov 2005).

A absorcdo e o espalhamento sédo duas formas pelas quais 0 movimento dos
elétrons é amortecido em raz&o da interagdo com a energia radiativa do feixe incidente.
No processo de absorcdo, a energia radiativa € transformada em energia térmica. E, no
processo de espalhamento, a energia radiativa é espalhada para outras direcdes (Evanoff
e Chumanov 2005).

Em nanoparticulas menores do que o comprimento de onda do feixe incidente,
ocorre apenas 0 processo de absor¢do. Em nanoparticulas maiores (>50 nm), os dois
ocorrem e a contribuicdo relativa de cada um dependera da dimenséo da particula. Quanto
maior a particula, maior serd a contribuicdo do espalhamento de luz para o coeficiente de
extincdo, por se tratar de um processo que ocorre mais rapidamente, comparado a
absorcédo (Figura 17) (Jain et al. 2006; Oliveira et al. 2015).

Figura 17 — Coeficiente de extingdo total (linha preta), espalhamento (linha vermelha) e absorcéo
(linha amarela), com o aumento da contribuicdo do espalhamento para o coeficiente de extingao,
conforme o crescimento da particula. O tamanho médio das nanoparticulas esta indicado no canto
superior-direito dos graficos.
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Fonte: Traduzido e modificado de Evanoff e Chumanov (2005)

A seccdo transversal de extingdo € a quantificacdo do quanto a luz incidente na

nanoparticula foi extinguida. Em AgNPs, esse valor é maior do que a propria sec¢ao



43

transversal geométrica da particula, o que significa que as AgQNPs conseguem captar mais

luz do que é fisicamente incidida sobre ela (Evanoff e Chumanov 2005).

A absorcao é uma propriedade do metal em si, pois ela aumenta linearmente com
a secdo transversal geométrica da particula, até o ponto em que o espalhamento de luz

ainda ndo é relevante para a se¢do transversal de extin¢do (Khlebtsov e Dykman 2010).

J& 0 espalhamento de luz é uma propriedade da ressonancia das particulas, ou seja,
depende do volume das particulas e ndo da secdo transversal geométrica real da particula.
Conforme mais elétrons de conducdo de particulas agregadas participam da ressonancia,
0 espalhamento de luz compete com a absorcdo, aumentando consideravelmente em
regides de maior comprimento de onda (Figura 18) (Khlebtsov e Dykman 2010).

Figura 18 — Em preto, espectro de absorc¢do no UV-Vis de nanoparticulas dispersas, apresentando
um unico pico de absorcdo. Em vermelho, o espectro UV-Vis resultante da agregacdo de
nanoparticulas, refletida pelo aumento do espalhamento de luz em regido de maior comprimento
de onda.
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O campo elétrico em torno das nanoparticulas influencia a polarizacdo de outras
particulas ou moléculas que estéo localizadas dentro da extensé@o desse campo. Da mesma
forma, as moléculas presentes nesse campo alteram a oscilagdo dos elétrons, devido a

forca restauradora (Shanmuganathan et al. 2019).
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A constante dielétrica do meio circundante das nanoparticulas pode modular a
posicdo do pico LSPR. O aumento ou reducdo na constante dielétrica, causa o
deslocamento para regibes de menor e maior frequéncia, respectivamente
(Shanmuganathan et al. 2019).

Quando aplicado ao sensoriamento, 0 aumento da concentracdo do analito na
suspensdo de nanoparticulas causa o deslocamento do comprimento de onda, servindo
como uma ferramenta de determinagdo de sua concentragdo em uma amostra
(Krajczewski et al. 2017).

Para que ocorra uma oscilacdo eletrnica coerente entre particulas préximas, deve
haver pouca distancia entre as particulas e elas devem apresentar simetrias semelhantes.
Assim, mesmo particulas muito pequenas, como as de 10 nm, podem apresentar outros
formatos de oscilacBes eletronicas, além do tipo dipolar. Oscilagcbes quadrupolar e
octupolar podem aparecer no espectro, se houver o acoplamento das oscilacdes

eletronicas das particulas (Evanoff e Chumanov 2005).
3.2.6. Nanobiossensor de nanoparticulas de prata

As mudancas no espectro eletromagnético decorrente da agregacdo das AgNPs
sdo refletidas pela mudanca de cor da suspensdo, caracteristica usada em aplicacdes de
sensoriamento colorimétrico de analitos em solu¢do ou em ensaios bioldgicos (Singh et
al. 2021).

Os picos plasmdnicos das AgNPs sdo emitidos na regido visivel e infravermelha
do espectro eletromagnético. A modulacdo da cor complementar (observada) ocorre
quando ha um deslocamento do pico de absorcao plasmonica dentro do intervalo de 400
a 750 nm (Sun e Xia 2003).

Por exemplo, nanoparticulas esféricas com pico de absor¢do plasmonica em 400
nm absorvem a cor azul e apresentam a cor amarelo-alaranjado; quando ocorre um
deslocamento do pico de absorcdo para 530 nm, as nanoparticulas passam a absorver a
cor verde e apresentarem a cor complementar vermelho-arroxeado (Figura 19). Esta é a
base do sensoriamento colorimétrico utilizando nanoparticulas.

Figura 19 — llustracdo esquematica representando nanoparticulas funcionalizadas com
biomoléculas, em estado disperso, apresentando a cor amarelo-alaranjada em suspenséo. Apés a
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interacdo do nanobiossensor com o analito-alvo, as nanoparticulas se agregam, causando a
mudanca de cor da suspensdo para vermelho-arroxeado, devido ao deslocamento do pico
plasménico no espectro eletromagnético.

Nanobiossensor de Interagdo com analito-alvo
nanoparticulas (agregacao = alteragao de cor)
(disperséo)

Os ensaios colorimétricos, que séo baseados na agregacédo das nanoparticulas, ndo
sdo interessantes apenas pelas respostas analiticas sensiveis e seletivas, mas pela
simplicidade e baixo custo, por ndo necessitar de uma instrumentagdo complexa (Vilela
et al. 2012).

A teoria de Mie explica a dependéncia da resposta dptica (mudanca na frequéncia
do LSPR) da parte real e imaginaria da funcéo dielétrica, ou seja, do quanto o campo

elétrico incidente € absorvido e espalhado pelas nanoparticulas (Kvitek et al. 2013).

A frequéncia é analisada com base na posicao, largura e altura do pico LSPR, que
também é influenciada pelas caracteristicas morfolégicas da particula, como raio e
formato (Kvitek et al. 2013).

O deslocamento do pico para regides de menor frequéncia ocorre com 0 aumento
do indice de refracdo do meio e por interacdes que ocorram na proximidade da superficie
da particula, devido a sensibilidade do campo elétrico, que vai diminuindo conforme a

distancia da superficie aumenta (Shankaran et al. 2007).

A precisao do sensoriamento depende da largura do pico. Apos a funcionalizagéo
da superficie, o espectro resultante ndo pode ser largo, pois eles incluem excitagdes

multipolares e espalhamento de luz (Sepulveda et al. 2009).



46

3.2.7. Métodos de sintese de nanoparticulas de prata

As AgNPs sdo versateis, pois suas propriedades fisico-quimicas podem ser
alteradas conforme o método de sintese e a escolha dos agentes redutores e estabilizantes,
0 que resulta em nanoparticulas com tamanhos e formatos diferentes, que devem ser

escolhidos conforme aplicacdo desejada (Shanmuganathan et al. 2019).

Existem dois tipos de métodos de sintese, denominados top-down e bottom-up. A
primeira categoria consiste na desintegracdo de materiais em macroescala, para gerar
nanoestruturas; a segunda abordagem consiste na organizacao de atomos, para compor as
nanoestruturas (Figura 20). Dentro dessas duas abordagens, existem técnicas fisicas,
quimicas e bioldgicas de sintese, que consistem em reacdes de reducdo fisica, quimica,
fotoquimica, eletroquimica e radiodlise (Lee e Jun 2019).

Figura 20 — Métodos de sintese de nanoparticulas. Métodos gque seguem a estratégia top-down
partem de um material em macro ou microescala e as técnicas bottom-up sintetizam
nanoparticulas a partir de &tomos precursores.
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As técnicas de evaporagdo-condensacdo e ablacdo a laser sdo métodos fisicos de
sintese, que utilizam energia e radiacao, resultando em suspensdes coloidais com grande
quantidade de nanoparticulas de alta pureza, sem o uso de reagentes quimicos toxicos. As

desvantagens incluem a tendéncia a aglomeragdo, pois ndo sdo usados agentes
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estabilizantes, e a alta demanda de energia e tempo de sintese, associada a necessidade de
equipamentos sofisticados, o que aumenta o custo de produgdo (Amendola e Meneghetti
2009; Iravani et al. 2014).

As técnicas aplicadas na sintese quimica de AgNPs sdo denominadas: sintese
Brust-Schiffrin, que utiliza o borohidreto de sédio como agente redutor (Brust et al. 1994),
e 0 método de Turkevich, em que o citrato de sodio é empregado como agente redutor e
estabilizante (Turkevich 1985). Os processos sintéticos quimicos consistem na reducao

de sais metalicos em uma solu¢do aquosa ou em solvente organico.

De forma geral, a sintese quimica requer a definicdo de parametros da reacéo,
como a escolha do agente redutor, do solvente, temperatura, pH, concentracdo do sal
precursor, dos agentes redutores/estabilizantes e a razdo molar entre esses reagentes
(Mukherji et al. 2019).

A dissolucdo do nitrato de prata em solucdo aquosa libera ions Ag*, que sdo
reduzidos pelo citrato de sodio em Ag° Os nlcleos de prata se aglomeram em
agrupamentos oligoméricos (clusters), até formarem a nanoparticula de prata (Dong et al.
2009).

Um ponto essencial no processo sintético é a estabilizacdo das nanoparticulas
formadas, por meio da qual o agente estabilizante previne a aglomeracao e sedimentagéo
na suspensdo, por repulsdo eletrostatica ou estérica. No primeiro caso, sdo usados
reagentes anidnicos que adsorvem ou interagem com a superficie das nanoparticulas. Na
estabilizacdo estérica, as nanoparticulas sdo estabilizadas com polimeros organicos ou

com hidréxido de aménio (Pillai e Kamat 2004).

A otimizacgdo do processo sintético de acordo com a aplicacdo pretendida se da
pela alteracdo dos parametros de reacdo. O pH do meio influencia na distribuicdo de
tamanho e formato das nanoparticulas. Rea¢6es conduzidas em intervalo de pH alcalino
resultam em nanoparticulas menores, monodispersas e mais estaveis, devido a maior
presenca de cargas negativas que maximizam a repulsdo eletrostatica na etapa de

nucleagéo e formacdo de clusters (Devi et al. 2019).

Em condigdo acida, a falta desses grupos negativos provoca a formacdo de

aglomerados maiores, que formam particulas com maior distribuicdo de tamanho. Assim,
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0 pH é inversamente proporcional ao tamanho das nanoparticulas (Anigol et al. 2017;
Devi et al. 2019).

Em pH alcalino ha a predominancia de uma mistura de particulas esféricas (pH
11) e com formato de bastonete (pH 8), enquanto que em pH &cido, os formatos

predominantes sao triangulares (pH 6) e poligonais (pH 5,7) (Loiseau et al. 2019).

A temperatura também influencia no resultado final (tamanho e formato), ja que
esta relacionada com taxa de sintese, e deve ser definida de acordo com a concentragdo
dos reagentes e tempo utilizados na reacdo. A formacdo das AgNPs em suspensdo é
identificada pela variacao de cor, de uma solucéo incolor, para uma suspensdo amarelada
(Pillai e Kamat 2004).

Por fim, existem os métodos biogénicos de sintese de nanoparticulas, que séo
técnicas enzimaticas de sintese intra e extracelular utilizando micro-organismos
(bactérias e fungos) e extratos de plantas na biorreducéo dos ions Ag*. A vantagem desses
métodos é que ndo utilizam reagentes toxicos, logo ndo geram subprodutos prejudiciais
ao meio ambiente. Os extratos de plantas sao acessiveis, ndo toxicos e contém metabolitos
Uteis na sintese de nanoparticulas. A sintese com fungos resulta em maior quantidade de
nanoparticulas, ja que possuem maior quantidade de metabolitos secundarios

extracelulares (Rai et al. 2021).
3.2.8. Funcionalizacdo das nanoparticulas de prata

A funcionalizacdo de maneira estratégica e controlada modifica a composicédo da
superficie, a estrutura e a morfologia do nanomaterial. A funcionalizacdo também
controla a estabilidade das nanoparticulas, pois reduz a energia das superficies,

prevenindo aglomeracdes (Thiruppathi et al. 2017).

A estrutura comum de uma molécula utilizada na modificacdo quimica contém
trés fragmentos, sendo o primeiro de ancoragem, um ligante e um grupo funcional. O
primeiro fragmento liga-se fortemente a superficie da nanoparticula, devido a alta
afinidade a metais, geralmente sdo usados grupos como —SH, —S—-S, —-NH», —C(O)SH, —

C(S)SH. O ligante tem a funcdo de aumentar a flexibilidade da molécula, que comumente
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sdo cadeias de hidrocarbonetos. Por fim, o grupo funcional confere novas propriedades

para a nanoparticula, modificando-a quimicamente (Figura 21) (Thanh e Green 2010).

Esses grupos funcionais devem estar livres, para que as biomoléculas possam se
ligar a superficie da nanoparticula, promovendo a cobertura total num processo
denominado bioconjugacdo. Este processo resulta em materiais hibridos, que séo
aplicaveis em interacdes especificas em sistemas bioldgicos, dado que combina as
propriedades e funcionalidades de ambos os elementos (Sperling e Parak 2010).

Figura 21 — llustragdo esquematica dos componentes envolvidos na funcionalizag&o da superficie
de uma nanoparticula, mostrando a modificagdo quimica com uma molécula contendo um ponto
de ancoragem e um grupo funcional, para ligacdo de uma biomolécula.
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A ligacdo de biomoléculas a superficie de nanoparticulas cria uma interface

compativel com sistemas bioldgicos reais. Existem varias estratégias de funcionalizacdo

de nanoparticulas, que compdem quatro classes principais (Ravindran et al. 2013):

e Quimissor¢do: ligacdo de um ligante a superficie metélica da
nanoparticula por ligagcdo covalente, geralmente usando grupo tiol;

e InteracOes eletrostaticas: ligacdo entre biomoléculas e superficie da
particula por cargas opostas;

e Ligacdo covalente: ligacdo que explora grupos funcionais das

biomoléculas e das nanoparticulas, por conjugagdo quimica;
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e Ligacdo ndo covalente: ligacdo por sistema baseado em afinidade ligante-

receptor.

E preciso escolher um grupo funcional adequado para cada biomolécula que se
pretende ligar na particula. Existem vérias op¢des de moléculas com diferentes
composicdes, tamanhos e complexidades. Dentre elas, destacam-se no grupo de
moléculas pequenas, os lipideos, vitaminas, acucares e peptideos. Ha, também, os grandes

polimeros naturais, como as proteinas, enzimas, DNA e RNA (Saallah e Lenggoro 2018).

Os grupos funcionais comumente encontrados em biomoléculas, como o acido
carboxilico, aminas primérias, alcool, fosfato e tiol, permitem a sua ligacdo as
nanoparticulas, tornando-as funcionais para diversas aplicacbes (Saallah e Lenggoro
2018).

Os acidos carboxilicos e os aminoécidos contendo o grupo tiol conferem
vantagens adicionais para as estratégias de funcionalizacdo, pois as superficies
modificadas com ligantes desse tipo podem ser moduladas com o pH da solucéo, pela

protonacado e desprotonacdo dessas moléculas (Lawless et al. 2002).

A funcionalizacdo das nanoparticulas com aminoacidos, peptideos e proteinas é
uma estratégia eficaz para o aumento da especificidade de sistemas de sensoriamento e
liberacdo controlada de farmacos. As proteinas sdo compostas por aminoacidos ligados
por ligacdo amida, tendo nas extremidades um grupo carboxila e um grupo amina. Nas
cadeias laterais, existem grupos funcionais, que conferem diferentes propriedades aos
aminoacidos (Marco et al. 2010).

Vérias estratégias podem ser usadas na ligacdo de proteinas as nanoparticulas.
Pode ocorrer por adsorcdo ndo especifica, na qual as nanoparticulas s&o incubadas com
as proteinas, que sdo adsorvidas fisicamente a superficie por atracdo eletrostatica
(Ravindran et al. 2013).

Em outras estratégias, as nanoparticulas e as proteinas podem ficar ligadas por
forcas de van der Waals, ligacbes de hidrogénio, ligacdo Ag-tiol ou por interacGes
hidrofobicas, ajustando o pH da solugdo proximo ao ponto isoelétrico (pl) da proteina
(Ravindran et al. 2013).
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Quando as nanoparticulas sdo funcionalizadas com grupos amina, carboxilicos e
tiois, as proteinas sdo conjugadas por ligacdo covalente, via ligacdo amida, dissulfeto e
éster (Scheuer et al. 1999).
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4. METODOS

4.1 CASUISTICA

Esta etapa foi realizada pela co-orientadora deste trabalho, a professora Dra.
Doralina G. Brum Souza, que recrutou pacientes no ambulatério de Neuroimunologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os pacientes foram
selecionados conforme os critérios diagndsticos propostos pelo IPND para as doencas do
ENMO (Wingerchuk et al. 2015) e critérios de McDonald para EM (Polman et al. 2011),

aplicados para definicdo clinico-radioldgica dos pacientes.

O critério de elegibilidade aplicado nesta fase foi o de incluir pacientes de
qualquer idade e de ambos os sexos. Depois da aprovacdo do projeto pelo comité de ética
da UFSCar, via Plataforma Brasil (CAAE: 90748018.0.0000.5504 — Anexo) e do
preenchimento dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, os soros foram
coletados pela professora Doralina e submetidos a avaliacdo laboratorial para o0s
autoanticorpos AQP4-1gG, que permitiram a selecdo dos pacientes ENMO AQP4-1gG
soropositivos e negativos. As amostras para controle negativo foram obtidas de pacientes
em investigacdo para outras doencas e individuos doadores de sangue no hemocentro do

Hospital das Clinicas de Botucatu recrutados pela Profa. Dra. Doralina.

Foram utilizadas 8 amostras soropositivas e 14 amostras soronegativas para
AQP4-1gG (2 amostras soroldgicas de ndo portadores de doencgas neuroldgicas, 4
amostras soroldgicas de portadores de EM e 8 amostras sorolégicas de pacientes
diagnosticados com ENMO soronegativos). Também foram inclusas neste trabalho
amostras de 9 pacientes ENMO soropositivos enumerados de 26-34, com titulagéo
conhecida. A titulacdo dos anticorpos AQP4-IgG das amostras foi realizada na Clinica
Mayo, sob supervisdo do Dr. Sean Pittock.

Amostras de trés pessoas saudaveis foram coletados pelo Prof. Dr. Paulo Diniz
da Gama, juntamente com a Dra. Pamela Soto Garcia. Essa amostragem foi aleatéria
estratificada dentro dos perfis clinicos: desordens do ENMO AQP4-1gG soropositivos,

negativos, EM e controles ndo portadores de doencas neurologicas.
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42 OBTENCAO DOS PEPTIDEOS E PURIFICACAO DAS
AMOSTRAS DE SORO

A identificacdo dos peptideos mais e menos reativos e especificos ao
reconhecimento pelo anticorpo AQP4-1gG presente no soro de pacientes com desordens
do ENMO constituiu uma etapa realizada pela Profa. Dra. Doralina em projeto FAPESP
anterior (2012/50839-4).

O método ELISA foi usado para identificacdo dos peptideos da isoforma M1 da
proteina AQP4 humana, que é composta por 323 aminoécidos e foi dividida em 33
peptideos, compostos por sequéncias de 10 aminoacidos em 32 peptideos e 3 no dltimo.
Os peptideos que apresentaram maior potencial de reatividade com o soro dos pacientes,
AQP4s1-70e AQP4201-210, € 0S cOm menor potencial de reatividade, as sequéncias AQP4131-
140 € AQP4141-150, foram selecionados para a primeira etapa do projeto. Adicionalmente, a
sequéncia peptidica AQP4291-300, localizada no dominio intracelular da proteina compds
0s sistemas desta primeira etapa (marcados em amarelo na Figura 22). Os demais
peptideos foram utilizados na segunda etapa do projeto. A sintese dos peptideos foi
realizada pela empresa Genemed.

Figura 22 — Diagrama esquematico da proteina AQP4. O diagrama apresenta as localizagdes extra
e intracelulares dos epitopos da AQP4 utilizados na funcionalizacdo das AgNPs, para construgdo
dos nanobiossensores. Os epitopos utilizados na primeira etapa do projeto estdo marcados em
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amarelo. Os demais foram aplicados na segunda etapa. Os epitopos foram sintetizados a cada 10
aminodcidos, circulados em vermelho.
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Fonte: Modificado de Papadopoulos e Verkman (2013)

Para a obtencdo das IgGs purificadas e retirada dos demais componentes
soroldgicos do soro dos pacientes, foi aplicado um protocolo de cromatografia de
afinidade conjugada com proteina G (Protein G-Sepharose, GE Healthcare) e
quantificacdo pelo método de Bradford. Essa etapa foi realizada pelo colaborador do
trabalho, o Dr. Luis A. Peroni, um especialista na area de imunologia com énfase em
anticorpos monoclonais. Ele também é sdcio-diretor da Rheabiotech Desenvolvimento,
Producédo e Comercializacdo de Produtos de Biotecnologia Ltda, na cidade de Campinas-
SP.

4.3 SINTESE, FUNCIONALIZACAO E CARACTERIZACAO DAS
NANOPARTICULAS DE PRATA

O método de Turkevich (Turkevich et al. 1951) foi aplicado na sintese das AgNPs,
que emprega o citrato trissodico como agente redutor do nitrato de prata, precursor das
AgNPs. O nitrato de prata (AgNO3z, 99%, Labsynth, Diadema, S&o Paulo) e o citrato
trissodico (CeHsO7Nasz, 99%, Labsynth, Diadema, S&o Paulo) foram usados da maneira

como foram recebidos e as solucdes foram preparadas utilizando agua Milli-Q.
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Uma solugdo de 100 mL de AgNOz com concentragdo de 0,001 mol/L foi
preparada e aquecida até 90°C, sob agitacdo. Atingida a temperatura especificada, foi
adicionada a rea¢do uma solucéo de 1mL de citrato trissodico, 0,3 mol/L. Tipicamente, a
solucdo incolor passa a apresentar a cor amarela ap6s 10 min da adicao do agente redutor,
indicando a formacéo das AgNPs em suspensao. Para a estabilizacdo do sistema, foram
adicionados 100 pL de solucdo de hidroxido de aménio (NH4sOH, 28% NHsz em H-0,
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA) e a reacdo foi mantida por mais 2 min. Apés
esse tempo, a reacdo foi finalizada e resfriada, para armazenamento ao abrigo da luz a

4°C, até o uso no processo de funcionalizacdo (Gorup et al. 2011).

Cada sistema AgNPs-peptideo é constituido por um volume total de 3 mL de
AgNPs. Primeiramente, modifica-se quimicamente a superficie das AgNPs com 350 pL
de uma solucéo etandlica de 0,025 mmol/L de &cido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA,
95% Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA). Essa solu¢do é mantida em reacdo sob
agitacdo, em temperatura ambiente e protegida da luz. Apos essa etapa, uma mistura de
325 pL de 0,04 mmol/L de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, >97%
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA) e 325 uL de 0,3 mmol/L de N-
Hidroxisuccinimida (NHS, 98% Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA) foi
adicionada a reacdo, que durou 40 min, nas mesmas condi¢cfes da primeira etapa. Apos
esse processo, 1 mL de solucéo peptidica (2 pg/mL) foi adicionado a suspensdo de AgNPs
funcionalizadas, que ficaram em reacdo sob agitacdo por 2h em temperatura ambiente e,
por fim, mantidas a 4°C por 12 h (Tang et al. 2010).

As nanoparticulas sintetizadas e conjugadas com peptideo foram caracterizadas,
para analise da morfologia, didmetro, dispersdo e distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas utilizando a técnica de microscopia de forgca atdbmica (AFM, do inglés

Atomic Force Microscopy).

O microscopio de forga atdbmica SOLVER Nano-NT-MDT foi operado em modo
contato intermitente, para obtencéo das imagens. As pontas de AFM que foram utilizadas
eram de nitreto de silicio, com as seguintes especificacdes: constante de mola de 1.7 N/m,
raio ~10 nm, frequéncia de ressonancia de 90 kHz, superficie reflexiva de ouro, modelo
AN-NSGO03, NT-MDT. O substrato de mica muscovita de 15x15 mm? (Ted Pella Inc.,

Redding, California, USA) foi clivado e esterilizado durante 20 min em um equipamento
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de emissao de ozonio e luz UV (ProCleaner™ modelo UV.PC.220 Plus - BIOFORCE
Nanosciences, Ames, lowa, USA). Apos a limpeza, 50 pL de suspensdo de AgNPs foi
depositada sobre o substrato, mantido em um dessecador até a secagem completa. As
analises das imagens foram realizadas com os software Nova-Px 3.2.5-NT-MDT,

Gwyddion e ImageJ.

44 ENSAIOS DE INTERACAO COM AS SOLUCOES DE IgGs
PURIFICADAS DAS AMOSTRAS DE SORO

Apo6s a conjugacdo do peptideo da AQP4 na superficie das AgNPs, foram
adicionados 200 pL de solucdo de IgGs purificadas das amostras de soro dos quatro
grupos de pacientes analisados neste trabalho. Os ensaios de interacdo com as amostras
de soro foram incubados & 37°C durante 1h (Lismont e Dreesen 2012). As medidas de
absorbancia foram conduzidas em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis-NIR 3600

no intervalo de comprimento de onda de 300 a 800 nm, com leitura de 1 nm.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para facilitar a visualizacdo do grande conjunto de informagdes obtidas na
espectrofotometria UV-Vis, foram aplicadas técnicas multidimensionais, utilizando o
software PEXx-Sensors. Para a tarefa de reconhecimento de padrbes, técnicas
multivariadas ndo linear (IDMAP, do inglés Interactive Document Mapping) e linear
(PCA, do inglés Principal Component Analysis) foram testadas. O espectro inteiro (300-
800 nm) de todas as amostras foram dimensionalmente reduzidos (de 167 a 2 dimensdes),
por algoritmos PCA e Fastmap, e as dissimilaridades entre as amostras foram convertidas
em distancias Euclidianas. Os dados de projecdo multivariada foram aprimorados com o
algoritmo Force Scheme usando 500 iteragdes para minimizar a perda de informacdes
durante o processo de reducdo. Ainda, foram calculados os coeficientes de silhuetas das
projecOes multivariadas, para avaliar a capacidade de discriminacao de cada peptideo. A
avaliacdo quantitativa da acuracia do nanobiossensor AgNPs-AQP4e1.70 foi realizada com
uma Curva Caracteristica de Operacdo do Receptor (Curva ROC, do inglés Receiver

Operating Characteristic curve).
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5. RESULTADOS

5.1 PARAMETROS DE ANALISE DOS RESULTADOS

A formacgéo do conjugado AgNP-AQP4pep e a sua interacdo com 0 anticorpo
AQP4-1gG ¢ verificada por meio das bandas que se formam no espectro UV-Vis. A
mudanca no padréo dos espectros apds a interacdo com o anticorpo é analisada a partir de

um referencial, que é o padrdo do conjugado AgNP-AQP4pep.

Essas mudancas espectrais, juntamente com as alteracfes de cor das suspensdes
ocorrem pelo aumento do espalhamento de luz e acoplamento dos plasmons de superficie

entre as nanoparticulas agregadas (Evanoff e Chumanov 2005).

Para ilustrar as mudancgas no espectro em resposta as interacdes entre 0 AQP4-
IgG e o nanobiossensor, foi elaborado um diagrama esquematico (Figura 23). No
momento 1, os conjugados AgNP-AQP4pep encontram-se dispersos resultando em uma
suspensdo de cor amarela. Por estarem dispersos, 0s campos plasménicos ndo se acoplam,
produzindo um espectro com uma unica banda LSPR (espectro em preto) (Kelly et al.
2003). No momento 2, existem duas situacOes: do lado esquerdo, uma amostra de
anticorpos contendo o AQP4-IgG é adicionada a suspensdo e, do lado direito, uma

amostra com outras IgGs é adicionada a outra suspenséo.

No primeiro caso, a interacdo do anticorpo com o peptideo imobilizado na
superficie das AgNPs promove a aproximacgdo das nanoparticulas vizinhas, alterando o
padrdo de absor¢édo e espalhamento de luz. Por isso, ocorre no espectro em vermelho, a
formacdo de duas bandas adicionais com picos maximos em 360 e acima de 470 nm, e

deslocamento do pico referencial para a direita, indicado pela seta (Clarkson et al. 2011).

No segundo caso, como as IgGs ndo interagem com o peptideo da AQP4 na
superficie do nanobiossensor, os conjugados AgNP-AQP4pep permanecem dispersos, a
Unica mudanca € o aumento do indice de refracdo causado pelas biomoléculas em
suspensdo (Shankaran et al. 2007). Consequentemente, ndo ha mudangas significativas
no padréo do espectro UV-Vis.

Figura 23 — Diagrama esquematico do mecanismo de sensoriamento com 0 nanobiossensor de
nanoparticulas de prata conjugadas a um peptideo da AQP4. O espectro que representa o sensor
estd apresentado em preto e reflete um sistema coloidal ndo aglomerado, ou seja, com
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nanoparticulas bem dispersas (momento 1). Quando ha interacdo, mediante reconhecimento do
peptideo pelo anticorpo AQP4-1gG, ocorre a agregacdo das nanoparticulas, resultando no
deslocamento e formacao de novas bandas no espectro, representado em vermelho (momento 2,
esquerda). Quando outras IgGs sdo adicionadas a suspensdo, o reconhecimento ndo ocorre € nem
as mudangas no espectro, que se mantém similar ao referencial.
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Em resumo, foram considerados o0s seguintes aspectos para a classificacdo de uma

amostra como positiva para o anticorpo AQP4-1gG, usando o nanobiossensor de AgNPs:

e Deslocamento da banda referencial (espectro do conjugado AgNP-
AQP4pep), com deslocamento do pico maximo (Amax) para regioes de
maior comprimento de onda, ao vermelho (redshift);

e Aparecimento de novas bandas no espectro em regibes de maior
comprimento de onda (> 470nm) e em aproximadamente 360 nm, devido

ao acoplamento dipolar entre as nanoparticulas agregadas.

Deslocamentos de 6 a 7 nm no pico referencial ndo foram considerados como
parametro para classificar a amostra como positiva para 0 anticorpo AQP4-1gG, pois
refletem adsorcdo ndo especifica ou apenas um aumento no indice de refracdo do meio
(Shanmuganathan et al. 2019).
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Amostras de soro provenientes de pacientes diagnosticados com EM foram usadas
como controle negativo, juntamente com as amostras de individuos saudaveis, pois sabe-

se que ndo apresentam o autoanticorpo AQP4-IgG circulante (Smith et al. 2009).

52 1* ETAPA DO PROJETO: DESENVOLVIMENTO DO
NANOBIOSSENSOR

Os resultados da primeira etapa do projeto foram publicados na Revista
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine da Science Direct: Higa AM,
Moraes AS, Shimizu FM, Bueno RG, Peroni LA, Strixino FT, Sousa NAC, Deffune E,
Bovolato ALC, Oliveira ON Jr, Brum DG, Leite FL. Anti-aquaporin-4 immunoglobulin
G colorimetric detection by silver nanoparticles. Nanomedicine. 2022 Apr;41:102531.
doi: 10.1016/j.nan0.2022.102531. Epub 2022 Jan 31. PMID: 35114406.

5.2.1. Ensaios com as solucdes de 1gGs derivadas de amostras de soro dos

grupos controle: pacientes com EM e saudaveis

Os nanobiossensores construidos com os cinco epitopos: AQP461-70, AQP4291-300,
AQP4201210, AQP4131-140 € AQP4141.150 Nd0 detectaram o anticorpo AQP4-1gG nas
solucBes de IgGs provenientes de amostras sorolégicas de pacientes com EM e saudaveis
(pacientes 17-25), como mostrado na figura 24.

Figura 24 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de 1gGs que foram purificadas do
soro de pacientes com EM (17-20) e individuos saudaveis (21-25) com 0s nanobiossensores de
AgNPS conjugadas aos epl'topos AQP461.70 (A), AQP4291.300 (B), AQP4201.210 (C), AQP4131.140 (D)
e AQP4141.150 (E). Os espectros em cinza sdo referentes aos nanobiossensores antes da interacdo
com os anticorpos. As fotografias acima dos graficos mostram as cores das suspenses nos ensaios
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Em quase todos os casos, o padrdo do espectro de absor¢do apresentou uma unica

banda, como no espectro referencial de cada conjugado AgNP-AQP4pep, sem formacéo

de bandas em regifes de maior comprimento de onda ou um novo pico em 360 nm. Houve

algumas excecdes que ndo comprometeram a concluséo final.

Nos ensaios de interacdo com 0s nanobiossensores compostos com 0s epitopos

AQP4291.300 € AQP4141.15, houve aumento no espalhamento de luz nos espectros

referentes ao paciente 19 (EM), mas a cor das suspensfes se manteve amarela, como na

referéncia.

Houve um caso falso-positivo no ensaio realizado com o epitopo AQP4131-140 Na

interacdo com a amostra referente ao individuo 24 (saudavel), evidenciado pela formagao

de uma segunda banda no espectro de absorcdo, em regido de maior comprimento de

onda, combinada com a mudanca de cor da suspensdo, que ficou mais escura.
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5.2.2. Ensaios com as solucdes de 1gGs derivadas de amostras de soro dos
pacientes ENMO

As solucdes de 1gGs purificadas de amostras soropositivas para 0 AQP4-1gG,
testadas previamente com o ensaio CBA (Tabela 4: pacientes 1-8) foram todas positivas
nos ensaios com 0s nanobiossensores desenvolvidos com os peptideos da AQP4, com
excecdo do conjugado AgNPs-AQP4291-300. Apds todas as analises, o nanobiossensor
composto com o epitopo AQP4s1.70 foi 0 mais sensivel e especifico na detec¢do do
anticorpo AQP4-1gG.

Ja nas andlises feitas com amostras soronegativas testadas com o CBA, de
pacientes ENMO (Tabela 4: pacientes 9-16), o anticorpo AQP4-1gG foi detectado em
cinco, combinando as respostas dos cinco nanobiossensores. Usando o nanobiossensor
AgNPs-AQP461.70 em ensaios com solucdes de 1gGs totais com concentragdo de
100ug/mL, o anticorpo AQP4-1gG foi detectado em quatro amostras, dos pacientes 9, 10,
11 e 14. O anticorpo também foi detectado na amostra do paciente 12, utilizando os
nanobiossensores AGNPs-AQP4141-150 € AGNPs-AQP4201-210. O resumo destes resultados

estd mostrado na Tabela 4 e serdo discutidos no tépico 5.2.3.
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Tabela 4 — Comparacao entre 0s ensaios realizados com os hanobiossensores de AgNPs-AQP4pep
e 0 CBA nas analises realizadas com as amostras de IgGs que foram purificadas do soro de
pacientes classificados como ENMO soropositivos (1-8) e soronegativos (9-16) usando a
concentracgdo padrdo (56pg/mL) de IgGs totais. Para um dos nanobiossensores, 0s ensaios foram
feitos com a concentracdo de 100ug/mL. A sensibilidade do sensoriamento é classificada de
acordo com as caracteristicas das bandas no espectro de absorcao: formacdo de uma nova banda
LSPR (+); formacdo de uma nova banda LSPR e deslocamento do pico principal (++); formacgéo
de uma nova banda LSPR, deslocamento do pico principal e novo pico em ~360 nm (+++).

NANOBIOSSENSORES DE AgNPs-AQP4pep.

CBA 56 pg/mL 100 pg/mL
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Os dados dos pacientes ENMO soropositivos (1-8) estdo apresentados na Figura
25, para 0s nanobiossensores de AgNPs conjugados com os epitopos AQP4e1.70 (Figura
25A), AQP4291-300 (Figura 25B), AQP4201-210 (Figura 25C), AQP4131-140 (Figura 25D) e
AQP4141-150 (Figura 25E). Foram destacados os resultados dos dois nanobiossensores com

reatividades contrastantes: AQP4e61-70 € AQP4201-300 (Figura 25A e 25B).

Figura 25 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos para o autoanticorpo AQP4-1gG (1-
8) com os nanobiossensores de AgNPs conjugadas aos epitopos AQP4es1-70 (A), AQP4291-300 (B),
AQP421.210 (C), AQP4131.140 (D) € AQP4141.150 (E). Os espectros em cinza sdo referentes aos
nanobiossensores antes da interacdo com os anticorpos. As fotografias acima dos gréaficos
mostram as cores das suspensdes nos ensaios com 0s cinco nanobiossensores, sendo “Ref.” a cor
referencial da solugéo do nanobiossensor antes da interagéo. Os insertos nas figuras séo resultados
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da plotagem IDMAP do espectro bruto dos soropositivos (1-8, preto), soronegativos (9-16,
vermelho), pacientes com EM (17-20, azul) e saudaveis (21-25, verde).
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O nanobiossensor mais sensivel, desenvolvido com o epitopo AQP4s1-70,
apresentou Amax de 424 nm e deslocamento médio AA de 37,7 nm, apds a interacdo com
as solucdes de IgGs das amostras de soro, que ficaram incubadas por 60 min. Além do
deslocamento do pico referencial, foi observada uma banda mais larga entre 500 e 600

nm no espectro eletromagnético, e a formagdo de um novo pico em ~360 nm.

Contrastando com a resposta deste nanobiossensor, o conjugado AgNPs-AQP429:-
300 detectou o anticorpo apenas na amostra purificada do paciente 7, como apresentado na
Figura 25B. Como ficou claro na Tabela 4, esse epitopo ndo é adequado para ser usado

em ensaios de detecgdo do biomarcador AQP4-1gG.

Para comparar a capacidade de cada nanobiossensor de discriminar os sinais das
amostras dos pacientes soropositivos dos controles, todo o espectro UV-Vis foi tratado
com uma técnica de projecdo multidimensional, o IDMAP. Esta técnica transformou
todos os espectros UV-Vis em pontos, formando os mapas que estdo apresentados nos

insertos da Figura 25.

Pode-se observar que a melhor discriminacao foi obtida com o peptideo AQP4¢1-
70 (Figura 25A), cujo coeficiente de silhueta é S = 0,63, seguido do peptideo AQP4201-210
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(§=0,53, Figura 25D), no qual, de acordo com a interpretacdo de Rousseeuw (Rousseeuw
1987), é moderada. Embora ainda seja possivel diferenciar todos os clusters, uma fraca
discriminagao foi calculada para AQP4131-140 (S = 0,36, Figura 25B) e AQP4141-150 (S =

0,39, Figura 25C) e nenhuma informac&o substancial pode ser extraida da Figura 25E.

O nanobiossensor AgNPs-AQP4201-210 resultou no segundo sistema mais sensivel
ao anticorpo AQP4-1gG com respostas Opticas similares ao sistema conjugado ao epitopo
AQP4e1.70. Foi observado que as modulacdes das propriedades Opticas ndo foram
pronunciadas em todos os parametros, como foram nos espectros do nanobiossensor
conjugado ao epitopo AQP4e170 mas, ainda assim, nos permitiu discriminar entre

amostras soropositivas e negativas para o biomarcador.

A capacidade de discriminacdo dos nanobiossensores contendo 0s epitopos
presentes na alga extracelular C, AQP4131-140 € AQP4141-150, foi fraca. O nanobiossensor
de AgNPs-AQP4291.300 foi 0 menos sensivel e especifico no ensaio de deteccdo do
anticorpo AQP4-1gG e isso pode ser devido a localizacdo desse epitopo na proteina, que

¢ no dominio intracelular C-terminal.

5.2.3. Estudo da influéncia da concentracédo de IgGs totais na detec¢do do
biomarcador pelos nanobiossensores nas amostras de pacientes ENMO

AQP4-1gG soronegativos

No grupo dos pacientes ENMO soronegativos, pelo CBA-AQP4, a falha na
deteccdo do anticorpo pode estar relacionada com o limite de deteccdo do método ou 0s
anticorpos presentes nas amostras desses pacientes sao reativos a outros antigenos. Aqui,
o foco foi investigar a reatividade diferenciada dos anticorpos contra os epitopos da AQP4
e a influéncia da concentracdo de IgGs das amostras, levando em consideracdo que ela

poderia estar abaixo do limite de deteccao.

Para avaliar a influéncia da concentracdo da solugéo de IgGs totais na deteccéo do
biomarcador das doengas do ENMO, o nanobiossensor desenvolvido com o epitopo mais
reativo, 0 AQP461.70, foi escolhido para os ensaios com solugdes de IgGs mais
concentradas, 100pg/mL.
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Nesta concentracédo, o anticorpo AQP4-IgG foi detectado nas amostras de quatro
pacientes (9, 10, 11 e 14), ndo detectados previamente com a concentracdo padréo de
56pg/mL, exceto o paciente 14 (ver Tabela 4).

Os espectros desses pacientes estdo mostrados na Figura 26. Um pronunciado
deslocamento a direita foi observado no espectro de absorcao dos pacientes 9, Amax=
444+7 nm e AA= 20 nm (Figura 26A) e 10, Amax= 456,5£13,4 nm e AA= 32,5 nm (Figura
26B), usando o valor referencial de Amax= 424 nm do nanobiossensor AgNPs-AQP4e1.70.
Além do deslocamento do pico referencial, houve formacdo de uma nova banda em
aproximadamente 600 nm, ausente nos espectros resultantes dos ensaios com solugdes de
IgGs com concentracdo de 56ug/mL, demonstrando que a deteccdo de AQP4-1gG
(soropositividade) foi dependente da concentracéo.

Também foi observado um forte deslocamento de AA= 24 nm e Amax= 448+14,1
nm no espectro de absorcdo do paciente 11 e uma larga banda em 655 nm (Figura 26C)
e, no ensaio do paciente 14, Ama= 444+0,7 com AA= 20,5 nm (Figura 26D), com uma
banda em ~630 nm.

Ndo foi possivel confirmar a soropositividade do paciente 12 usando o
nanobiossensor AgNPs- AQP4e1.70 nessa condigdo de alta concentracdo. Mas, a deteccao
do biomarcador nesse paciente foi possivel com outros nanobiossensores (AgNPs-
AQP4141-150 € AGNPs-AQP4201-210) NOS ensaios com concentracdo padrdo, por isso pode-

se inferir que a reatividade também foi dependente do epitopo.

Figura 26 — Espectros UV-Vis de pacientes ENMO soronegativos indicados pelos nimeros (9, 10, 11 e 12)
no sistema do nanobiossensor de AgNPs conjugadas ao epitopo AQP4s1-70. A linha vermelha corresponde
ao espectro de absor¢do do soro pouco diluido, ou seja, com concentracdo total de 1gGs alta (100ug/mL),
e a linha preta é correspondente a alta dilui¢do da solugdo de IgGs, com concentragdo total mais baixa (56
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pg/mL). As fotografias nos insertos mostram a cor resultante da suspensédo apds interagdo com as amostras
de 1gGs mais concentradas.
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Para acompanhar a localizacdo dos epitopos mencionados neste topico, pode-se

consultar a Figura 22, do tdpico 4.2.

5.3.1. Porcéo N-terminal e regido intracelular inicial

Os nanobiossensores desenvolvidos com os epitopos AQP41.1o (Figura 27A) e

AQP41120 (Figura 27B) ndo detectaram o0 anticorpo nas amostras dos pacientes

soropositivos (P1+, P2+ e P3+), mantendo o mesmo padréo dos espectros referenciais

(linha preta), que sdo a assinatura do conjugado AgNPs-AQP4pep. No entanto, o

nanobiossensor AgNPs-AQP4;.10 detectou o anticorpo nas amostras de todos os pacientes

ENMO soronegativos testados (P4-, P5- e P6-) e 0 nanobiossensor AgNPs-AQP411.20

detectou o anticorpo em uma dessas amostras (P5-). Ambos foram especificos as doencas

do ENMO, néo detectando o anticorpo nas amostras controle (Apéndice A: A e B).
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Analisando os espectros do nanobiossensor construido com o epitopo AQP421-30
(Figura 27C), foi observado que em duas amostras soropositivas (P1+ e P2+), a interagdo
foi mediana, sem formacéo de banda em regido de maior comprimento de onda, apenas
um deslocamento a direita e alargamento da banda referencial. Ja nos outros pacientes
soronegativos (P4-, P5- e P6-) e soropositivo (P3+), as mudancas espectrais foram mais
pronunciadas, com formacéo de uma nova banda. Com o nanobiossensor AgQNPs-AQP43:-
40 (Figura 27D) houve maior interagdo com as amostras soropositivas (P1+, P2+ e P3+) e
com duas soronegativas (P5- e P6-), ndo detectando o anticorpo em uma amostra
soronegativa. Ambos foram especificos as doencas do ENMO, ndo detectando o
anticorpo nas amostras controle (Apéndice A: C e D).

Figura 27 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) e soronegativos
para o biomarcador (P4-, P5- e P6-) com 0s nanobiossensores de AgNPs conjugadas aos epitopos
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AQP41.10 (A), AQP411.20 (B), AQP421.3 (C) € AQP4s1.40 (D). Os espectros em preto sdo referentes
aos nanobiossensores antes da interagdo com 0s anticorpos.
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5.3.2. Epitopos adjacentes ao AQP461-70

Os resultados mostraram que o nanobiossensor AgNPs-AQP4s1.60 detectou o
anticorpo nas amostras dos pacientes ENMO soropositivos (Figura 28A — linhas
continuas) e o contréario foi obtido com as amostras dos pacientes ENMO soronegativos
(Figura 28B — linhas continuas) e controles (Apéndice A: E). Ja com o nanobiossensor
AgNPs-AQP471.g0, 0 anticorpo foi detectado em todas as amostras dos pacientes ENMO
soronegativos (Figura 28B — linhas tracejadas) e em uma amostra derivada de um paciente
EM (EM3), constituindo um resultado falso-positivo (Apéndice A: F).

Figura 28 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) (A) e
soronegativos para o biomarcador (P4-, P5- e P6-) (B) com os nanobiossensores de AgNPs
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conjugadas aos epitopos AQP4si¢0 (linhas continuas) e AQP4715 (linhas tracejadas). Os
espectros em cinza sdo referentes aos nanobiossensores antes da interagdo com os anticorpos.
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5.3.3. Regido transmembrana AQP4s1-90 a0 AQP4101-110

Os nanobiossensores AgNPs-AQP4s190 (Figura 29A) e AgNPs-AQP49:1-100
(Figura 29B) apresentaram resultados iguais. Ambos detectaram o0 anticorpo nas mesmas
amostras de pacientes ENMO soropositivos e negativos e ndo detectaram na mesma
amostra de paciente ENMO soropositivo (P3+), mas o primeiro nanobiossensor resultou
em um falso-positivo (EM2). J& o nanobiossensor AgNPs-AQP4101-110 (Figura 29C) foi
menos reativo com as amostras de ambos 0s grupos, detectando o anticorpo em apenas
uma amostra de cada grupo (P1+ e P5+), e em um individuo saudavel (S3).

Figura 29 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de 1gGs que foram purificadas do
soro de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) e soronegativos
para o biomarcador (P4-, P5- e P6-) com 0s nanobiossensores de AgNPs conjugadas aos epitopos
AQP4g1.90 (A), AQP4g1.100 (B) € AQP4i01-110. Os espectros em preto sdo referentes aos
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nanobiossensores antes da interacdo com os anticorpos. Os graficos nos insertos séo referentes a
interagdo com os grupos controle, EM1-EM3 e S1-S3.
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5.3.4. Regides adjacentes aos epitopos AQP4131-140 ¢ AQP4141-150

Os nanobiossensores desenvolvidos com os epitopos adjacentes aos peptideos
AQP4131.140 (peptideo 14) e AQP4141150 (peptideo 15) discutidos no topico 5.2.2, os
aall11-120 (Figura 30: quadrado preto), aa121-130 (Figura 30: circulo vermelho), aal51-
160 (Figura 30: triangulo azul), aal61-170 (Figura 30: triangulo verde) e aal71-180
(Figura 30: losango roxo) ndo detectaram o anticorpo nas amostras dos pacientes ENMO
soropositivos e negativos, com poucas excegOes, nas amostras dos pacientes P1+ e P6-
com 0 nanobiossensor AgNPs-AQP4111-120 € do paciente P5- com 0 nanobiossensor
AgNPs-AQP4161.170, €m cujos espectros de absorcdo foi observada a formagdo de uma
nova banda em regides de maior comprimento de onda. Também houve alguns resultados
falso-positivos, com os nanobiossensores AgNPs-AQP4111-120 (Apéndice B: A-EM3) e
AgNPs-AQP41s1.160 (Apéndice B: C-S3).

Figura 30 — Valores do pico maximo referencial (parte azul) e do segundo pico (parte rosa),
referente a formacdo da nova banda apds interacdo dos nanobiossensores (representados pelas
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formas geométricas) com as amostras de 1gGs purificadas do soro de pacientes ENMO
Soropositivos e negativos.
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5.3.5. Epitopo adjacente ao AQP4201-210

Comparando o0s nanobiossensores desenvolvidos com os epitopos AQP4201-210 €
AQP4,11.200, foi observado que o primeiro detectou o anticorpo nas amostras dos
pacientes ENMO soropositivos (Tabela 4 — pacientes 1-8) e em trés amostras de
soronegativos (Tabela 4 — pacientes 9, 12 e 14) e 0 segundo ndo detectou o anticorpo nem
nas amostras provenientes de pacientes soropositivos, nem de soronegativos (Figura 31),
mantendo 0 mesmo padréo de espectro referencial do nanobiossensor e dos controles

negativos (inserto da figura 31).

Figura 31— Espectros resultantes da interacdo das amostras de 1gGs que foram purificadas do soro
de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) e soronegativos para o
biomarcador (P4-, P5- e P6-) com 0 nanobiossensor de AgNPs conjugadas ao epitopo AQP4.1:-
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220. OS espectros apresentados no inserto da figura sdo referentes a interacdo dos nanobiossensores
com as amostras do grupo controle (S1-S3 e EM1-EM3).
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5.3.6. Alcaextracelular E

A Ultima al¢a extracelular da proteina AQP4 é denominada de loop E e é composta

pela sequéncia de aminoacidos 226-229. O epitopo de trabalho que corresponde a essa

porcdo da proteina é 0 23 (AQP4221-230). Os resultados obtidos com o nanobiossensor

mostram que o epitopo nao foi bem reconhecido pelos anticorpos presentes nas amostras

dos pacientes ENMO soropositivos. O nanobiossensor apresentou apenas um resultado

de interacdo bastante expressivo, no ensaio com a amostra de um paciente ENMO

soronegativo, o P5- (Figura 32).

Figura 32 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) e soronegativos
para o biomarcador (P4-, P5- e P6-) com o nanobiossensor de AgNPs conjugadas ao epitopo
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AQP421.23. Os espectros apresentados no inserto da figura sdo referentes a interacdo dos
nanobiossensores com as amostras do grupo controle (S1-S3 e EM1-EM3).
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5.3.7. Regido intracelular do epitopo AQP4261-270 a0 AQP4291-300

Os sistemas funcionalizados com os peptideos AQP4261-270 € AQP4271-280, cOntidos
na sequéncia aa269-283, também ndo apresentaram altos niveis de sensibilidade ao
biomarcador nas amostras de pacientes soropositivos. O nanobiossensor desenvolvido
com o epitopo AQP4261-270 (Figura 33) detectou o anticorpo em apenas uma amostra de
paciente ENMO soropositivo (P1+), enquanto que o nanobiossensor composto com o
epitopo AQP4,71.080 N80 detectou o0 anticorpo nas amostras de pacientes ENMO
soropositivos e nem de soronegativos. Comparando os dois nanobiossensores com o dado
da literatura, observa-se que o epitopo AQP4261-270 foi mais sensivel ao anticorpo AQP4-
IgG, especificamente de pacientes ENMO soronegativos (P4-, P5- e P6-). Este sensor
também gerou um resultado falso-positivo em uma amostra de paciente EM (EM3).

Figura 33 — Espectros resultantes da interacdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) e soronegativos
para o biomarcador (P4-, P5- e P6-) com o nanobiossensor de AgNPs conjugadas ao epitopo
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AQP421.270. Os espectros apresentados no inserto da figura sdo referentes a interacdo dos
nanobiossensores com as amostras do grupo controle (S1-S3 e EM1-EM3).
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Nos resultados com os nanobiossensores desenvolvidos com os epitopos AQP42g1-
200 € AQP4291-300, também foi observada pouca interagdo com 0s anticorpos, que ocorreu
apenas em uma amostra de paciente soronegativo (P5-) com o nanobiossensor AgNPs-
AQP42s1290 (Figura 34 — linha continua) e em uma amostra soropositiva com o
nanobiossensor AgNPs-AQP4291-300 (Figura 34 — linha tracejada). Ambos nao detectaram
0 anticorpo nas amostras controle (Apéndice C).

Figura 34— Espectros resultantes da interacdo das amostras de 1gGs que foram purificadas do soro
de pacientes diagnosticados como ENMO soropositivos (P1+, P2+ e P3+) e soronegativos para o
biomarcador (P4-, P5- e P6-) com os nanobiossensores de AgNPs conjugadas aos epitopos
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AQP41.290 (linhas continuas) e AQP4291.300 (linhas tracejadas). Os espectros em cinza sdo
referentes aos nanobiossensores antes da interagdo com 0s anticorpos.

< feme 281-200_P5-
3 f= = 261.300 P5
= 281-200_P6-
Ry 291-300_P6-
5 ]
&
<
8 04
—
o]
7]
Ne]
< 02+ ¥
.. - &
~ ~4 .
"A\ T~ 2y
00 - T - " - _— - !

- 1 ¥ I
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

5.3.4. Regiao C-terminal

Quanto aos trés ultimos epitopos da regido C-terminal, AQP4300-310, AQP4311-320
e AQP4321.323, utilizados no desenvolvimento dos nanobiossensores, foram observadas

diferencas de reatividade com os anticorpos dos pacientes ENMO e com os controles.

O nanobiossensor AgNPs-AQP4300-310 N0 detectou o anticorpo nas amostras dos
pacientes ENMO soropositivos, detectando apenas em duas amostras de pacientes ENMO
soronegativos (Figura 35: quadrado cinza, P5- e P6-). JA o nanobiossensor AgNPs-
AQP4311.300 foi bem mais sensivel aos anticorpos presentes nas amostras de pacientes
ENMO soropositivos e negativos (Figura 35: circulo vermelho). Mas, ao mesmo tempo,
apresentou pouca especificidade ao gerar resultados falso-positivos com duas amostras
de pacientes EM (EM2 e EM3) e uma de individuo saudavel (S3). O nanobiossensor
AgNPs-AQP4321.323 (Figura 35: triangulo azul) detectou o anticorpo em quatro amostras
de pacientes ENMO, trés soronegativos e um soropositivo, mas também gerou um falso-

positivo com uma amostra de paciente EM (EM3).
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Figura 35— Valores do pico méaximo referencial (parte azul) e do segundo pico (parte rosa),
referente a formacdo da nova banda apos interacdo dos nanobiossensores (representados pelas
formas geométricas) com as amostras de IgGs que foram purificadas do soro de pacientes
classificados ENMO soropositivos e negativos, e controles (saudaveis e EM).
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5.4 QUANTIFICACAO DA SENSIBILIDADE DO

NANOBIOSSENSOR AgNPs-AQP41.70

Dentre os 16 pacientes clinicamente diagnosticados como ENMO, o teste CBA
detectou o anticorpo em 8 amostras. Assim, para avaliar a acuracia do nanobiossensor
mais sensivel, 0 AgNPs-AQP4e1.70, foi aplicada a curva ROC, para saber com qual
especificidade e sensibilidade o sensor detectava o anticorpo nas amostras de pacientes
ENMO.

Entre especificidade e sensibilidade, o foco foi direcionado para o ultimo
parametro, pois o objetivo deste projeto foi aumentar a sensibilidade de detec¢do do
biomarcador naqueles pacientes com diagnéstico clinico de ENMO, mas AQP4-1gG
soronegativos pelo teste CBA, que apresenta uma especificidade substancial de 99,8% e
sensibilidade de 76,5%.
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A figura 36 apresenta a curva ROC do nanobiossensor AgNPs-AQP4s1.70 com
nivel de especificidade de 66,67% e sensibilidade de 84,2% (95% Cl 57.77%-97.27%),
confirmando que o nanobiossensor é mais sensivel ao anticorpo presente nas amostras
dos pacientes ENMO. Essa acurécia foi obtida com um AUC de 87%.

Figura 36 — Curva ROC mostrando o ponto de corte (ponto vermelho) para a qual os valores de
sensibilidade e especificidade sdo 84,62% e 66,67%, respectivamente. Essa analise foi realizada
com AUC de 87%.
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5.5 QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE AQP4-IgG

O nanobiossensor AgNPs-AQP4e1.70 também foi utilizado na construcéo de uma
curva de calibragéo, para estimar a concentragdo do biomarcador nas amostras. Para isso,
foi utilizado um anticorpo policlonal de coelho nos ensaios. A curva foi construida a partir
da razdo entre os valores de absorbancia em 500 nm, correspondente ao acoplamento
dipolo-dipolo que aparece apds a interagdo, e em 411 nm referente ao pico LSPR de

primeira ordem, da banda referencial.
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A razdo da absorbancia (Asso/A411) variou com a concentragdo do anticorpo
AQP4-IgG de acordo com a equagio de Hill-Langmuir Eq. (1), com um valor de R? de
0,98365. O melhor ajuste mostrado na figura 37 foi obtido com um K=34,3+7,39. A partir
da resposta linear referente a faixa de concentracéo entre 2,5 e 20 pg/mL, o limite de
deteccdo foi de 0,7 pg/mL (inserto da figura 37). Um aumento marcante da extensao da

agregacao foi observado entre as concentragdes de 20 a 100 pg/mL.

Quanto as cores das suspensdes nas fotografias da figura 37, a adi¢do de AQP4-
IgG induziu uma mudanca gradual de amarelo-esverdeado (156 ng/mL, 312 ng/mL, 625
ng/mL e 1,25 pg/mL), amarelo-alaranjado (2,5 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL) e laranja
(20 pg/mL), para vermelho (56 pg/mL e 100 pg/mL). A mudanga de amarelo para laranja
na concentracdo de 20 pg/mL ocorre devido a larga banda de absor¢do em uma regido de
maior comprimento de onda, que indica aumento da agregacdo no sistema coloidal,
decorrente de um reconhecimento entre o epitopo conjugado e o anticorpo-alvo.

Figura 37— Curva da razéo de absorbancia (Asso/As11) versus os dados de concentragdo do
anticorpo AQP4-1gG de 0,15 a 100 pg/mL ajustada com a equacdo de Hill-Langmuir (linha
vermelha). O inserto corresponde ao intervalo linear da curva de Hill-Langmuir com uma
indicag&o do limite de detecgdo (LOD, limit of detection). As fotografias mostram a cor resultante
das suspensdes ap0s a interacdo com cada diluicdo da solucdo de AQP4-IgG.
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Essa curva foi usada para determinar a concentracdo do anticorpo AQP4-1gG nas
amostras de outros pacientes ENMO soropositivos, numerados de 26-34, que ndo foram
incluidos nas anlises apresentadas na Tabela 4. Na equacédo da curva, 0 AA é o indice de
agregacdo (A.U.) do ensaio de interacdo na concentracdo ¢, 0 AAmax € 0 indice de
agregacdo no ponto de saturacgdo, ¢ é a concentracdo de AQP4-IgG na solucdo de IgGs
das amostras de soro com titulacdo conhecida e K € uma constante (Pesavento et al. 2019):

c
Eq.(1): AA = AA
a-(D) M
Os paré@metros usados na equacdo de Hill-Langmuir e os valores de concentracdo

estdo descritos na Tabela 5 e os espectros apresentados na Figura 38.

Tabela 5 — Par@metros de Hill da deteccdo de AQP4-IgG nas solugdes de IgGs das amostras de
soro de pacientes ENMO soropositivos (26-34) com titulagdo conhecida (1x, 10x e 100x) e a
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descrigdo da concentragdo de AQP4-IgG e a titulagdo. O AA ¢ o indice de agregacdo, 0 AAmax &
o indice de agregacdo no ponto de saturacéo, o DP é o desvio padrdo dos valores e K é o valor de

constante.
AA (U.A) AAmax (U.A.) Solugéo de 1gGs do soro
Valor DP Valor DP Valor DP Paciente | Titulagao Concentracdo
(Hg/mL)
0,02734 | 0,030169 | 0.186858 | 0,063431 | 34.33126 | 7,39322 26 1x 0,88
0.012864 | 0,00201 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 27 1x 0,29
0,021374 | 0,027753 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 28 1x 0,59
0,011135 | 0,014062 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 29 10x 0,29
0,186858 | 0,063431 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 30 10x 6,53
0,021789 | 0,000241 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 31 10x 0,65
0,170917 | 0,032949 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 32 100x 5,73
0,221926 | 0,108217 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 33 100x 7,83
0,452247 | 0,086325 | 0,186858 | 0,063431 | 34,33126 | 7,39322 34 100x 21,0

Figura 38 — Espectro UV-Vis (2D — esquerda e 3D — direita) dos pacientes ENMO soropositivos
indicados pelos nimeros 26-28 (baixa titulagdo: 1x), 29-31 (titulacdo intermediaria: 10x) e 32-34
(alta titulagdo: 100x) apds interagcdo com o nanobiossensor desenvolvido com o epitopo AQP4e:-
70. As fotografias digitais nos insertos mostram as cores resultantes das suspensdes coloidais apds
interacdo com as solugdes de 1gGs das amostras de pacientes ENMO soropositivos. As amostras
indicadas como “Ref.” correspondem a cor referencial da suspensdo do nanobiossensor de
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AQP4s1.70 antes da interacdo com as solucdes de IgGs, que estdo identificadas pelos nimeros dos
pacientes e a informacéo de titulagéo.
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A sensibilidade das AgNPs conjugadas ao AQP4e1-70 possibilitou a deteccdo do

anticorpo AQP4-1gG em amostras com titulacdo de 10x (concentracdo minima para

deteccdo do anticorpo) e 100x de anticorpos.

5.6 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA E DO
NANOBIOSSENSOR

5.6.1. Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata

A formacéo das AgNPs foi indicada pela mudanca gradual de cor da suspenséo,

de incolor para amarela (inserto da Figura 39A), com estabiliza¢cdo em aproximadamente

12 min de reducdo quimica, por meio da qual os ions de prata foram convertidos em

AgNPs (Hebeish et al. 2010). Foi observado um pico caracteristico em ~300 nm no

espectro de absor¢do UV-Vis (linha preta — Figura 39A) da solugéo de 1mM de AgNO3
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(Sherly Arputha Kiruba et al. 2015). Finalizada a sintese, uma banda em formato de sino
formou-se em Amax de 417+3 nm (linha vermelha — Figura 39A), que € atribuida a
ressonancia plasmonica das AgNPs correspondente a nanoparticulas com didmetro médio
de 30 nm (Rivas e Garc12001). O método aplicado resultou na sintese de AgNPs esféricas
e monodispersas em suspensao (Figura 39B), com diametro médio de 256 nm (Figura
39C) observado com a técnica de AFM. A morfologia esférica e o didmetro obtidos estéo
de acordo com a apresentacdo de apenas uma banda simétrica no espectro de absorcao.
Além disso, o valor de largura & meia altura do pico (FWHM, do inglés Full Width at
Half Maximum) de 94+4 nm corresponde ao registrado para nanoparticulas preparadas
em pH 10, com pico de absorbéancia em 415 nm e FWHM de 90 nm, no qual os autores
reportaram o didmetro médio de 30+3,9 nm (Qin et al. 2010).

Figura 39 — Caracterizagdo de tamanho e morfologia das AgNPs. (A) Espectro UV-Vis do nitrato
de prata (linha preta) e AgNPs (linha vermelha). Fotografia digital mostrando a cor tipica da
suspensdo coloidal de AgNPs (inserto). (B) Imagem de altura 2D obtida com a técnica de AFM
das AgNPs sobre um substrato de mica; area de varredura 1um x 1jum e barra de escala de 27,2
nm. (C) Histograma com distribui¢do de tamanho e ajuste Gaussiana das AgNPs.
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5.6.2. Conjugacdo dos peptideos da AQP4 as nanoparticulas de prata

Apos a sintese, as AgNPs foram funcionalizadas com um modificador quimico
(11-MUA), para prover um grupo funcional no qual o peptideo da AQP4 foi ancorado. O
11-MUA é um composto organossulfdrico que possui um grupo funcional —SH, que
apresenta alta afinidade por atomos de metais (Fig. 40A — Etapa 1) (Olenin 2019). A
banda de absorcao plasmonica das AgNPs desloca-se para comprimentos de onda maiores
(redshift), de 417+3 nm para 424+1.8 nm, indicando aglomeracgéo das nanoparticulas apos
a modificacdo quimica da superficie, provocada pela substituicdo dos ions citrato por
grupos tiolados (Tripathy e Yu 2009). Em pH alcalino, os grupos carboxilicos de 11-
MUA estdo desprotonados (Fig. 40A — Etapa 1), causando repulsdo eletrostatica e
estabilidade coloidal (Ansar et al. 2018).
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Figura 40 — Conjugagdo do peptideo da AQP4 a superficie das AgNPs (A) Esquema da reagéo de
modificacdo quimica da superficie das AGNPs com uma monocamada auto-montada de 11-MUA.
(B) Os grupos de &cidos carboxilicos do composto 11-MUA em rea¢do com o carbodiimida, EDC,
(C) e entdo com NHS para formar o éster NHS intermediério. (D) Por fim, a reacdo entre o
intermediario com os grupos —NH do peptideo da AQP4 resultando na liga¢&o dos peptideos a
superficie das AgNPs, por meio de ligacdo amida. E-F referem-se a etapa 4: (E) Espectro UV-Vis
das AgNPs quimicamente modificadas (linha preta) e das AgNPs funcionalizadas com 0s
peptideos da AQP4 (linha vermelha). (F) Imagem de altura obtida com a técnica de AFM das
AgNPs funcionalizadas com os epitopos da AQP4; &rea de varredura de 2um x 2um e barra de
escala de 42,8 nm. (G) Histograma com distribuicdo de tamanho e ajuste da Gaussiana das AgNPs
funcionalizadas com o peptideo da AQPA4.
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A ativacdo do grupo carboxila ligado a superficie das AgNPs ocorre via ligacdo
cruzada com o complexo EDC/NHS, que formam um éster NHS intermediario (Fig. 40B
e 40C — Etapas 2 e 3). Dessa forma, a bioconjugacao de peptideos aos grupos carboxila
funcionais ¢ realizada apods a hidrélise do intermediario, quando os grupos —NH2> livres
dos peptideos da AQP4 podem ser covalentemente ligados (ligagdo amida) a superficie
das AgNPs (Fig. 40D — Etapa 4) (Li et al. 2010; Bartczak e Kanaras 2011). Comparada
as nanoparticulas funcionalizadas (linha preta — Fig. 40E), a bioconjugacdo com o
peptideo da AQP4 causou um curto deslocamento redshift e promoveu um decréscimo na
intensidade de absorbancia, associado ao alargamento da banda de absorcéo (linha
vermelha — Fig. 40E), indicando a formacdo de corona de proteina na superficie das
AgNPs (Lizon et al. 2019). As mudancas observadas no espectro (Fig. 40E) séo
decorrentes das modificagdes no indice de refragéo local ao redor das AgNPs (Lismont e
Dreesen 2012), e da consequente aglomeracdo das nanoparticulas (Almaquer et al. 2019),
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que estavam originalmente monodispersas (Fig. 40B). A diferenca no estado de
agregacdo na suspensdo é notavel na imagem bidimensional obtida com a técnica de AFM
(Fig. 40F). A reducdo visivel na distancia entre as particulas promoveu a formacéo de
complexos com diferentes e maiores tamanhos (3515 nm) (Fig. 40G), caracterizando

uma suspensdo polidispersa.
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6. DISCUSSAO

6.1 ENSAIOS COM AS SOLUCOES DE IgGs DERIVADAS DE
AMOSTRAS DE SORO DOS GRUPOS CONTROLE: PACIENTES
COM EM E SAUDAVEIS

Nas andlises das amostras controle (EM e saudéveis), a frequéncia de falso-
positivo que aqui é identificada com a formacéo de um segundo pico, somada a alteracao
de cor da suspensdo, foi baixa. Em um artigo de revisdo sobre ensaios sorologicos para
deteccdo do anticorpo AQP4-IgG, o0s autores mencionaram que O ensaio de
imunofluorescéncia indireta poderia gerar resultados falsos-positivos, pois pacientes com
outras doencas neuroldgicas e até saudaveis podem apresentar anticorpos que mimetizam
0 padrdo de ligacdo do anticorpo AQP4-lgG, como é o caso dos anticorpos anti-

endoteliais (Jarius e Wildemann 2013a).

Em um estudo em que 0s pesquisadores testaram amostras de soro de uma
populacdo predominantemente branca ndo hispanica, como coorte representativa de
pacientes com EM, os ensaios ELISA e CBA foram comparados por serem 0S mais
utilizados nas clinicas dos EUA, para verificarem a taxa de falso-positivo para o AQP4-
IgG em pacientes com EM. O estudo mostrou que, na pratica, quase ndo ha erros no
diagnostico entre EM e ENMO (0,2%), sendo que o CBA apresentou uma taxa de 0,1%
e 0 ELISA de 0,5% de falso-positivos. Os autores chamaram a atencdo para a

superioridade do ensaio CBA, em comparacao ao ELISA (Pittock et al. 2014).

Esse dado indica que os testes atuais ja apresentam um nivel de especificidade
adequado para deteccdo do anticorpo AQP4-1gG e que os esforgos devem se concentrar
em aumentar a sensibilidade do teste, especialmente para confirmacdo diagndstica dos

pacientes com diagndstico clinico de ENMO.
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6.2 ENSAIOS COM AS SOLUCOES DE IgGs DERIVADAS DE
AMOSTRAS DE SORO DOS PACIENTES ENMO

6.2.1. Nanobiossensor AgNPs-AQP4s1-70

O valor médio de deslocamento de 37,7 nm obtido com o nanobiossensor AgNPs-
AQP4¢1.70 foi maior do que o observado com um sensor desenvolvido com AgNPs
conjugadas a moléculas de biotina, para deteccdo de avidina, complexo conhecido por
apresentar alta afinidade. Nos ensaios de Lismont e Dressen, 0s pesquisadores
observaram mudancas no espectro das AgNPs-biotina, assim que adicionaram avidina,
que foram se tornando mais pronunciadas com o tempo, até a estabilizacdo em 140 min,
resultando em AX maximo de 26 nm (Lismont e Dreesen 2012). Tendo este sistema
padrdo como referéncia, o deslocamento observado com o nanobiossensor AgNPs-
AQP4e1.70 reflete a ocorréncia de interacdes especificas entre os anticorpos AQP4-1gGs
e 0 epitopo AQP4s1-70.

Além do deslocamento no pico referencial, uma banda mais larga entre 500 e 600
nm se formou no espectro eletromagnético, juntamente com um novo pico em ~360 nm.
O aparecimento de uma nova banda em regides de maior comprimento de onda é
considerado uma evidéncia qualitativa de agregacdo das nanoparticulas, podendo ser

usada, também, para quantificar a taxa de agregacao (Ezra et al. 2020).

Em um estudo matematico e de simulacédo, os autores encontraram que quando se
formam pares de nanoparticulas durante a agregacao, ha a formacéo de um pico além do
referencial (~470 nm), em comprimento de onda menor, em torno de 360 nm (Clarkson
et al. 2011), que foi o pico observado nos espectros apds a interacdo com as IgGs,
especialmente com o nanobiossensor AgNPs-AQP4e1.70, €Xpresso como (+++) na Tabela
4,

A combinacdo dos seguintes elementos: aparecimento de uma nova banda em uma
regido de maior comprimento de onda (>470 nm), deslocamento do pico referencial,
aparecimento de um novo pico em ~360 nm e mudanca visivel de cor configura as

respostas do nanobiossensor mais sensivel e especifico deste trabalho.
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Dentre os cinco epitopos testados nesta primeira etapa, era esperado que o
conjugado AgNPs-AQP4e1.70 fosse 0 nanobiossensor mais sensivel ao anticorpo AQP4-
IgG, como observado em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa. Nesse estudo,
quatro epitopos da AQP4: AQP4e1-70, AQP4201-210, AQP4131-140 € AQP4141.150 foram
imobilizados em sondas nanomeétricas, e 0s ensaios com as solucbes de IgGs foram
realizados com espectroscopia de for¢a atbmica, uma técnica nanotecnoldgica muito
sensivel. Com este método, os autores identificaram o epitopo AQP461.70 COMO 0 Mais
reativo aos anticorpos AQP4-IgG em amostras de pacientes ENMO soropositivos
(Moraes et al. 2019).

lorio e colaboradores investigaram a localizagdo molecular dos epitopos da AQP4,
testando ndo s6 a proteina em sua conformacgdo nativa e expressa em membranas
celulares, mas também tetrdmeros, monémeros e sequéncias peptidicas lineares das al¢as
extracelulares. Para este Ultimo caso, os autores usaram o método ELISA. Um dos
achados deste estudo foi a existéncia de epitopos ENMO-especificos na alca extracelular
A, representada pela sequéncia de aa56-71 (lorio et al. 2013), onde esté contido o epitopo

de trabalho que se mostrou mais sensivel aos anticorpos (AQP461-70).

Nesse estudo, o0s autores observaram que o anticorpo AQP4-1gG é policlonal,
quanto a sua especificidade a AQP4 e liga-se com mais avidez as algas conformacionais
em estruturas tetraméricas e em arranjos supramoleculares. Apesar disso, 0 anticorpo
reconheceu, em 68% dos casos, 0s epitopos lineares, que é a forma usada na imobilizacéo

no nanobiossensor.

Em um estudo de dinamica molecular, Alberga e colaboradores analisaram o
efeito de trés mutacBes de substituicbes de aminoacidos nas alcas extracelulares. Um dos
resultados obtidos mostrou a importancia dos aa62-65 para a ligacéo do anticorpo, visto
que mutagBes na posicdo N*°3Q causaram o fechamento da alca extracelular A incluindo
esses residuos, o que causou a reducdo na ligacdo do anticorpo. Este € mais um estudo
que mostra a importancia da sequéncia estudada aqui, como um epitopo especifico da
doenca. Os autores desse estudo também chamam atencdo para a aplicacdo deste
conhecimento em ferramentas terapéuticas que trabalhem mimetizando o efeito dessas
mutacdes, para impedir que o anticorpo AQP4-1gG se ligue a proteina e inicie a resposta

imunoldgica (Alberga et al. 2017).
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Em outro estudo, Owens e colaboradores estudaram a ligacao do anticorpo AQP4-
IgG a proteina AQP4 por meio de analises com mutacBes em série de 4 a 6 aminoacidos
e pontuais nas algas extracelulares, utilizando imunofluorescéncia quantitativa. Eles
observaram que os aminoacidos nas posi¢des 63 a 65 eram importantes para a ligacdo do
anticorpo, assim como o residuo na posicdo 69 (Owens et al. 2015). Este ja havia sido
descoberto por Pisani e colaboradores, que observaram a reducéo da ligagéo do anticorpo
em 85,7% das amostras dos pacientes apds a substituicdo do aminoécido asparagina por
histidina (D%°H) (Pisani et al. 2014).

Pisani e colaboradores, em estudo anterior, partiram do conhecimento de que 0s
anticorpos AQP4-1gG ndo se ligam a outras aquaporinas formadoras de OAPs, como a
AQPO e a AQPcic. Para identificarem as regides da AQP4 especificas de ligacdo do
anticorpo, os pesquisadores alinharam as sequéncias de AQPO, AQPcic e sequéncias de
aminoéacidos primarios de camundongos, ratos e humanos. Essas analises mostraram que
h& uma sequéncia especifica na alga extracelular A (aa61-64), que esta ausente na AQPO,
AQPcic e em outras AQPs humanas. Quando eles fizeram uma proteina mutante, com
delecdo dessa sequéncia, houve quase completa auséncia de sinal de fluorescéncia nas

analises dos soros dos pacientes ENMO (Pisani et al. 2011).

Em conjunto, esses estudos mostram a importancia dos residuos contidos na alca
extracelular A, principalmente envolvendo os residuos 61-65 e 69, para a ligacdo do
anticorpo e ddo embasamento para 0 nosso achado referente a maior sensibilidade do

nanobiossensor de AgNPs conjugado ao epitopo AQP4e1.-70.
t.2.2. Nanobiossensor AgNPs-AQP4201-210

Diferentemente do epitopo AQP4e1.70, N0 h& tantos registros na literatura a
respeito do epitopo AQP4201-210, Mas um estudo conseguiu demonstrar com a sequéncia
aa201-220, a interacado entre as respostas celular e humoral da patogenia da ENMO. Sabe-
se que o anticorpo AQP4-1gG é uma IgG1, que é dependente de células T para as suas
atividades, por isso, entender a respostas das células T aos epitopos de trabalho também

¢ relevante.
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Dois epitopos da AQP4, aal35-153 e aa201-220, foram identificados como
patogénicos, quando foram usados para imunizar camundongos C57BL/6 deficientes em
AQP4 (AQP4™7), indicando que a reatividade das células T a esses epitopos é controlada
por selecdo negativa no timo. A ligacao desses epitopos ao MHC 11 gerou proliferacdo de
células T CD4*. As células Thl7 epitopo-especificas foram transferidas para
camundongos selvagens e induziram paralisia e neurite Optica, com infiltracdo optico-

espinhal de células T, B e mondcitos (Sagan et al. 2017).

Apds esse estudo, outro grupo identificou que a sequéncia AQP4201-210 € 0
principal epitopo dentro daquela sequéncia maior, sendo naturalmente processada e com
potencial encefalitogénico. Apesar desse potencial, essas células s6 induzem lesGes no
SNC na presenca de anticorpos AQP4-1gGs. Dessa forma, os resultados indicam que as
células T AQP4201-210 induzam uma resposta sérica de AQP4-1gG em repertdrios de

células B, cuja tolerancia também deve falhar em pessoas com ENMO (Vogel et al. 2017).

Os resultados promissores obtidos com esse epitopo, aliado aos poucos registros
na literatura indicam que se trata de um alvo antigénico importante de ser estudado, pois
apresenta potencial terapéutico e pode ajudar na compreensdo mais detalhada da

imunopatologia da doenca, principalmente com relacdo a tolerancia imunolégica.
t.2.3. Nanobiossensores AgNPs-AQP4131-140 € AQNPS-AQP4141-150

A capacidade de discriminacdo dos nanobiossensores contendo o0s epitopos
presentes na alga extracelular C, AQP4131-140 € AQP4141-150, foi fraca. Um estudo ja citado
aqui de mutagénese dos dominios extracelulares da proteina AQP4 mostrou que o
reconhecimento da proteina pelos anticorpos AQP4-1gG dependeu da conservacdo dos
aminoacidos TP, Quando os pesquisadores fizeram substituicdes por alanina nessas
posi¢des, a proteina perdeu a conformacéao na alga extracelular C, o que aboliu a ligagdo
dos anticorpos em todas as amostras testadas por imunofluorescéncia quantitativa. A
ligacdo dos anticorpos também foi reduzida quando os aminoacidos Val**! e Val** foram

substituido pela alanina ou glicina (Owens et al. 2015).

Esses resultados mostram que, apesar do anticorpo AQP4-1gG reconhecer a forma

linear de alguns epitopos, como foi no caso do AQP4e1-70, OUtros epitopos como esses
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presentes na alca extracelular C (*3'TP*3®) dependem estritamente da conformagc&o nativa,
para serem reconhecidos pelos anticorpos patogénicos. Outros, ainda séo reconhecidos,
mas com menor afinidade, como aconteceu com as substituicdes nos aminoacidos Val4
e Val*®. A maior dependéncia do arranjo conformacional dos epitopos presentes na alca
extracelular C podem explicar a menor sensibilidade dos nanobiossensores desenvolvidos

com os epitopos AQP4131-140 € AQP4141-150.

Outro grupo chegou a mesma concluséo, analisando a interacdo de anticorpos
AQP4-1gGs com um peptideo sintético referente aos aal37-157, utilizando o método
ELISA. O que os pesquisadores observaram foi que a alca extracelular C contém epitopos
ENMO-especificos e que os residuos aal46-150, que ficam bem na ponta da alga, é o
principal epitopo reconhecido pelos anticorpos, mas depende estritamente da

conformacdo em OAPs (lorio et al. 2013).
6.2.4. Nanobiossensor AgNPs-AQP4291-300

O nanobiossensor de AgNPs-AQP4291-300 foi 0 menos sensivel e especifico no
ensaio de deteccdo do anticorpo AQP4-1gG e isso pode ser devido a localizacdo desse

epitopo na proteina, que é no dominio intracelular C-terminal.

Em um interessante estudo que se propds a investigar a existéncia de reatividade
a proteina AQP4 em pacientes EM, os autores encontraram uma sequéncia intracelular
importante, que inclui 0 nosso epitopo de trabalho, 0 aa281-300 e também destacou o

epitopo adjacente a ele, 0 aa252-275.

Nesse estudo, Alexopoulos e colaboradores utilizaram trés peptideos lineares da
AQP4 e encontraram reatividade em 8/45 amostras de pacientes EM contra o epitopo
aa252-275. Eles concluiram que pode haver um subgrupo de pacientes EMRR com
anticorpos contra a porgdo C-terminal da AQP4. Esses pacientes apresentavam maior
similaridade clinica com ENMO do que com EM tipica e respondiam melhor ao
tratamento com imunossupressor, do que com imunomodulador. Eles encontraram que
esse epitopo, aa252-275, € um epitopo linear de células B, adjacente ao 281-300, que €
um epitopo linear de células T. N&o esta claro como esses epitopos lineares contribuem

para a patogénese da ENMO e nem da EM. E possivel que, nos dois casos, 0s astrocitos
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afetados liberem epitopos cripticos que séo, entdo, reconhecidos pelo sistema imune
(Alexopoulos et al. 2013).

A partir disso, pode ser que os pacientes das amostras analisadas nédo tenham
montado uma resposta imune contra o epitopo intracelular AQP4291-300, que SO é exposto,
provavelmente, ap6s danos aos astrdcitos e, por isso, 0 nanobiossensor AGNPs-AQP4291-

300 N&0 detectou o anticorpo AQP4-1gG nas amostras.

6.3 ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE IgGs
TOTAIS NA DETECCAO DO BIOMARCADOR PELOS
NANOBIOSSENSORES NAS AMOSTRAS DE PACIENTES ENMO
AQP4-1gG SORONEGATIVOS

Utilizando os nanobiossensores, alguns pacientes antes classificados como
soronegativos foram reclassificados como soropositivos, como resultado de duas
variaveis, uma € a concentracdo da amostra. Por exemplo, o nanobiossensor AgNPs-
AQP4¢1.70 nd0 havia detectado o anticorpo nas amostras dos pacientes 9, 10 e 11, porque
a concentracdo de anticorpos estava abaixo do limite de deteccdo do nanobiossensor, visto
que passou a detectar o biomarcador, quando as amostras foram menos diluidas para os

ensaios.

A outra variavel é o método usado na deteccdo do anticorpo, seja a técnica em si
ou a sequéncia do antigeno utilizada. Foram observadas diferencas nesses dois aspectos,
o primeiro refere-se a comparacdo do ensaio CBA com o de AgNPs. Neste ponto,
utilizando as AgNPs, foi possivel reclassificar 5/8 amostras soronegativas, segundo o
CBA. Também foram verificadas diferencas dentro do nosso método, ao trocar as
sequéncias de peptideos utilizadas nos ensaios de detec¢do. Por exemplo, o anticorpo
AQP4-1gG ndo foi detectado na amostra do paciente 12, mesmo utilizando uma
concentracdo maior com o nanobiossensor AgNPs-AQP4s1-70, mas foi detectado, mesmo
com quase o dobro de diluigdo, utilizando os nanobiossensores AgNPs-AQP4141.150 €
AgNPs-AQP4,01-010. Essa observagdo nos levou a segunda etapa do projeto, que foi

investigar os outros epitopos da AQP4.
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Outros pesquisadores ja observaram o impacto de técnicas diferentes na
reclassificacdo de pacientes ENMO. Num estudo realizado na Clinica Mayo, o0s
pesquisadores analisaram os registros de 2005 a 2011 e identificaram 163 pacientes com
NMO. Destes, 110 (67%) eram soropositivos por imunofluorescéncia indireta e 53 (33%)
foram classificados como soronegativos. Das amostras dos pacientes soronegativos, 49
estavam armazenadas e disponiveis. Eles testaram essas amostras com outras técnicas,
ELISA, CBA e triagem celular ativada por fluorescéncia (FACS, do inglés fluorescence-
activated cell sorting). Eles obtiveram 30/49 (61%) de reclassificacdo como
soropositivos. Como conclusdo, os autores relataram que a frequéncia de soronegativos
pode ser muito menor do que é registrado, chamando atencdo para a necessidade de

aprimorar as técnicas de deteccao (Jiao et al. 2013).

Nas consideracGes sobre a sorologia de AQP4-1gG do critério diagndstico mais
recente recomenda-se 0 uso do ensaio celular CBA, com deteccdo baseada em
microscopia ou citometria de fluxo (Wingerchuk et al. 2015), por ser o teste com maior
especificidade (99,8%) e sensibilidade (76,7%) (Waters et al. 2014). Utilizando esse teste
juntamente com o critério diagnostico mais recente, entre 73 e 90% dos pacientes sao
classificados como soropositivos para o biomarcardor. Assim, mesmo utilizando o teste
diagnostico mais especifico e sensivel, ainda ficam 10-27% com status sorolégico

negativo ou desconhecido (Hamid et al. 2017).

A hipétese trabalhada aqui € a de que, como os anticorpos AQP4-l1gG séo
policlonais, alguns devem reconhecer e se ligar com mais afinidade a epitopos lineares,
além dos conformacionais, como estdo dispostos nos ensaios CBA, o que pode explicar
algumas discordancias de imunorreatividade observadas na comparagdo de ensaios de

deteccdo.

Marnetto e colaboradores estudaram a ligacdo dos anticorpos AQP4-1gGs a
epitopos lineares, utilizando ensaios de Western blotting (WB). Eles observaram que apds
a desnaturacdo da proteina AQP4, os epitopos lineares ainda eram capazes de ligar os
anticorpos sericos, que reconheciam a proteina conformacional. Os pesquisadores nédo
defendem que deva haver uma substitui¢éo de técnicas, mas uma combinagdo de métodos,
pois assim a acuracia do teste poderia ser aumentada, visto que em alguns ensaios 0s

anticorpos se ligaram com mais afinidade aos epitopos lineares (Marnetto et al. 2009).
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6.4 CONSIDERACOES PARCIAIS DA 12 ETAPA:

Em conjunto, os resultados da primeira etapa de trabalho, somados aos registros
na literatura chamaram atencdo para alguns aspectos importantes da interacdo dos
anticorpos AQP4-1gG com a proteina AQP4: (i) A deteccdo do biomarcador pelo
nanobiossensor AgNPs-AQP4s1.70 foi dependente da concentragdo, o que indica que
alguns pacientes podem ser classificados como soronegativos por causa do limite de
deteccdo da técnica utilizada. e (ii) A deteccdo do biomarcador também foi dependente
do epitopo conjugado ao nanobiossensor. Isso aponta para a existéncia de uma interacao
epitopo-especifica, que pode explicar as classificacBes diferentes dentro do grupo ENMO,
quando se utiliza uma técnica que expde apenas sequéncia peptidicas extracelulares,

como é o caso do CBA.

Dessa forma, entendemos a importancia de se estudar os outros epitopos da AQP4,
para analisar se ha outras sequéncias que podem aumentar a sensibilidade do teste dentro
do grupo soronegativo. Esse tipo de investigacdo mais detalhada pode abrir caminhos
para aumentar a sensibilidade do diagnéstico e construir ferramentas terapéuticas mais

precisas, epitopo-especificas.

6.5 22ETAPA DO PROJETO: TRIAGEM DOS PEPTIDEOS

6.5.1. Porcdo N-terminal e regido intracelular inicial

Os nossos resultados sdo comparaveis, em parte, com a literatura, visto que 0s
estudos que utilizaram a porcdo N-terminal registraram resultados discordantes entre si e
utilizaram apenas amostras de pacientes ENMO soropositivos. Aqui, foi observada uma
maior reatividade dos anticorpos de pacientes ENMO soronegativos contra esses epitopos

da porcdo N-terminal, presente apenas na isoforma M1.

Em um estudo dedicado a buscar a localizagdo molecular dos epitopos da AQP4,
utilizando diferentes configuracdes da proteina: mondémeros lineares, tetrameros e OAPS,
0s autores analisaram sequéncias presentes nas alcas extracelulares e nas regides
intracelulares da proteina AQP4. Neste ultimo caso, os autores analisaram, entre outras,

asequéncia aal-22 daregido N-terminal, utilizando a técnica de ELISA (lorio et al. 2013).
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A conclusdo que eles chegaram acerca dessa sequéncia € a de que ela nédo
apresenta especificidade as doencas do ENMO porque, apesar das 1gGs de 28% das
amostras de pacientes terem se ligado a sequéncia, a interacdo também foi observada em
algumas amostras do grupo controle, que eram de individuos saudaveis e diagnosticados

com outras doen(;as.

Um resultado bem diferente foi obtido em um estudo de mapeamento de epitopos
(Kampylafka et al. 2011), no qual os pesquisadores analisaram a reatividade dos
anticorpos de pacientes ENMO soropositivos, individuos saudaveis, com llpus e
sindrome de Sjogren contra onze peptideos da AQP4. No trabalho deles, os peptideos
nomeados como AQPpepl e AQPpep2 cobriram as sequéncias aal-22 e aa23-36,

respectivamente.

As sequéncias intracelulares AQPpepl e AQPpep2 estdo entre 0s cinco peptideos
identificados como os mais reativos. O peptideo AQPpepl correspondente a porcdo N-
terminal presente apenas na isoforma M1 da AQP4 foi reconhecido por 42,9% das
amostras de pacientes ENMO soropositivos. Esse peptideo também foi reconhecido por
8,7% das amostras controle de pacientes com sindrome de Sjogren e por 13% das
amostras controle de pacientes com ldpus. Os autores consideram minima essa
reatividade, refletindo apenas a polirreatividade humoral comumente observada no soro

de pacientes com doencgas autoimunes.

Diferentemente desse trabalho que detectou maior reatividade dos anticorpos com
0 AQPpepl, comparaveis aos nossos nanobiossensores AgNPs-AQP41.10 e AgNPs-
AQP411.20, nés observamos maior reatividade dos anticorpos de pacientes ENMO
soropositivos e negativos com 0s nanobiossensores desenvolvidos com o0s epitopos
AQP421.30 ¢ AQP431-40.

E interessante observar a diferenca de reatividade entre pacientes ENMO
soronegativos e soropositivos, principalmente utilizando os nanobiossensores AgNPs-
AQP41.10 ¢ AgNPs-AQP41120, que apontam para a presenca de clones diferentes de
anticorpos nos soronegativos, dirigidos contra os epitopos da por¢do N-terminal e, com 0
avanco para a regido comum a isoforma M23, utilizando os epitopos AQP421.30e AQP431.

40, a diferenca entre reatividade desses dois grupos € diminuida.
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Juntos, esses resultados concordam com a conclusdo feita no estudo de
Kampylafka e colaboradores (2011), de que a isofoma M1 possa ser importante para o
mecanismo da ENMO, principalmente por estar expressa preferencialmente no nervo
optico e na medula espinhal. Geralmente, os ensaios que utilizam a proteina na
conformacdo nativa, usam a isoforma M23, por formarem OAPs. A isoforma M23
aumenta a avidez de ligacdo do autoanticorpo, como foi visto com 0s nanobiossensores
AgNPs-AQP41.30e AgNPs-AQP431.40, 0 que pode ser uma vantagem para o diagnostico,

porém isso ndo significa que todos os clones se ligam exclusivamente a essa isoforma.
6.5.2. Epitopos adjacentes ao AQP461-70

Nas buscas mais recentes, ndo foram encontrados estudos envolvendo o0s
peptideos 6 (AQP4s160) € 8 (AQP47180), adjacentes ao epitopo que resultou no

nanobiossensor mais sensivel e especifico deste trabalho, 0 AQP4e1.70.

Os dados obtidos aqui apontam que a grande sequéncia aa51-70 (epitopos 6 e 7)
é melhor reconhecida pelos anticorpos de pacientes soropositivos. Enquanto que, a partir
do residuo 71, a interacdo é maior com 0s anticorpos dos pacientes soronegativos. Assim,
0 epitopo AQP471.80 poderia ser pensado como uma boa alternativa para re-teste de
pacientes soronegativos testados com o epitopo adjacente a ele, 0 AQP4¢1-70, OU com 0

CBA, que expde essa por¢do da proteina na superficie da célula.
(.5.3. Regido transmembrana AQP4s1-90 a0 AQP4101-110

No estudo ja citado de mapeamento de epitopos realizado por Kampylafka e
colaboradores (2011), os autores também identificaram um sequéncia peptidica
intracelular a qual denominaram AQPpep4, composta pelos aa88-113 que, assim como o
AQPpepl e AQPpep2, foi bem reconhecida pelos anticorpos presentes nas amostras de
33,3% dos pacientes ENMO soropositivos e foi pouco reativa com o soro dos pacientes
com lUpus (4,3%) e sindrome de Sjrogren (4,3%). Nossos peptideos de trabalho AQP4g;-
90, AQP491.100 € AQP4101-110 S840 comparaveis ao AQPpep4 do estudo.

Assim, comparando com o estudo anterior, podemos dizer que dentro da
sequéncia maior AQPpep4 (aa88-113) utilizada pelos autores, identificamos que o

fragmento 81-100, que contém sete aminoacidos anteriores, foi mais reativa do que o
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sensor composto com a sequéncia AQP4101-110, que esta completamente inserida no

AQPpep4, mas carece de alguns aminoacidos anteriores.

Os epitopos AQP4g1-100 € AQP4101-110 também foram descritos em dois estudos,
um envolvendo a hipotese da reatividade cruzada e outro a reatividade de células T AQP4
especificas. No primeiro, os autores descobriram que a bactéria Clostridium bolteae
estava presente em pacientes ENMO e ausentes nos individuos saudaveis. Eles fizeram
andlises de homologia e descobriram que a sequéncia peptidica 59-71 de C. bolteae era
alinhada com o peptideo 92-104 da AQP4 (Pandit et al. 2021). Em um estudo anterior,
outros pesquisadores encontraram que a sequéncia 91-110 da AQP4 era alvo de células

T patogénicas (Matsuya et al. 2011).

Diante disso, 0s registros apontam que esses epitopos intracelulares possam estar
envolvidos na patogénese da doenca, cuja resposta poderia ser iniciada devido a memoria
imunoldgica adquirida em infeccdo passada com patdgenos que compartilham
similaridade molecular com a AQP4 e envolve interacdo de células T patogénicas e
células B, visto que os anticorpos AQP4-1gGs pertencem a subclasse 1gG1, que é
dependente de células T. Mais uma vez, esses resultados mostram a importancia de se
estudar os dominios intracelulares da proteina, pois contém epitopos de células T e B,

cujo mecanismo de reconhecimento ainda nao esté claro.
6.5.4. Regibes adjacentes aos epitopos AQP4131-140 € AQP4141-150

Os epitopos AQP4111-120, AQP4121-130, AQP4151-160, AQP4161-170 € AQP4171-180
estdo presentes em regides transmembranas da proteina AQP4, exceto 0 AQP4151-160, que
¢ uma continuacdo da alca extracelular C. O fato dessas sequéncias ndo apresentarem
sensibilidade ao biomarcador pode explicar a falta de dados sobre elas na literatura. Desse
modo, a falta de dados na literatura e a baixa reatividade com as amostras de anticorpos
de pacientes sugerem que ndo estas sejam sequéncias Uteis para o sensoriamento do

biomarcador.
6.5.5. Epitopo adjacente a0 AQP4201-210

Em um estudo citado na primeira etapa referente ao epitopo AQP4201-210, 0S

autores encontraram que a sequéncia aa201-220 induzia a reatividade de células T,
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quando usada para imunizar camundongos C57BL/6 deficientes em AQP4 (Sagan et al.
2017). Um outro estudo identificou que, dentro desta sequéncia maior aa201-220, o
principal epitopo era a sequéncia aa201-210, naturalmente processada e com potencial
encefalitogénico (Vogel et al. 2017). Assim, analisando os resultados dos dois
nanobiossensores (AgNPs-AQP4201210 € AgNPs-AQP4211-220), identificamos que a
sequéncia aa201-210 ¢ reconhecida pelos anticorpos dos pacientes ENMO, ao contrério
da sequéncia 211-220.

6.5.6. Alca extracelular E

Dois estudos de mutacdo mostraram que mudancas nos loops C e E provocam
reducdo e até eliminacdo da ligacdo do anticorpo a proteina, demonstrando uma grande
importancia da conformacdo dessas al¢as para a interacdo antigeno-anticorpo (Pisani et
al. 2011; Owens et al. 2015). Outro estudo mostrou que ha proliferacdo de células T em
resposta ao epitopo aa217-231 (Vaknin-Dembinsky et al. 2016). A literatura mostra que
esse epitopo é um alvo dos anticorpos AQP4-1gG, mas destacam a importancia de sua
conformacdo nativa para a ocorréncia da ligacdo. Dessa forma, ndo é inesperado que no
nosso sistema nos observassemos uma interacdo reduzida do AQP4221-230 cOm 0S

anticorpos.
6.5.7. Regido intracelular do epitopo AQP4261-270 a0 AQP4291-300

H& dados na literatura que mencionam o0 uso de sequéncias peptidicas
correspondentes aos nossos epitopos de trabalho, presentes na porcdo C-terminal da
proteina: AQP4261-270, AQP4271-280, AQP4281-200 € AQP4291-300.

Ha registros de dois epitopos com cerca de 20 aminoacidos cada na regido C-
terminal da proteina AQP4, sendo um deles alvo de células B (aa252-275) e o outro, de
células T, 0 aa281-300. Ainda ndo ha evidéncias de que esses epitopos contribuam para
a patogénese da doenca, mas ressalta, mais uma vez, a importancia de se estudar os

epitopos intracelulares.

Um estudo ja citado aqui destacou uma sequéncia peptidica que corresponde a
sobreposicao das duas (aa252-275 e aa281-300), 0 aa269-283. Neste estudo, os autores

avaliaram a resposta proliferativa de células T a peptideos da AQP4. O peptideo aa269-



98

283 foi 0 que apresentou menor sensibilidade, mas foi 0 mais especifico (Matsuya et al.
2011).

Os sistemas funcionalizados com os peptideos AQP4261-270 € AQP4271-280, cOntidos
na sequéncia aa269-283, também ndo apresentaram altos niveis de sensibilidade ao
biomarcador nas amostras de pacientes soropositivos. Comparando 0s dois
nanobiossensores com o dado da literatura, nds observamos que o epitopo AQP4261-270 foi
mais sensivel ao anticorpo AQP4-1gG, especificamente de pacientes ENMO

soronegativos.

Este sensor também gerou um resultado falso-positivo em uma amostra de
paciente EM. No estudo de Alexopoulos e colaboradores, os pesquisadores encontraram
que um subgrupo de pacientes EMRR apresentam anticorpos contra a sequéncia 252-275.
Eles explicam que esta reatividade pode estar relacionada com uma sobreposicao
imunoldgica entre as duas doencas. Uma explicacdo para esta sobreposicao € a liberacéo
de epitopos cripticos em astrocitopatias. Como o perfil dos anticorpos muda com o curso
da doenca, pode ser que ocorram liberacBes periddicas de epitopos intracelulares

seguindo danos astrociticos (Alexopoulos et al. 2013).

Nos nossos resultados com os nanobiossensores desenvolvidos com os epitopos
AQP4281-290 € AQP4291-300, também observamos pouca interagdo com os anticorpos, que
ocorreu apenas em uma amostra de paciente soronegativo com o nanobiossensor AgNPs-

AQP4231-290 € €M UMa amostra soropositiva com o nanobiossensor AgNPs-AQP4291-300.

Células de linfonodos e de baco de camundongos imunizados com a proteina
AQP4 humana (hAQP4) completa foram cultivadas in vitro com peptideos sintéticos de
20 aminoé&cidos, com sobreposicdo de 10 aminoacidos, cobrindo toda a proteina AQP4,
para testar as respostas de células T. Eles analisaram a frequéncia de interferon 7,
interleucina (IL) 17, fator estimulador de colénia de granuldcitos e macréfagos e células
T CD4" secretoras de IL-5 por ELISA. Eles encontraram que o peptideo AQP42g1-300
gerou mais respostas Thl e TH17 do que qualquer outro. Mas, quando avaliaram se esse
epitopo ligava o anticorpo antih-AQP4, por microscopia de imunofluorescéncia
quantitativa, eles observaram que o epitopo ndo interferia na interagdo do anticorpo com

a proteina expressa (Arellano et al. 2016).
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Dessa forma, essas sequéncias parecem gerar maior proliferacdo de células T aos

epitopos, do que reconhecimento por anticorpos.
(.5.4. Regido C-terminal

A regido final da porcdo C-terminal da proteina ndo apresenta epitopos que geram
sensibilidade e especificidade adequadas para a detec¢do do biomarcador da doenca.
Também, até o momento, ndo foram encontrados registros na literatura do uso dos

epitopos dessa porcdo da proteina em estudos de mutacdo, diagnostico ou terapia.

6.6 QUANTIFICACAO DOS PARAMETROS DE ACURACIA DO
NANOBIOSSENSOR AgNPs-AQP4¢1.70

6.6.1. Quantificacdo da sensibilidade do nanobiossensor AgNPs-AQP461-70

Como ja foi mencionado, o CBA detecta os anticorpos que reconhecem 0s
epitopos conformacionais da AQP4, mas ha muitos estudos que mostraram que héa clones
de anticorpos que se ligam a epitopos lineares. Por exemplo, no estudo de Marnetto e
colaboradores (2009), os autores fizeram analises de Western blot (WB) para detectar
anticorpos AQP4-1gG contra epitopos lineares de ambas isoformas, M1 e M23. Eles
encontraram niveis de acurécia diferentes para as isoformas: 81% de sensibilidade e 97%
de especificidade (isoforma M1) e 12,5% de sensibilidade e 91% de especificidade
(isoforma M23).

Em nosso trabalho, utilizamos a isoforma M1, que é diferente da M23 pelos
primeiros 22 aminoacidos na regido N-terminal da proteina. E interessante observar que
0s epitopos lineares dessa porcdo renderam bons resultados aos nanobiossensores
desenvolvidos na segunda etapa do projeto. Juntos, esses dados indicam que essa regido
contém epitopos lineares que séo reconhecidos por alguns clones de anticorpos e podem
aumentar a sensibilidade do diagndstico, ao ampliar as regides-alvo da proteina, para além

dos epitopos conformacionais presentes em OAPs formadas com a isoforma M23.

O valor de sensibilidade (84,2%) que obtivemos com o nanobiossensor AgNPs-
AQP4¢1.70 esta acima do obtido com alguns métodos convencionais, como ELISA (71%

de sensibilidade e 98% de especificidade) (Hayakawa et al. 2008), imunofluorescéncia
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indireta (IFI, sensibilidade de 58%-76% e especificidade de 85%-99%) (Lennon et al.
2004; Jarius et al. 2007), ensaio de fluoroimunoprecipitacdo (FIPA, sensibilidade de 76%
e especificidade de 100%) (Waters e Vincent 2008) e ensaio de radioimunoprecipitagdo
(RIPA, sensibilidade de 57% e especificidade de 98%) (Paul et al. 2007).

Esses métodos sdo mais especificos, mas, com a especificidade do CBA, é
possivel separar ENMO dos grupos controle com bastante acurcia. A demanda atual é
que dentro do grupo ENMO, aqueles individuos com diagndstico clinico possam ter
confirmacdo laboratorial mais rapida, com o0 uso de um sensor mais sensivel ao

biomarcador.
6.6.2. Quantificacdo da concentracdo de AQP4-1gG

Em nossas andlises, a sensibilidade das AgNPs conjugadas ao AQP4e1.70
possibilitou a deteccdo do anticorpo AQP4-1gG em amostras com titulacdo de 10x
(concentracdo minima para deteccdo do anticorpo) e 100x de anticorpos. Em um estudo
desenvolvido por Takahashi e colaboradores (2006), os autores usaram linhagens
celulares humanas para expressar a AQP4 e usaram-nas para detectar o biomarcador e
fazer uma titulacdo dos anticorpos no soro de pacientes com um ensaio de
imunofluorescéncia. A titulacdo de anticorpos (diluicdo méaxima para marcacao positiva)
variou de 64x a 16.384x. Nesta comparacdo, 0 sistema desenvolvido com as
nanoparticulas e o epitopo mais sensivel e especifico deste trabalho apresentou maior

sensibilidade do que o ensaio com a proteina em conformacao nativa.

6.7 CONSIDERACOES PARCIAIS DA 22 ETAPA

e Os nanobiossensores AgNPs-AQP41.10 e AgNPs-AQP41120 destacam a
diferenca de reatividade dos anticorpos presentes nas amostras dos
pacientes soronegativos, em relacdo aos soropositivos, indicando que
esses apresentam clones diferentes de anticorpos. Os dados apontam para
uma maior reatividade dos soronegativos a isoforma M1 da proteina,
representada aqui pelos primeiros 20 aminoéacidos.

e Analisando os epitopos adjacentes a0 AQP4e1-70, tem-Se que a sequéncia
anterior (AQP4s1.60) compartilna 0 mesmo padrdo que a primeira, Visto
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detecta 0 biomarcador nas amostras dos pacientes soropositivos. Da
mesma forma, a sequéncia seguinte AQP471.g0 detecta o biomarcador nos
soropositivos, mas se destaca por ser reconhecida pelos anticorpos dos
pacientes soronegativos, diferentemente do epitopo AQP4s1.60. Por isso,
esta sequéncia (AQP471.g0) poderia ser agregada a um sistema para re-teste
dos pacientes soronegativos.

Os nanobiossensores AQP4sg1-00 € AQP491.100 detectaram o anticorpo em
quase todas as amostras do grupo ENMO, mas ndo foram muito
explorados nos ensaios de deteccdo ja publicados, por se tratarem de
epitopos intracelulares. Mas, os resultados e a literatura estdo mostrando a
importancia dos epitopos intracelulares tanto para a deteccdo do
biomarcador em fenotipos diferentes da doenga, quanto para a
compreensé@o dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca. Esses
epitopos, especialmente, parecem ter relagdo com um mecanismo de
mimetismo molecular, envolvendo uma bactéria presente no grupo ENMO
e ausente nos saudaveis.

Apesar da literatura e deste projeto ter demonstrado ser possivel utilizar
sequéncias lineares para deteccdo do biomarcador, vimos que a interacdo
dos anticorpos com toda a regido da alca extracelular C e E é estritamente
depende da conformacdo, ndo sendo adequadas para este método de
deteccao.

Como foi observado na primeira etapa, o nanobiossensor AgQNPs-AQP4201-
210 rendeu bons resultados, juntamente com o AgNPs-AQP461.70. Ja a
sequéncia adjacente (AQP4211-220) Nd0 detectou 0 anticorpo nas amostras
do grupo ENMO, indicando que apenas a por¢do AQP4201-210, que €
naturalmente processada pelas células do sistema imune, € uma boa
escolha para compor o sistema de sensoriamento.

Por fim, os epitopos da regido C-terminal da proteina ndo compuseram
sistemas de deteccdo com as AgNPs que resultaram em significativas
alteracdes Opticas, indicando que € uma regido que ndo deve compor um

sistema de sensoriamento do biomarcador. Entretanto, o nanobiossensor
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AgNPs-AQP4261-270 destacou-se por detectar o anticorpo nas amostras do
grupo ENMO soronegativo e interagir com uma amostra de paciente EM.
O objetivo ndo foi usar amostras de pacientes diagnosticados com EM,
para estudar uma possivel interacdo com epitopos da AQP4, mas apenas
como um controle negativo. Porém, literatura aponta para uma possivel
sobreposicdo imunolégica entre as duas doengas envolvendo essa regiao
da proteina, que teria relacdo com a liberacdo de epitopos cripticos em
astrocitopatias, sendo um bom marcador de danos aos astrocitos.

Esta etapa consistiu em uma triagem dos peptideos, dado que a proteina
AQP4 é bastante extensa, com muitos epitopos para serem testados. Por
IS0, SA0 necessarios mais testes envolvendo os epitopos citados nesta lista
de consideragfes parciais, com um maior nimero de amostras.

O valor de sensibilidade obtido com o nanobiossensor melhor estudado
neste projeto, o AQNPs-AQP4e1.70, € superior aos dos métodos
convencionais que sao usados na deteccao do anticorpo AQP4-1gG, porém
mostrou-se menos especifico. A perspectiva € que, com os dados obtidos
da triagem dos peptideos, somados ao aumento do numero de amostras, a
acuracia dos nanobiossensores aumente, em sensibilidade e

especificidade.
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7. CONCLUSOES

Os nanobiossensores desenvolvidos na primeira etapa (AgNPs-AQP4e1.70 €
AgNPs-AQP4201-210) separaram 0s grupos clinicos: ENMO, EM e saudaveis com alta e
moderada capacidade de discriminagdo, respectivamente. Utilizando os cinco
nanobiossensores desenvolvidos nesta etapa, foi possivel verificar a ocorréncia de
interacdo epitopo-especifica dentro do grupo ENMO, o que levou a segunda etapa do
projeto. Também foi verificado que a deteccdo do anticorpo é dependente da
concentragdo, visto que algumas amostras soronegativas foram reclassificadas como

soropositivas, ao aumentar a concentracdo de 1gGs totais nos ensaios.

A sensibilidade de 84,62% do nanobiossensor AgNPs-AQP4s1.70 € superior aos
métodos convencionais (CBA, ELISA e imunofluorescéncia indireta) ja registrados para
a deteccdo do biomarcador, mas a especificidade de 66,67% € inferior a deles. O objetivo
foi obter um valor de sensibilidade superior com a técnica de AgNPs, para o re-teste de
pacientes com diagnostico clinico de ENMO sem confirmacdo laboratorial. A curva de
concentracdo obtida permitiu a quantificacdo do biomarcador em amostras previamente
tituladas, confirmando a sensibilidade do sensor ao detectar o anticorpo em uma amostra

com titulacdo de 10x.

A triagem dos peptideos feita na segunda etapa mostrou que o0s seguintes epitopos:
AgNPs-AQP41.10, AgNPs-AQP41120, AgNPs-AQP471.80, AgNPs-AQP4s1.90 AgNPs-
AQP491.100 € AgNPs-AQP4261270 sdo fortes candidatos para comporem sistemas de
deteccdo para re-teste de pacientes ENMO soronegativos, ja que se destacaram por
detectar o anticorpo neste grupo. Os epitopos da regido C-terminal e os das alcas

extracelulares C e E ndo renderam bons resultados com o método de AgNPs.



8. APENDICES

8.1 APENDICE A: CONTROLES (AQP4.g9)
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Apéndice A — Espectros resultantes da interagdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pessoas saudaveis (S1-S3) e pacientes diagnosticados com EM (EM1-EM3) (A)
nanobiossensor AgNPs-AQP41.10; (B) nanobiossensor AgNPs-AQP411.20; (C) nanobiossensor
AgNPs-AQP4;1.3; (D) nanobiossensor AgNPs-AQP431.40; (E) nanobiossensor AGNPs-AQP4s:.60
e (F) nanobiossensor AgNPs-AQP471.go.



8.2 APENDICE B: CONTROLES (AQP4111.150)
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Apéndice B — Espectros resultantes da interacdo das amostras de IgGs que foram purificadas do
soro de pessoas saudaveis (S1-S3) e pacientes diagnosticados com EM (EM1-EM3) (A)
nanobiossensor AgNPs-AQP4111-120; (B) nanobiossensor AgNPs-AQP41,1-130; (C) nanobiossensor
AgNPs-AQP41s1.160; (D) nanobiossensor AgNPs-AQP461.170 € (E) nanobiossensor AgNPs-

AQP4171.1g0.
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8.3 APENDICE C: CONTROLES (AQP42s1.300)
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Apéndice C — Espectros resultantes da interacdo das amostras de 1gGs que foram purificadas do
soro de pessoas saudaveis (S1-S3) e pacientes diagnosticados com EM (EM1-EM3) (A)
nanobiossensor AgNPs-AQP4,s1-290 € (B) nanobiossensor AgNPS-AQP4291-300.
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