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APRESENTACAO



A Meningite é a inflamac¢do das membranas que recobrem o sistema ner-
VOSO central, as meninges, e € comumente causada por agentes infecciosos. A
forma bacteriana é grave, podendo resultar em danos ao cérebro, perda de audi-
cao ou dificuldade de aprendizagem, com altas taxas de mortalidade e morbidade,
principalmente em criancas. Os agentes etiolégicos mais importantes causadores
destas enfermidades sédo: Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae b, sendo que a Neisseria meningitidis provoca a meningi-
te “meningocdcica” que possui um quadro clinico grave, de rapida evolucao e po-
de causar surtos ou epidemias.

Os testes disponiveis para o diagnostico das meningites nos hospitais sao
demorados, caros e ndo-confirmativos, séo feitos por dosagens, no liquor, de gli-
cose e proteinas, contagem diferencial de leucdcitos, bacterioscopia e aglutinacao
em latex.

Uma tecnologia bastante utilizada para fins de diagndéstico € a producao de
biossensores, que sao dispositivos capazes de fornecer informacdo analitica
guantitativa ou qualitativa em uma determinada amostra, usando materiais biolo-
gicos para detectar o analito correspondente. Tais dispositivos sdo importantes
ferramentas usadas para diagndstico clinico. Apresentam diversas vantagens so-
bre os métodos existentes, tais como: baixo custo, pode passar por um processo
de miniaturizacéo, tem elevada seletividade e sensibilidade, capacidade de detec-
cdo em tempo real usando pouco volume de amostra e sdo de resposta rapida.

Este trabalho visou a construcao de um bioeletrodo, utilizando oligonucleo-
tideos sintéticos especificos ao agente etioldégico da meningite, a bactéria Neisse-
ria meningitidis em eletrodos de grafite modificados eletroquimicamente com po-
li(d-aminofenol). Voltametria de pulso diferencial foi usada para analise de
eletrodos modificados contendo sonda NM1 antes e apdés hibridizagdo com o alvo
complementar NM2. O Bioeletrodo construido para andlise do agente etioldgico
da meningite é especifico, seletivo, estavel e sensivel, apresentando um limite de
deteccdo de 1.4 x 10™"° mol.L™%. No estudo de interferentes o bioeletrodo ndo sofre
significamente o que representa uma caracteristica interessante para diagnostico

em amostras reais.



CAPITULO 1:

FUNDAMENTACAO TEORICA



1- Meningite

O cérebro e a medula espinhal tém uma resisténcia extraordinaria as infec-
¢bes, mas, quando se infectam, as consequéncias sdo habitualmente muito gra-
ves. A meningite € uma doenca que consiste na inflamacdo das membranas que
revestem o encéfalo e a medula espinhal, conhecidas como meninges, as quais
sdo classificadas como: dura-mater, aracnoide e pia-mater (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

A Dura-mater é a meninge mais superficial, espessa e resistente, formada
por tecido conjuntivo muito rico em fibras colagenas, contendo nervos e vasos. E
formada por dois folhetos: um externo e um interno. O folheto externo adere inti-
mamente aos 0ssos do cranio e se comporta como um periésteo destes 0ssos,
mas sem capacidade osteogénica (nas fraturas cranianas dificulta a formacao de
um calo 6sseo). Em virtude da aderéncia da dura-mater aos 0ssos do cranio, nao
existe, no cranio, um espaco epidural como na medula (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Aracndide é uma membrana muito delgada, justaposta a dura-méater, da
qual se separa por um espaco virtual, o0 espaco subdural, contendo uma pequena
guantidade de liquido necessario a lubrificacdo das superficies de contato das
membranas. A aracnoide separa-se da pia-mater pelo espaco subaracnéideo que
contem liquor, havendo grande comunicacdo entre os espacos subaracndideos
do encéfalo e da medula. Considera-se também como pertencendo a aracnodide
as delicadas trabéculas que atravessam 0 espaco para se ligar a pia-mater, e que
sdo denominados de trabéculas aracnoides. Estas trabéculas tém um aspecto de
teias de aranha, donde vem o nome aracndide (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004).

Pia-mater é a mais interna das meninges, aderindo intimamente a superfi-
cie do encéfalo e da medula, cujos relevos e depressdes acompanham até o fun-
do dos sulcos cerebrais. Sua por¢cdo mais profunda recebe numerosos prolonga-
mentos dos astrécitos do tecido nervoso, constituindo assim a membrana pio-glial.
A pia-mater dé resisténcia aos 6rgaos nervosos, pois o tecido nervoso € de con-
sisténcia muito mole. A pia-mater acompanha os vasos que penetram no tecido

nervoso a partir do espaco subaracnoideo, formando a parede externa dos espa-
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cos perivasculares. Neste espaco existem prolongamentos do espago subarac-
néideo, contendo liquor, que forma um manto protetor em torno dos vasos, muito
importante para amortecer o efeito da pulsacao das artérias sobre o tecido circun-
vizinho (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Dura-mater
Aracnoide
Pia-mater

Figura 1: Figura representativa das meninges classificadas como: dura-
mater, aracndide e pia-mater.
Fonte: http://www.auladeanatomia.com/neurologia/liquor.htm, acessada dia
03/04/2012.

A meningite € uma doenca que acomete as populacdes de distintas partes
do mundo e é habitualmente causada por agentes infecciosos. Sdo empregadas
duas classificacdes: asséptica e bacteriana.

A forma asséptica geralmente é benigna e de curso autolimitado e rara-
mente associado a um progndstico ruim. Seus agentes mais comuns sdo os HSV
(herpes simplex virus) tipo 1 e 2, virus Varicella-Zoster e enterovirus, principal-
mente os da familia Picornaviridae (TRALLERO et al., 2000).

A forma bacteriana é grave, podendo resultar em danos ao cérebro, perda
de audicédo ou dificuldade de aprendizagem (DAOUD et al., 2005).

As bactérias e 0s outros microrganismos infecciosos podem alcancar as
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meninges e outras areas do cérebro de diversas maneiras a partir de sitios distan-
tes. Podem ser levadas pela corrente sanguinea ou podem entrar no cérebro por

penetracdo direta devido a uma ferida ou a uma intervencéo cirargica, por exem-

plo.

1.1- Meningite bacteriana

As meningites bacterianas (MB) ocupam um lugar de destaque em todo o
mundo, devido a sua gravidade, sendo uma importante causa de morbidade e
mortalidade, principalmente em criancas (DAOUD et al., 2005). Na era pré-
antibiotica, a letalidade era aproximadamente de 100%, e 0s poucos sobreviven-
tes apresentavam graves sequelas neuroldgicas. As sequelas neuroldgicas ocor-
rem em 5% a 30% dos sobreviventes, e devem-se principalmente a morosidade
no estabelecimento do diagndéstico e, consequentemente, no inicio do tratamento
eficaz (TUNKEL et al.,1997). Hoje, cerca de 5% a 40% das criancas ainda mor-
rem devido a MB.

Surtos epidémicos ocorrem em todo o mundo, porém o Continente Africano
€ o mais afligido por estes surtos, principalmente em uma area conhecida como
“cinturdo da meningite” onde, na década de 50, foram registrados 340.000 casos,
com 53.000 ébitos (TIKHOMIRQV et al.,1997) e de acordo com a Organizacao
Mundial de Saude, 1° de janeiro a 11 de marco de 2012 foram notificados 6.685
casos suspeitos com 639 6bitos. Nesta regido, as MB tém um caréter tipicamente
sazonal, observando-se um aumento dos casos endémicos e epidémicos na esta-
cao seca, periodo de dezembro a junho, com significativa reducdo apds a chega-
da das chuvas. Nos paises de clima temperado a maioria dos casos ocorre no
inverno, época em que aumenta a incidéncia de infec¢cbes respiratérias e a convi-
véncia em ambientes fechados.

Encontram-se normalmente no ambiente que nos rodeia e podem inclusive
viver, sem provocar qualquer dano, no nariz ou no aparelho respiratorio de uma
pessoa, sendo o ser humano o Unico hospedeiro natural destas bactérias. De ma-
neira ocasional, estes organismos infectam o cérebro sem que se possa identifi-
car a razéo disso. Em outros casos, a infeccdo deve-se a uma ferida na cabeca

ou é provocada por uma anomalia do  sistema  imunitario



(http://www.manualmerck.net/?id=104&cn=932, acessado dia 03/04/2012).

Os agentes etiolégicos mais importantes causadores destas enfermidades
sdo: Haemophilus influenzae b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Sp) e Neisseria
meningitidis (Nm), os quais sdo responsdéveis por mais de 80% dos casos de me-
ningites bacterianas fatais (TIKHOMIROV, et al.,1997).

O Hib pode causar meningite, sendo o tipo B 0 mais comum. A vacina con-
tra o tipo B evita esta doenca em bebés e criancas. Pessoas que tiveram contato
intimo com a saliva de pessoas com meningite causada por este tipo de bactéria
podem necessitar de tratamento com antibidtico para ndo adoecer. A literatura
revela que ha pouco tempo atras o Hib era o principal agente na causa da menin-
gite bacteriana endémica fatal, em criancas de diversas partes do mundo
(RICHARDSON, 1996). Com a introducéo da vacina, este quadro mudou bastan-
te, em diversos paises tais como, Estados Unidos e Inglaterra. E com isso houve
uma reducdo de 94% no numero de casos de Meningite provocada pela Hib, e,
consequentemente, uma queda de 55% no total de meningites bacterianas.

O Sp causa infec¢des nos pulmdes e no ouvido, mas também pode causar
a meningite “pneumocdcica”. Existem varios sorotipos de pneumococos. Indivi-
duos com problemas crénicos de saude ou com o sistema imune enfraquecido
tém risco aumentado de apresentar meningite pneumocécica. A meningite causa-
da pelo Streptococcus pneumoniae ndo é transmitida de pessoa para pessoa,
aguelas que tiveram contato préximo com alguém que tenha meningite pneumo-
cdcica (MP) ndo precisam tomar antibiéticos preventivamente.

A vacina para a MP possui uma eficicia avaliada em torno de 56 e 57% e é
recomendada, em alguns paises, para grupos de risco, além de menores de 2
anos e maiores de 65 anos. Cabe ressaltar que a resposta de criancas menores
de 2 anos a esta vacina é imprevisivel, tendo sido relatados muitos casos de in-
feccBes graves e, até fatais, em criangas previamente vacinadas (SANTOS, et al.,
2009).

A Neisseria meningitidis pode causar doenca em pessoas de todas as ida-
des. E altamente contagiosa e geralmente grave. A transmiss&o ocorre pelo con-
tato da saliva ou goticulas de saliva da pessoa doente com 0s 6rgaos respirato-
rios do individuo saudavel, levando a bactéria para o sistema circulatério aproxi-

madamente cinco dias apds contagio. Pode ocorrer por meio do beijo, do compar-
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tilhamento de alimentos, de bebidas ou de cigarros, assim como por contato pro-
ximo a pessoas infectadas que estejam tossindo ou espirrando. As pessoas que
tiveram contato intimo com a saliva de alguém com meningite causada por este
tipo de bactéria podem necessitar de tratamento preventivo com antibiético para
ndo adoecer. A meningite causada por estas bactérias € chamada “meningococi-
ca”’, e tem grande importancia devido a gravidade do quadro clinico, rapida evolu-

cao e pela possibilidade de causar surtos ou epidemias.

1.2- Meningite Meningococica

A meningite meningococica (MM) é uma enfermidade bacteriana aguda,
causada pela Neisseria meningitidis (meningococo), de ocorréncia mundial, com
variacbes sazonais e epidémicas localizadas, representando de 10% a 40% das
meningites bacterianas.

E a Gnica, dentre estas, que se apresenta de forma epidémica (EBRAHIM,
1997).

E importante ressaltar, entretanto, que a MM esta altamente associada a
fatores sdcio-econémicos, podendo, em paises desenvolvidos, se encontrar taxas
de incidéncia em torno de 1 a 5 casos por 100.000 habitantes, enquanto que, nos
paises em desenvolvimento, esta taxa varia de 10 a 20 por 100.000. Também,
nos paises desenvolvidos, 50 a 60% dos casos ocorrem em criancas de 3 meses
a 5 anos de idade, podendo ocorrer, ainda, em adolescentes e adultos jovens,
com menos de 25 ou 30 anos de idade (TIKHOMIROV et al., 1997).



Tabela 1: Casos confirmados Notificados no Sistema de Informagéo de Agravos

DATASUS

Tecnelogia de Informesao o service do SUS

MENINGITE - Casos confirmados Notificados no Sistema de Informacgdo
de Agravos de Notificacao - Sinan Net

Casos confirmados por Mes 1° Sintoma(s) segundo UF Notificacao

de Notificacao - Sinan Net

Periodo: 2011

UF
Notificagdo | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul Ago | Set | Out | Nov | Dez | Total
TOTAL 1.555 1.409 1.570 1.632 1.670 1.685 1.692 1.598 1.823 1.861 1.709 1.462 19.666
Rondonia S 3 S 9 12 8 6 2 4 2 6 2 (=]
Acre 2 1 3 4 - 3 1 - 3 - - 2 15
Amazonas 13 10 13 9 12 - 11 9 15 14 8 8 126
Roraima - 1 2 2 1 2 - - 3 1 3 - 15
Para K 4 27 34 30 40 38 32 43 30 30 33 15 384
Amapa 2 3 1 2 3 1 - 3 - - - - 15
Tocantins 3 4 6 11 5 3 5 2 10 4 S 8 66
Maranhao 13 10 16 12 16 8 6 15 9 2 10 8 125
Paui 35 38 45 45 39 26 24 30 25 24 30 8 369
Ceara 27 31 52 41 56 53 56 41 24 30 25 11 447
Rio Grande
do Norte 13 16 10 15 15 17 31 12 2 13 8 10 182
Paraiba 7 7 8 2 11 15 21 21 17 13 7 S 134
Pemambuco 75 73 9 80 70 85 61 102 115 137 149 98 1,135
Alagoas 15 14 14 4 9 12 17 17 S 9 6 8 134
Sergipe 2 1 i 2 5 2 5 8 15 7 S 7 63
Bzhia 113 76 54 82 107 103 95 114 144 151 122 140 1341
Minas
Gerais 83 71 92 83 104 96 108 S8 114 122 114 134 1215
Espirito
Santo 13 11 16 27 23 18 19 22 23 21 17 13 223
Rio de
Janeiro 82 84 67 87 97 94 123 105 144 116 119 112 1.230
Sao Paulo 584 551 633 693 670 728 719 586 689 735 653 37 7.778
Parana 130 121 123 155 142 136 88 116 139 120 121 116 1.507
Santa
Catarna 66 53 62 52 51 57 73 63 77 98 69 43 764
Rio Grande
do Sul 138 134 103 88 S0 9 118 123 129 165 113 106 1.406
Mato
Grosso do
Sdl 25 15 20 19 17 20 22 16 16 11 25 15 21
Mato
Grosso 20 11 14 14 15 18 9 15 23 13 21 12 185
Goias 4 31 31 49 45 27 20 17 7 14 25 28 334
Distrito
Federal 17 12 12 15 15 12 22 18 17 9 15 16 180

Fonte: Ministério da Satude/SVS - Sistema de Informagdo de Agravos de Notfficag3o - Sinan Net
Notas:
Ex:hdos casos ndo residentes no Brasi.
2 niodos Disponiveis ou periodo - Commespondem aos anos de notificag3o dos casos.
3) Padt:sub\br dados epidemioldgicos de um determinado ano selecione na inha a varidvel de interesse, na Coluna
Ano 105
s'morras:&m Periodos Disponiveis assinale o ano inicial da série e todos os posteriores até o ano atual (p/ inchuir
casos not
com atraso) e em Selegdes Disponiveis assinale os anos dos 19s sintormas (ex: n® de casos com inicio de sintomas
2007: selecione
na linha UF de residéncia, na Coluna Ano de 10s sintomas, em Periodos disponiveis 2007 até o ano atual e em
Selegdes assinale Ano
de 19s sintomas 2007).
4) Para cakulbo da incidéncia utiize locais de residéncia.
5) Dados de 2008 atuakzados em 27/03/2010.
#2004 s3ude gov.brsinanwetitabnettabnet Zsinannet/meningtiebases meninbmet. def

Fonte: http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/, acessada dia 30/03/2012.
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De acordo com os dados obtidos no banco virtual de notificacdes de doen-
cas federal do Brasil, o DataSUS, em 2009, a Bahia viveu um surto da doenca,
com 1.511 casos e 152 mortes. Durante 2010, 3.173 pessoas foram internadas no
pais por infeccdo meningococica e em 2011 foram confirmados 2.749 casos, sen-
do que destes, 576 vieram a Obito.

Ainda em consulta a estes dados, a tabela acima mostra a distribuicdo da
doenca, no Brasil em 2011, sendo que os estados mais acometidos pela doenca
séo: Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Bahia, Rio de Janeiro e Minas Gerais
(DataSUS, http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/, acessado dia 30/03/2012).

1.3- Fisiopatologia

Na meningite bacteriana, as bactérias atingem as meninges por uma das
duas vias principais: corrente sanguinea ou contato direto entre as meninges e a
cavidade nasal ou apele. Uma vez que as bactérias entraram na corrente
sanguinea, elas entram no espaco subaracnoideo em lugares onde a barreira
cérebro-sangue é vulneravel, como o plexo cordide. A meningite ocorre em 25%
dos recém-nascidos com infec¢cbes da corrente sanguinea; este fenémeno é
menos comum em adultos. A contaminacdo direta do liquido cefalorraquidiano
pode surgir a partir de dispositivos de longa permanéncia, fraturas de cranio, ou
infeccbes da nasofaringe ou nasais; ocasionalmente, defeitos congénitos da dura-
mater podem ser identificados (KRENTZ et al., 2005).

A inflamacdo em grande escala que ocorre no espago
subaracnoide durante a meningite ndo € um resultado direto de uma infeccéo
bacteriana, mas pode ser largamente atribuida a resposta do sistema imunitario a
entrada de bactérias no sistema nervoso central. Quando 0os componentes da
membrana celular bacteriana séo identificados pelas células do sistema
imunoldgico do cérebro (astrécitos e microglia), eles respondem com liberagcéo de
grandes quantidades de citocinas, agentes mediadores que recrutam outras
células do sistema imunolégico e estimulam outros tecidos para participar em
uma resposta imune .

A Dbarreira sangue-cérebro se torna mais permeavel, levando ao

edema "vasogénico" cerebral (inchaco do cérebro devido a uma fuga de liquido
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dos vasos sanguineos). Um grande numero de células brancas do sangue entram
no liquido cefalorraquidiano, o que provoca inflamac¢éo das meninges e leva ao
edema "intersticial* (inchaco devido ao fluido entre as células). Além disso, as
paredes dos proprios vasos sanguineos ficam inflamadas (vasculite cerebral), o
que leva a uma diminuicdo do fluxo sanguineo e a um terceiro tipo de edema, o
edema "citotoxico". As trés formas de edema cerebral conduzem a um aumento
da pressdo intracraniana, juntamente com a baixa pressdo arterial,
frequentemente encontrada na infec¢cdo aguda, torna mais dificil para o sangue
entrar no cérebro, de tal forma que as células do cérebro sao privadas de oxigénio
e sofrem apoptose (FOCACCIA et al.; 2002).

2- Sintomas

Os sintomas mais comum séo: febre, pescoco dolorido, dor de garganta,
pequenas manchas vermelhas na pele, vomito e convulsdes. Em adultos, a dor de
cabeca ocorre em quase 90% dos casos de meningite bacteriana, seguida
pela rigidez de nuca (incapacidade de flexionar o pescoco para a frente de forma
passiva, devido ao aumento dotdnus muscular e rigidez). Outros sinais
comumente associados a meningite incluem fotofobia, intolerancia a luz,
fonofobia, e intolerancia a ruidos altos. Nas criancas com menos de 2 anos, a
meningite causa habitualmente febre, vomitos, irritabilidade, convulsées, proble-
mas para comer e choro de um tom muito agudo. A pele sobre a fontanela (a zo-
na mole entre os 0ssos do cranio) fica tensa e a fontanela pode fazer saliéncia. O
fluxo de liquido a volta do cérebro pode ver-se bloqueado, fazendo com que o
cranio aumente (hidrocefalia). Ao contrario da crianca mais velha ou do adulto,
uma crianga com menos de 1 ano pode ndo apresentar rigidez do pescogo (rigi-
dez da nuca).

A meningite meningococica pode ser diferenciada de um outro tipo de
meningite pela presenca de erupgbes irregulares ou manchas vermelhas
(petéquias) no tronco, extremidades inferiores, membranas da mucosas
conjuntiva e nas palmas das méaos ou solas dos pés. A erupgcdo cutanea é
geralmente nado-branqueavel: o vermelho ndo desaparece quando pressionado

com um dedo ou um copo de vidro. Embora estas erup¢gbes ndo estejam
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necessariamente presente na meningite meningocécica, elas sdo relativamente
especificas para a doenca, mas, no entanto, ocorrem ocasionalmente em
meningite causada por outras bactérias.

A sindrome de Waterhouse-Friderichsen, uma infeccdo de evolucédo rapida
e catastrofica, é causada pela Neisseria meningitidis; produz diarréia grave, vomi-
tos, convulsdes, hemorragias internas, hipotensao, choque e, frequentemente, a

morte.

3- Diagnéstico

Considerando o fato de que a meningite bacteriana (principalmente quando
provocada pela Neisseria meningitidis) pode levar a morte em poucas horas, se
faz necessaria a atencdo medica imediata. A observacdo do paciente e 0 exame
fisico, principalmente se este apresentar febre inexplicavel, se estiver irritavel ou
mais sonolento que de costume (no caso de criangas com até 2 anos), se recusar
a alimentacao, tiver vomitos, convulses e apresentar rigidez da nuca ou a pre-
senca de erupgdes cutaneas, € de extrema importancia. Se o médico suspeitar de
que se possa tratar de uma meningite bacteriana, o paciente € geralmente tratado
com antibidticos inclusive antes de se ter os resultados da analise.

Sendo assim, quando se estabelece a suspeita da meningite deve-se de-
terminar rapidamente qual o tipo do agente etiolégico que pode estar provocando
a infeccdo. Sao muitas as causas possiveis e o tratamento é diferente para cada
uma delas (SCHELD et al., 1999; GRAY et al., 1992).

O diagnostico definitivo da doenca meningocdcica € estabelecido pelo iso-
lamento bacteriolégico e identificacdo de N. meningitidis de liquidos bioldgicos
habitualmente estéreis, como sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR) e outros,
como o liquido sinovial, pleural ou pericardico. O LCR e o0 sangue constituem-se
nas principais fontes de cultivo positivo para meningococo, desde que coletados
antes da administracdo de antibidticos.

Com isso, o teste mais importante para identificar ou descartar a meningite
€ a analise do liquido cefalorraquidiano por meio de puncao lombar (PL). O teste
é realizado inserido uma agulha fina entre duas vértebras na parte inferior da co-

luna vertebral para recolher uma amostra de liquido cefalorraquidiano da zona
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exatamente abaixo da medula espinhal. Depois se examina o liquido ao micros-
copio para a sua cultura e identificacdo. A cultura de bactérias pode ser avaliada
frente a susceptibilidade a diferentes antibioticos (antibiograma). A dosagem de
carboidratos, proteinas e glébulos brancos no liquido cefalorraquidiano pode con-

tribuir para a determinacgao do tipo de infeccéo.

Figura 2: Puncéo lombar

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Meningite, acessada no dia 06/04/2012.

No entanto, a puncdo lombar esta contra-indicada se houver uma massa
no cérebro (tumor ou abcesso) ou elevacdo na pressao intracraniana (PIC), pois
pode levar a uma herniacdo cerebral. Se o risco ocorrer, uma tomografia
computadorizada (TC) ou uma ressonancia magnética (RM) podem ser
recomendadas antes da puncéo lombar. Isto aplica-se a 45% dos casos entre 0s
adultos. Se a TC ou a RM é necessaria antes da PL, ou a PL se revelar dificil,
orientacdes profissionais sugerem que antibioticos devem ser administrados
primeiro para evitar atrasos no tratamento (SOTOLONGO, 1995; GRAY et al.,
1992).

Nas formas graves de meningite, a monitorizacdo dos eletrélitos no sangue
pode ser importante. A hiponatremia € comum na meningite bacteriana, devido a
uma combinacédo de fatores, incluindo a desidratacéo, a excrecdo inadequada do
horménio antidiurético (SIADH), ou administracdo excessivamente agressiva de
fluidos intravenosos.

Os testes realizados para diagndéstico da meningite sdo evasivos, caros e
demorados, levando em consideracao a gravidade da doenca.

Muitos estudos sdo voltados para o desenvolvimento dos eletrodos

guimicamente modificados com filmes poliméricos, visando o desenvolvimento
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dos biossensores eletroquimicos para diagnéstico de doencas.

4- Eletrodos Modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) surge em 1975 com
Murray e colaboradores, sendo que esta modificacdo da superficie objetiva pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucéo,
como forma de alterar sua reatividade e seletividade, ampliando o desenvolvimen-
to de eletrodos para varios fins e aplicacdes (PEREIRA et al., 2002). Ha varias
vantagens para os EQM'’s, entre estas se destacam:

e As interacdes seletivas e pré-concentracdo de um analito na camada
modificadora;

e Eletrocatélise de reacdes redox de um analito com transferéncia len-
ta de elétrons sobre o eletrodo base;

e Permisseletividade com uso de membranas para inibir interferentes
eletroativos;

e Deteccdo eletroguimica de analitos ibnicos ndo-redox;

e A incorporacdo de biomoléculas, oligonucleotideos, produtos de
PCR, enzimas, antigenos ou anticorpos, para a construcédo de bios-
sensores.

Com a utilizacdo de EQM a sensibilidade e seletividade de uma determina-
cdo analitica devem aumentar, justificando seu emprego (GOTHEIF 2000, FINOT
et al., 2000).

A escolha do material que sofrera a modificacéo, o eletrodo de trabalho ou
base, € um aspecto muito importante para preparacdo de um EQM. Esta matriz
deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser ade-
quada para o método de imobilizacdo selecionado. Entre os materiais convencio-
nais podemos citar ouro, platina, carbono vitreo e mercurio, na forma de filmes,
fibras de carbono, pasta de carbono, carbono grafite, carbono reticulado, material

plastico condutor e vidros condutores (GALLI et al., 2006).
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5- Filmes Poliméricos

Polimeros sdo compostos de origem natural ou sintética com alta massa
molar, formados pela repeticdo de um grande numero de unidades quimicas
chamadas mondémeras (AKCELRUD, 2007). Eles atuam como agentes modifica-
dores da superficie do eletrodo, alterando a reatividade, seletividade e sensibili-
dade, parametros que os tornam muito atrativos a amplas aplicacbes, especial-
mente na area de produ¢do de novos materiais.

Polimeros contendo elétrons n apresentam propriedades eletrdnicas néo
usuais tais como condutividade elétrica, baixa energia de transi¢cdo 6ptica, baixo
potencial de ionizacdo e elevada afinidade eletrdnica. Estes polimeros podem ser
chamados de “metais sintéticos”, pois sao polimeros policonjugados com proprie-
dades eletrbnicas (magnéticas, condutoras e Opticas) similares as dos metais,
mas mantém as propriedades convencionais dos polimeros organicos. No come-
¢co dos anos 70, Shirakawa e Ikeda (1974) demonstraram a possibilidade de pre-
parar filmes auto-suportados de poliacetileno pela polimerizacéo direta do acetile-
no, mas somente em 1977, quando Shirakawa e colaboradores (SHIRAKAWA et
al., 1977) descobriram que, tratando o poliacetileno com acido ou base de Lewis,
era possivel aumentar a condutividade em até 13 ordens de grandeza. Esses pro-
cessos envolviam a remocdo ou adicdo de elétrons da cadeia polimérica (dopa-
gem). A condutividade resulta de oxidacdo (dopagem p) ou reducao (dopagem n),
em que é gerada uma carga em sua estrutura de cadeia, que deve possuir insatu-
racBes ou anéis aromaticos, sendo os elétrons © de duplas ligacdes responsaveis
pela condutividade (ATKINS & JONES, 2006). Em ambos os casos a dopagem é
aleatdria e ndo altera a estrutura do material. A interacdo impureza-cadeia gera
deformagdes e “defeitos carregados” localizados, responsaveis pelo aumento na
condutividade (GENES et al., 1987).

Desde a publicacdo do trabalho de Shirakawa e colaboradores
(SHIRAKAWA et al., 1977), houve um crescimento significativo da pesquisa sobre
estruturas poliméricas conjugadas, levando ao desenvolvimento de novas classes
de polimeros condutores. Polimeros condutores como a polianilina, poliacetileno e

polipirrol foram extensamente estudados. Ha relatos de que um octamero de ani-
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lina foi produzido por Letheby em 1862 (SHIRAKAWA et al., 1977, FROMER &
CHANCE, 1986). Sendo suas aplicagbes diversas, tais como: recobrimento de
metais, sensores eletroquimicos, polimeros emissores de luz, telas de aparelhos
eletronicos, musculos artificiais, etc.

A preparacdo de polimeros por meio de métodos eletroquimicos hoje é
muito utilizada, pois apresenta grande reprodutibilidade e metodologia simples,
podendo ser realizada a temperatura ambiente. A espessura do filme pode ser
controlada pela variacdo de potencial ou corrente versus tempo ou por meio da
variacdo do numero e/ou velocidade de varreduras de potencial (MOSCONE et
al., 1992).

Existe uma grande variedade de materiais utilizados na construcéo dos fil-
mes poliméricos e estes permitem a imobilizacdo de espécies ativas, bloqueando
interferentes e aumentando a transferéncia de elétrons e a seletividade.

Os aminofendis sdo compostos promissores em estudos eletroquimicos,
uma vez que esses compostos apresentam dois grupos substituintes diferentes
no anel aromatico, 0s quais sao quimica e eletroquimicamente ativos (-NH, e —
OH), portanto, podem apresentar comportamento eletroquimico semelhante ao da
anilina ou do fenol (YANG et al., 1992, GATTRELL et al.,1992). Durante o proces-
so de sintese de polimeros, os mondémeros sdo oxidados para formarem cations,
e em seguida reagem formando oligdmeros que se depositam na superficie de um
eletrodo na forma de polimeros (PENG et al., 2008). Hawley e Adams (HAWLEY
et al., 1965) sugeriram que a eletrooxidacdo do 4-aminofenol envolve a saida de
dois elétrons e dois prétons, produzindo a quinoneimina, e em uma préxima etapa
ocorre hidrolise produzindo a 4-benzoquinona. Os autores sugerem também que
uma segunda reacdo quimica entre a 4-benzoquinona e 4-aminofenol se torna
importante & medida que o valor de pH aumenta, tornando possivel a ocorréncia
de reacao de acoplamento 1,4 e a geracdo de filme sobre a superficie do eletrodo
(MENEZES et al., 2006).
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Figura 3: Reacgao de eletrooxidagdo do 4-aminofenol

Os eletrodos quimicamente modificados com polimeros podem ser usados
em interacOes seletivas, pré-concentracdo, eletrocatalise e incorporacdo de bio-
moléculas, visando o desenvolvimento de biossensores, permisseletividade, de-
teccao eletroquimica e incorporacdo de monocamadas, contribuindo para o au-
mento da sensibilidade e seletividade de medidas analiticas (GOTHELF 2000;
FINOT et al., 2000).

Derivados de monémeros aromaticos eletrodepositados em eletrodos con-
dutores tém sido descritos na literatura. Dentre eles estdo o estudo de eletropoli-
merizacdo dos filmes poliméricos derivados dos monémeros 4-aminofenol
(VIEIRA et al., 2006) e 3-aminofenol (FRANCO et al., 2008), a imobilizagdo de
bases nitrogenadas do DNA sobre os aminofendis (FRANCO et al., 2008;
FERREIRA et al., 2007; FERREIRA et al., 2008), e 4-metoxi-fenitilamida (SILVA
et al., 2008), estudo da eletropolimerizagcéo e imobilizacdo de estruturas de DNA
utilizando 4-hidroxi-fenilacético (SILVA et al., 2009) e 3-hidroxi-fenilacético
(OLIVEIRA et al., 2010).

Filmes poliméricos derivados do monémero 4-aminofenol eletrodepositados
sobre a superficie de grafite apresentam caracteristicas favoraveis no desenvol-

vimento de biossensores.

6- Biossensores

Os biossensores, ou sensores bioldgicos, sdo dispositivos capazes de re-

conhecer analiticamente elementos de origem biolégica. Estes dispositivos sao
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dotados de uma sonda (uma biomolécula de reconhecimento) e um transdutor
fisico-quimico, e tém a finalidade de determinar a presenca, atividade e concen-
tracdo de um analito em uma solucéo, o que torna possivel sua aplicacdo em di-
versos setores industriais e médicos (THEVENOT et al., 2001).

Assim um biossensor pode ser definido como um dispositivo capaz de for-
necer informacao analitica quantitativa ou qualitativa em uma determinada amos-
tra, usando materiais bioldgicos (antigenos, anticorpos, enzimas, lipossomos, aci-
dos nucléicos, células ou tecidos e organelas, entre outros) para detectar o analito
correspondente (espécie quimica ou biologica). O elemento biolégico é fixado (i-
mobilizado) a um elemento de transducéo, que converte o sinal da reacdo biologi-
ca ou bioquimica em um sinal elétrico passivel de ser quantificado. Este sinal po-
de ser resultante de alteracbes na concentracao de proétons, liberacdo ou capta-
cdo de gases, calor, massa, absorbancia, condutancia ou transferéncia de elé-
trons (TARLEY et al., 2005).

Tais dispositivos sdo importantes ferramentas analiticas usadas para diag-
néstico clinico (NAMBIAR et al., 2011), na detec¢do de farmacos, residuos ambi-
entais (SANVICENS et al.,, 2011), controle e qualidade de &agua e alimentos
(COSNIER, 2003), controle de doencas, industria de bebidas, dentre outras
(CASTILHO et al., 2004). Apresentam diversas vantagens sobre os métodos exis-
tentes, tais como: baixo custo, elevada seletividade e sensibilidade, pode passar
por um processo de miniaturizagdo, (NAMBIAR et al., 2011) e capacidade de de-
teccdo em tempo real, 0 que é desejado na analise clinica e biomédica, realizando
testes préximos aos pacientes, usando pouco volume de amostra e de resposta
rapida (TYMECKI et al., 2006, CHEN et al., 2005).
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Figura 4: Esquema representativo de um biossensor.

Os biossensores séo classificados de acordo com o analito a ser detecta-
do. Biossensores baseados em DNA recebem a classificacdo de genossensores,
e sdo dispositivos constituidos de oligonucleotideos, produtos de PCR ou DNA
imobilizados na superficie e conectados a um transdutor. Esse tipo de biossensor
pode detectar a presenca de genes especificos ou genes mutantes associados a
doencas humanas hereditarias (MURPHY, 2006).

O comportamento eletroquimico do DNA e os efeitos de sua adsorcdo so-
bre diversos tipos de eletrodos vém sendo pesquisados ha quase 40 anos.

Métodos convencionais para andlise de sequéncias génicas especificas
sdo baseados tanto no sequenciamento direto quanto na hibridizacdo do DNA.
Por causa da sua simplicidade, a técnica de hibridizacdo € a mais comumente
usada nos diagnésticos laboratoriais em relacdo ao método de sequenciamento
direto.

Na hibridizacdo do DNA, a sequéncia génica alvo é identificada por uma
sonda de DNA complementar. Sondas de DNA sao fragmentos de DNA, produtos
de PCR ou oligonucleotideos. Na hibridizagdo do DNA o reconhecimento da fita
complementar (Figura 5) € altamente eficiente e especifico na presenca de uma

mistura de diferentes acidos nucléicos ndo-complementares.
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Figura 5: Esquema de dupla fita de DNA.
Fonte:http://www.biologando.com.br/corpo-humano/estrutura-do-dna/,acessada
dia 12/04/2012.

Sensores eletroquimicos de DNA sdo promissores para analise de acidos
nucléicos, por causa de sua rapidez de resposta, alta sensibilidade e baixo custo.
Esta técnica utiliza sequéncias de DNA imobilizada na superficie do sensor como
elemento de reconhecimento e sequéncias de hibridizacdo especificas podem ser
monitorados e analisados (SILVA et al., 2008).

Os genossensores aparecem como uma vertente de sensores que se des-
tacam por serem diretos, de rapido resultado e muitas vezes dispensarem 0 uso
de mediadores, convertendo diretamente a hibridizacdo em sinal elétrico. Isso se
deve ao fato de o material genético apresenta atividade eletroquimica e, em con-
junto, com filmes condutores apropriados revelam resultados interessantes
(PENG et al., 2008).

Os sensores usados na deteccdo de material genético do virus da imuno-
deficiéncia adquirida (HIV) (NIU et al., 2006), do virus do papiloma humano (HPV)
(NASIRIZADEH et al., 2011) e também da bactéria, M. leprae, causadora da han-

seniase (AFONSO et al., 2010), sdo alguns genossensores encontrados na litera-
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tura, os quais utilizam métodos de transducao eletroquimica.

hibridizagado

Figura 6: Esquema de hibridizacdo
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Figura 7: Esquema de um Biossensor de DNA
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7- Transdutores Eletroquimicos

Os transdutores eletroquimicos sdo os mais frequentemente usados em bi-
ossensores e se baseiam no fato de que durante o processo de bio-interacéo,
espécies eletroquimicas (elétrons) sdo consumidas ou geradas, produzindo um
sinal eletroquimico, e 0 modo de transducdo desse sinal torna importante o co-
nhecimento da técnica a ser usada (GERARD et al., 2002).

Estudos de processos de oxidacao e reducdo em varios meios, de adsor-
cdo em superficies e de mecanismo de transferéncia de elétrons, inclusive com a
utilizacao de eletrodos modificados, exemplificam algumas das numerosas aplica-
cOes atuais das chamadas técnicas eletroanaliticas. Uma de suas mais importan-
tes caracteristicas relaciona-se ao fato destas técnicas possibilitarem o estabele-
cimento de relacdes diretas entre a concentracdo do analito e alguma propriedade
elétrica como corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou carga (TURNER et
al., 1987).

8- Procedimentos convencionais de imobilizacdo das biomoléculas

O sensor bioldgico se integra ao transdutor de trés formas:
e Preso a uma membrana que é fixada na superficie do transdutor;
e Adsorvido na superficie do transdutor (adsorcéo fisica e aprisiona-
mento),
e Ligado por meio de ligagdes covalentes diretamente ao transdutor
(ligacéo cruzada e ligacéo covalente) (LEI et al., 2006).

O reconhecimento de moléculas incorporadas apresenta um elevado nivel
de seletividade, mas é vulneravel a condi¢cdes extremas de variacdo de tempera-
tura, pH e forca ibnica. Moléculas bioldgicas tais como enzimas, anticorpos, DNA,
etc., podem ser fixadas em uma matriz. A atividade de moléculas imobilizadas
depende da area superficial, porosidade, carater hidrofilico da matriz imobilizada,
condi¢bes de reacdo e metodologia escolhida para a imobilizacao.

As técnicas de imobilizacdo de materiais mais utilizadas para desenho e

desenvolvimento de biossensores séo: adsorcédo fisica, aprisionamento, ligacédo
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cruzada e ligacéo covalente, descritas abaixo:

Adsorcéo fisica: Técnica que retém a biomolécula que se deseja imobili-
zar nas proximidades da superficie do transdutor, usando para isto membranas,
tais como: silica gel, celulose, polimeros, etc. As forcas de ligacdo séo principal-
mente devidas a ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e formagéao de
sitios complexos de transferéncia de elétrons (SHARMA, et al., 2003).

A carga do filme polimérico pode ser positiva ou negativa, dependendo da
sua natureza e do pH do meio (AHUJA et al.2007). Sendo assim, existe a possibi-
lidade de se escolher o melhor polimero para adequar a interacdo biomolécu-
la/polimero e propiciar uma interacéo fisica. As vantagens desta técnica sdo: au-
séncia de modificacdo da biomolécula (RAMANATHAN et al., 1996), baixo custo e
possibilidade de regeneracdo da matriz. Entretanto, como desvantagem deste
processo, a forca de interagdo biomolécula/polimero é susceptivel a mudanca de
pH, temperatura e forca idnica do meio (DESHPANDE et al, 1993,
RAMANATHAN et al., 2000).

Figura 8: Técnica de imobilizacdo de biomolécula (B) para desenvolvimento de
biossensores: Adsorgéo fisica.

Aprisionamento ou oclusdo: Método que envolve a polimerizacdo con-
comitante a imobilizacdo da biomolécula, ou seja, aplicacdo de um potencial a-
propriado no eletrodo de trabalho, imerso em uma solu¢cdo aguosa contendo mo-
léculas do material biolégico de interesse e do mondmero. O material biolégico
presente nas vizinhancas da superficie do eletrodo é entdo incorporado durante o
crescimento do polimero. Na adicdo, o “aprisionamento” ocorre sem reagao qui-
mica que possa afetar a atividade do material (AHUJA et al., 2007).

A vantagem da polimerizacdo eletroquimica é que o filme pode ser prepa-
rado facilmente em um rapido procedimento. Neste método € possivel controlar a

espessura da camada polimérica com base na medida de carga elétrica durante a
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polimerizacéo eletroquimica. A interacdo polimero/biomolécula é maxima e a bio-
molécula se localiza muito proxima ao transdutor (GAMBHIR et al., 2001). Outra
vantagem é a possibilidade de gerar um polimero cobrindo parte da superficie de
um eletrodo de geometria complexa, apresentando um baixo custo. Como des-
vantagem, esta técnica apresenta uma alta barreira de difusdo, dificultando a a-
proximacdo do analito e a interagdo com a sonda (YING-SING et al.,, 2000,
COSNIER et al.,1999).

1@

L~

Figura 9: Técnica de imobilizacdo de biomolécula (B) para desenvolvimento de

biossensores: Aprisionamento

Ligagcado cruzada: Técnica onde se usa um reagente bifuncional, como glu-
taraldeido, ou multi-funcional, como hexametileno di-isocianato, para imobilizacédo
da molécula em varios tipos de suportes sélidos (GIL et al., 1999). Ao usar esta
técnica é necessario que haja preocupacdo com a acessibilidade ao componente
bioativo.

A vantagem de seu uso é que a perda do componente biol6gico € minima,
uma vez que a escolha do agente bifuncional se apoia na afinidade deste com os
grupamentos da biomolécula. O custo envolvido € relativamente moderado
(NIKOLELIS et al., 1998; WILSON et al.,1992). Como séo utilizados materiais rea-
tivos, existe risco de que a biomolécula se torne inativa, sendo esta sua desvan-
tagem (CHAUBEY et al., 2000).
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Figura 10: Técnica de imobilizagdo de biomolécula (B) para desenvolvimento de

biossensores: Ligacdo cruzada.

Ligacdo Covalente: Esta técnica € efetuada através da ligacdo entre gru-
pos funcionais da molécula biolégica de interesse, e uma matriz de suporte.
(SHARMA et al., 2003) Como matriz de suporte é comum usar filmes poliméricos,
0s quais podem ser eletropolimerizados sob condi¢cdes (solvente organico, altos
valores de potenciais para o processo de polimerizacdo) que normalmente causa-
riam danos as biomoléculas. Além disso, a ligacdo covalente entre a biomolécula
e o polimero funcionalizado pode ser feita em solugcdo tampao aquosa contendo
aditivos e estabilizadores, os quais preservam a atividade catalitica e/ou as pro-
priedades de reconhecimento das biomoléculas (COSNIER et al.,1999).

Esta técnica apresenta como vantagem a baixa resisténcia difusional e a
maior estabilidade do sensor, ao passo que a desvantagem vem do fato de que a
matriz de suporte ndo é regeneravel (GERARD et al. 2002; BARTLETT et al.
1993).

O @
S

Figura 11: Técnica de imobilizacdo de biomolécula (B) para desenvolvimento de

biossensores: Ligacao covalente.
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9- Mediadores utilizados para deteccgéo indireta.

As técnicas de deteccao do alvo complementar podem ser diretas ou indi-
retas. Nas técnicas indiretas séo utilizados mediadores ou intercaladores eletro-
quimicamente ativos no intuito de melhorar a seletividade e a sensibilidade de tais
sensores.

O brometo de etideo (BE) € um composto derivado da fenantridina, e muito
utilizado em laboratérios de biologia molecular para corar acidos nucléicos, pois
quando intercalado a estrutura de DNA, se torna fluorescente sob luz ultravioleta,
além de aumentar a resposta de corrente em analises eletroanaliticas. Desta ma-
neira, este composto pode ser usado como mediador, apesar de apresentar um
elevado potencial mutagénico e carcinogénico.

O BE é capaz de ligar com oligonucleotideos apés a hibridizacao por inter-
calac@es entre os pares de base da estrutura da dupla hélice do DNA. Estudos de
voltametria ciclica do BE em tampao fosfato geraram uma onda anddica em 0,67
V (vs. Ag / AgCI) (WANG et al., 2008; OLIVEIRA et al.,2010).

Figura 12: (A) Estrutura da estrutura do BE; (B) Esquema de como acontece a
intercalagéo do BE no DNA.

Fonte: LIFE: THE SCIENCE OF BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 11.7 Base
Pairing in DNA is Complementary, 2004, Dinaver Associates, Inc. and W.H. Free-

man e Co.
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O azul de metileno (AM) é um corante organico redox fenotiazinico desco-
berto por Heinrich Caro em 1876, que inicialmente ganhou prestigio como corante
citolégico e como indicador de 6xido-reducdo. Devido as suas propriedades foto-
quimicas, tém sido desenvolvidos estudos visando sua aplicacdo na inativacéo de
bactérias e virus, em células fotogalvanicas e, mais recentemente, na preparacao
de eletrodos quimicamente modificados (SCOTTI et al, 2006; OLIVEIRA et al.,
2010).
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Figura 13: Esquema da intercalacdo do AM ao DNA, juntamente com sua estrutu-

ra.
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Abstract

A novel DNA electrochemical biosensor to detection of bacterial meningitis,
a worldwide endemic human disease, was investigated and is reported in this
paper. This device is based in the use as molecular probe of specific DNA
fragments of the genome of the bacteria Neisseria meningitidis, incorporated onto
graphite electrode modified with poly(4-aminophenol). In this device, the presence
of a complementary specific DNA sequence was evaluated monitoring the DNA
hybridization reaction by differential pulse voltammetry, using an electroactive
intercalator ethidium bromide as hybridization indicator. The proposed DNA
biosensor showed that complementary oligonucleotide (NM2) could be quantified
with a low detection limit (1.4 x 10 ° mol.L™, S/N=3) and good linearity (R=0.995).
In addition, the biosensor showed high selectivity, discriminating non-specific
targets and retaining more than 90% of its original activity, after 120 days of

storage.

Resumo

Um novo biossensor eletroquimico de DNA para a detec¢do da meningite
bacteriana, doenca esta endémica em todo mundo, foi investigado e é relatado
neste artigo. Este dispositivo baseia-se na utilizacao de fragmentos especificos de
DNA do genoma da bactéria Neisseria meningitidis como sonda, incorporados em
eletrodos de grafite modificada com poli (4-aminofenol). Neste dispositivo foi ava-
liado a presenca de uma sequéncia de DNA complementar especifica, monitori-
zando a reacao de hibridacdo do DNA por voltametria de pulso diferencial, utili-
zando o intercalador eletroativo brometo de etidio como indicador de hibridacéo.
O biossensor de DNA mostrou que o oligonucle6tido complementar (NM2) pode
ser quantificado com um baixo limite de deteccdo (1,4x10™° mol.L™, S/N = 3) com
uma boa linearidade (R = 0,995). Além disso, 0 biossensor mostrou uma elevada
seletividade, discriminando alvos néo especificos e retendo mais do que 90% da

sua atividade original, apos 120 dias de armazenamento.

Keywords: biosensor, meningitidis, modified electrode, poly(4-aminophenol)
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1. Introduction

Recent studies have pointed out that human meningitis caused by Neisseria
meningitidis, has been characterized as a worldwide endemic disease, which has
shown significant numbers of severe clinical cases with potential to cause large
epidemics and devastating septicemia (Serruto et al., 2012, Daoud et al., 2005).

Safadi and collaborators (Safadi et al., 2006) noted that about 500,000 cas-
es of invasive meningococcal disease occur each year, taking about 60,000 pa-
tients with permanent sequelae, resulting in over 50,000 deaths. It is known that
many of these serious cases could be prevented by prior diagnosis, given that the
treatment in latent stages has shown encouraging results.

Infection of the meninges in humans has the main etiological agent bacteria
N. meningitis, mostly found in the naso-oropharyngeal mucosa, which can be
transmitted by direct contact or by droplets (Patel et al., 2010). During transmis-
sion, the bacteria reach the meninges by two diferent ways: through the blood-
stream, or by direct contact between the meninges and the nasal cavity or the
skin. Since the bacteria into the bloodstream, they enter the subarachnoid
space in the places where the blood-brain barrier is vulnerable. Inflammation oc-
curs in large scale in the subarachnoid space andis not a direct result of
a bacterial infection butcan be largely attributedto the immune re-
sponse to bacteria from entering the central nervous system (Krentz et al., 2005).
Some of the determinants of invasiveness of the bacteria include nasopharyngeal
mucosal damage in colonized individuals, virulence of the strains, absence of bac-
tericidal antibodies, and deficiencies of the complement system (Almeida-
Gonzalez et al., 2004).

Meningitis is diagnosed using a technique called lumbar puncture, which in-
volves inserting a needle into the spinal column to extract a sample of cerebrospi-
nal fluid that envelops the brain and spinal cord. Meningitis can also be diagnosed
by latex agglutination, test X-ray, computed tomography, magnetic resonance,
staining immunological Gram, biochemical tests, polymerase chain reaction and
others (Surinder et al., 2007, Richardson et al., 2003; Atobe et al., 2000; Bennett
et al., 2004; Gray and Fedorko, 1992).

The detection of DNA using biosensors has great value in the diagnosis of
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several viral diseases, bacterial and even cancer. Thus, researches on
genosensors have great significance in development of technologies that perform
diagnostics rapid, precise and simplified (Teles et al, 2008). An electrochemical
sensor for DNA or genosensor is a promising technique for nucleic acid analysis
because of its fast response, high sensitivity and low cost. This technique uses
DNA sequences immobilized on the sensor surface as a recognition factor and
sequence  specific  hybridization can be monitored and  ana-
lyzed (Silva et al., 2008). This signal can be direct, produced by nucleotides oxi-
dation of DNA probe (Liu et al., 2010) or indirect, using a indicator of the hybridiza-
tion process (Chen et al., 2009, Niu et al., 2008).

Several genosensors are reported in literature aiming the disease diagno-
sis, for example: detection of human papillomavirus (HPV) (Nasirizadeh et al.,
2011, Dell'Atti et al., 2007) and human immunodeficiency virus (HIV) (Zhang et al.,
2010, Niu et al., 2006) , dengue virus (Silva et al., 2009), Hansen bacillus (Afonso
et al., 2010), and others.

The use of conducting polymeric films has several advantages like modifi-
cation of electrode surfaces with a material that can bind with biomolecules
through functionalizations (Silva, et al, 2009). The aminophenols are promising
compounds for the electrochemical studies since such compounds show two dif-
ferent substituents on the aromatic ring which are chemically and electrochemical-
ly active (-NH; and -OH). Functionalization of carbon electrodes has been reported
in the literature, including electropolymerization studies of polymer films derived
from monomer 4-aminophenol (Vieira et al., 2006) and 3-aminophenol (Franco et
al., 2008), immobilization of nitrogenous bases of DNA on aminophenols (Ferreira
et al., 2008) and 4-methoxy-fenitilamina (Silva et al., 2008), study of the
electropolymerization and immobilization of DNA structures using 4-hydroxy-
phenylacetic acid (Silva et al., 2008; Silva et al., 2009) and 3-hydroxy-phenylacetic
acid (Oliveira et al., 2010).

The electrochemical transducers are most commonly used in biosensors
and are based on the fact that during the process of bio-interaction, electrochemi-
cal species are consumed or generated producing an electrochemical signal
(Gerard et al., 2002). Electrochemical detection of nucleic acids has attracted in-

terest because of the high sensitivity and using relatively inexpensive instruments
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(lost et al., 2011).
The scope of this work is to develop a new biosensor for detection of specif-
ic DNA sequence to meningitis caused by the bacteria Neisseria meningitidis by

direct or indirect electrochemical detection, based on poly (4-aminophenol) matrix.

2. Experimental

2.1. Materials

All reagents used were of analytical grade without previous purification. Ul-
tra high purity water (Millipore Milli-Q system) was used in the preparation of the
solution.

The monomer 4-aminophenol was purchased from Acros Organics, HCIO4
(70%) was obtained from Sigma-Aldrich Chemical and ethidium bromide pur-
chased from Merck KGaA (Germany). For detection studies, phosphate buffer 0.1
mol.L™* (Na;HPO, 0.061 mol.L™, NaH,PO, 0.039 mol.L™ at pH value 7.3) was pre-
pared. All solutions were previously deoxygenated by bubbling N, before utiliza-
tion.

Stock solutions of DNA probe and target were prepared in SSC buffer (so-
dium chloride 0.3 mol.L™, sodium citrate 0.03 mol.L™, both obtained from Sigma-
Aldrich Chemical, USA) at pH value of 7.0 and storage at -12°C.

DNA fragments of the Neisseria meningitidis were synthesized by Alpha
DNA (Canada). DNA fragments have the related sequences: DNA probe (NM1):
5-TGTTGGGCAACCTGATTG-3’; DNA target (NM2): 5'-
ACAACCCGTTGGACTAAC-3; Non-complementary DNA: 5'-
TCTTGTGTCCAGGCATCCCT-3'. The primers were selected based on conserved
aligned regions.

Specific PCR products containing 710 mer (MENv0) for the diagnosis of
meningitis were used as positive control and the PCR product with 277 mer
(DNA,77) as a negative control, both denatured at 98 °C (200 ng diluted in SSC
buffer). The PCR product was visualized in agarose gel stained with ethidium
bromide under UV light. Subsequently, the concentration of dsDNA was measured

by the ultraviolet absorption at 260nm (¢=6600L-mol™". cm™).

41



Amplicon — MEN710 mer (positive control)

TGTTGGGCAACCTGATTGCTTGGTAGCGTAGCTAACGCGTGAAATTGACCGC
CTGGGGAGACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
TCTTGACATGTACGGAATCCTCGGAGACGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCCGTA
ACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT
CTAATGAGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CCTCATGGCCCTTATGACCAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGTACAGA
GGGTAGCCAAGCCGCGAGGCGGAGCCAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCC
GGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAG
GTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTGGGGGATACCAGAAGTAGGTAGGATAACCGCAAGGAGTCC
GCTTACCACGGTATGCTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTT

Amplicon — DNA,77 mer (negative control)

CCGAGGGAGACCAGGAAGATCTGCATGGTGGGAAGGACCTGATGATACAGA
GGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTGACTTTACCATCTGAGGCCACACATCTGC
TGAAATGGAGATAATTAACATCACTAGAAACAGCAAGATGACAATATAATGTC
TAAGTAGTGACATGTTTTTGCACATTTCCAGCCCCTTTAAATATCCACACACAC
AGGAAGCACAAAAGGAAGCACAGAGATCCCTGGGAGAAATGLCCCGGLCGCC
ATCTTGGGTCATCGAT

2.2- Apparatus

The electrochemical studies were performed in a potentiostat from CH
Instruments model 760C using three-compartment or one-compartment cells for
eletrodeposition or detection of biomolecules, respectively. A graphite disk, 6 mm
diameter, was used as working electrode. Platinum plate and silver/silver chloride
(Ag/AgCI, KCI 3.0 mol.L™") electrode were used as counter electrode and reference

electrode, respectively. All experiments were conducted at room temperature.
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2.3- Preparation of poly (4-aminophenol)

Prior to electropolymerization the working electrode was mechanically pol-
ished with alumina (0.3 pum) slurry, ultrasonicated, washed with deionized water
and dried in the air. 4-Aminophenol solution was deaerated with ultra pure nitro-
gen for 45 minutes. The electropolymerization of the monomer 4-aminophenol on
the surface of the graphite electrode happened according to Vieira and collabora-
tors (Vieira et al., 2006). After, the modified electrode was rinsed with deionized

water to remove non-reacting monomers.

2.4- Probe immobilization on graphite electrode modified with poly (4-

aminophenol)

The probe immobilization was carried out by dropping of 18 pL of 0.063x10
*mol.L™* of NM1/probe onto the modified electrodes and dried at room temperature
(25 + 1°C) in a desiccator for 5 minutes. The electrode was immersed for 10s in
phosphate buffer and followed in a 0.5% BSA solution (Bovine Serum Albumin) by

2 hours at 37°C. Then, the electrode was washed in phosphate buffer and dried.

2.5- Hybridization detection

The detection of complementary target (NM2) was performed directly by
monitoring the oxidation peaks of the nitrogen bases or indirectly through the use
of a mediator, which amplifies the signal response. For direct detection of the bio-
logical sensor was dropping of 18 L of 0.189 x10™ mol.L™* NM2 solution and kept
at 55°C for 15 minutes to promote hybridization. After this period the electrodes
were washed in PBS, and dry and reserved. For indirect detection of the hybridi-
zation after adding an aliquot of 18l of a solution of ethidium bromide (1.10° mol
L) for 5 minutes at room temperature, followed by washing with phosphate buffer.
The choice of hybridization temperature was made using the software Gene Run-
ner v3.05, Hastings on Hudson, NY, U.S.A)).

To verify the specificity of the probe 18ul of non-complementary target was
added to the surface of the sensor subjected to the same process of the comple-
mentary target. Detection of complementary target was not done indirectly through
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the use of a mediator.

2.6- Detection of PCR products

The PCR products (MEN710 and DNA277) were denaturated at 98 °C dur-
ing 3 minutes. 15 pL of denatured sample (3.93 x 10® mol.L™") was added onto the
surface of the modified electrode. The electrode was kept at 98°C for 3 minutes, to
assure the maintenance of ssDNA. After that, the modified electrode containing
the probe (ssDNA) was washed by immersion in phosphate buffer, pH 7.4 during 5
seconds and dried with ultra-pure N». 15 pL of complementary target (SSDNA) 3.93
x 10°® mol.L™ was added onto the surface of the modified electrode containing the
probe. The hybridization was carried out at 55°C, during 15 minutes. The detection

of PCR products was performed using ethidium bromide as indicator.

2.7. Stability study

To evaluate the biosensor stability, the modified electrodes containing DNA
probe (NM1) were stored at 8 °C, protected from light and oxygen during 120
days.

2.8- Interference studies

A common substances found in blood were studied for available the possi-
ble interfering effects. 1 mg/dL uric acid (UA), 1mM glutamate (Glut), 1mM glucose
(Glu),1mM alanine (AL), 3.6 mg/dL ascorbic acid (AA). For this study, was add-
ed to the solution of the interferer in the complementary target concentration nor-
mally found in blood, the concentration with respect to the target. All experiments

were conducted at 55°C.
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3. Results and discussion

3.1- Direct detection

The electrochemical oxidation of natural and synthetic nucleic acids has al-
so been widely studied on pyrolytic graphite electrodes, spectroscopic graphite
impregnated with paraffin and glassy carbon (La-Scalea et al, 1999). Graphite
electrodes functionalized with poly (4-aminophenol) present a versatile platform for
the immobilization of nitrogen bases (Brito-Madurro et al., 2007).

Figure 1 shows a direct detection of the oligonucleotide for the meningitis
using graphite electrode modified with poly(4-aminophenol), conduced in triplicate.
The polymer was prepared of according with Vieira and collaborators (Vieira et al.,
2006).
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Figure 1. Differential pulse voltammograms of graphite electrode modified with
poly (4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-corrected), 100 scans, contain-
ing (NM1): before hybridization (a) and after 15 minutes of incubation with com-
plementary target (NM2) (b). Electrolyte: phosphate buffer (0.10 mol L™), pH 7.4.
Modulation amplitude: 0.05mV. Pulse interval: 0.2s; 5mVs™.

The peak in +0.7V is described as intermediate state of oxidation of gua-
nine, 8-oxoguanina (Oliveira-Brett et al. 2000). These intermediate generates a
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complex mixture of products that have not been fully characterized. The 8-
oxoguanine is more easily oxidized than guanine, which has a much higher oxida-
tion potential for the same experimental conditions.

The peaks in +0.98 mV and +1.3 mV are attributed by guanosine and
adenosine respectively. The peak currents of guanine and adenine gradually de-
creased after 15 minutes incubation in phosphate buffer, according to
Oliveira Brett et al. (Oliveira-Brett et al., 2004) reported that during the hybridiza-
tion of oligonucleotides, hydrogen bonds are formed between complementary se-
guences leading to a duplex, inside of which it is more difficult to oxidize the ba-
ses, reducing the peak current oxidation of adenosine and guanosine, after hybrid-
ization. Another reason for the higher current values obtained for single stranded
DNA is that the latter has proximity and a greater degree of adsorption on the elec-
trode surface, because of their, conformational flexibility, facilitating the transfer of
charge between the electrode and the nitrogenous bases (La-Scalea et al, 1999).

3.2- Indirect detection

Ethidium bromide (EB) [(3,8-diamino-5-ethyl-6-phenyl phenatridinium bro-
mide)], is one of the best known intercalate agent, firstly synthesized in 1952 by
Watkins and Woolfe (Watkins et al., 1952). Is largely used to visualize the nucleic
acids through agarose gel electrophoresis, due to the formation of a fluorescent
complex. There is no need of changes on DNA structure, it is a cheap product and
the system can be easily constructed, the intercalation is immediate (Bugs et al.,
2001).

Figure 2 shows a differential pulse voltammograms of indirect detection
of specific oligonucleotide for the etiological agent of meningitis, using ethidium
bromide as indicator.
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Figure 2. Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto graphite
electrode modified with poly (4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-
corrected), 100 scans. Containing NM1/probe: before (a) or after (b) hybridization
complementary target NM2/target Electrolyte: phosphate buffer (0.10 mol.L™), pH
7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s; 5mVs™.

The results showed an increase in the amplitude current signal in the pres-
ence of complementary target, indicating the accumulation of ethidium bromide on
the surface of modified electrode containing duplex. This accumulation indicate the
occurrence of hybridization process that cause the intercalation of the mediator in
the double-stranded DNA, where a hydrophobic aromatic molecule is attracted to
hydrophobic environment nitrogenous bases pairs of DNA from the hydrophilic
aqueous environment (Waring et al., 1974).

3.3- Specificity of biosensor

DNA hybridization is based on the ability of SSDNA to recognize its counter-
part strand with a complementary nucleotide sequence. After modifying the sur-
face of modified electrode with DNA probe (NM1), the specificity of the
bioelectrode was studied by testing its response to oligonucleotides specific for N.

Meningitidis as complementary target or control sequences, non-complementary.
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Figure 3 shows a differential pulse voltammogram using target complemen-
tary sequences: oligonucleotide (NM2), PCR product (MEN~1o pb), as positive con-
trol or non-complementary target sequences: oligonucleotide (NonNM1), PCR
product (DNA277 pb), as negative control for the bacteria Neisseria meningitidis,
in the presence of the ethidium bromide as intercalator.

15,
251
20}
T 10} g
= = i
- 2 15
= 5
10}
O g )
5_
0 - : : : Q 2 05 06 07 08 o0
04 05 06 07 08 03 04 05 06 07 08 09
Potential/V vs. Ag/AgCI Potential/V vs. Ag/AgCl

Figure 3. Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto graphite
electrode modified with poly (4-aminophenol) containing NM1/probe: (A) before
hybridization (a) and after hybridization with non-complementary DNA (NonNM1)
(b). (B) Before hybridization (a) or after hybridization with negative target (DNA277
pb) (b) and positive target (MEN71p pb (c). Electrolyte: phosphate buffer (0.10
mol.L™), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s; 5mVs™,

The bioelectrode poly (4-AMF)/MN1 (probe) discriminate complementary
targets to the non-complementary target, indicating selectivity for system, which
eliminates the possibility of non-specific hybridization.

3.4- Interference study

The biological fluid is a complex solution formed by electroactive species
such as ascorbic acid, uric acid, urea, albumin and other, which may interfere in
the response of biosensor (Jamalet et al., 2009). The selectivity of proposed bio-
sensor was examined for incubation time of 15 min, at the concentration usually

found in the blood, to verified the effect of the same in hybridization process be-
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tween NM1 (probe):NM2 (target), Fig. 4.
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Figure 4. Differential pulse voltammogram of ethidium bromide onto graphite elec-
trode/poly(4-AMP)/NM1 in detection of the target complement in absence (a) or
presence of interferents. ascorbic acid 3.6 mg.dL? (b); glucose 1 mM
(c); glutamate 1 mM (d); alanine 1 mM (e) end uric acid mg.dL™ (f). Electrolyte:
phosphate buffer (0.10 mol.L™), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse inter-

val: 0.2s; 5mVs™. Inset: Selectivity Coefficient of Bioelectrode.

The obtained results indicate that the response of bioelectrode is not signifi-
cantly affected in the presence of interferents, indicating a high selectivity for the
detection of meningitis (Figure 4) confirmed by mean selectivity coefficient (SC).
Selectivity coefficient (SC) of the bioelectrode for each interferent was calculated
using the equation SC = I..i/l;, where I, and I are the bioelectrode response for
NM2 target, in the presence and absence of each interferent, respectively (Saxena
et al., 2011).
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3.5- Eletrochemical biosensor stability

Operational stability may be defined as the retention of activity of biomole-
cules utilized when in use (Gibson, 1999). In order for commercialization of a bio-
sensor to be feasible, it would have good selectivity and stability during storage to
assure reproducibility of measurements. Long-term lifetime is not only beneficial to
biosensor transport and storage but also helps decrease per measurement costs
and presents a critical importance in pharmaceutical and industrial applications
(Rubio-Retama et al., 2005).

The stability study of the biological sensor poly (4-AMF):NM1 is shown in
figure 5. For this graph, the electrodes were allowed to a temperature of 8°C for

120 days. During this time, were performed assays using ethidium bromide.
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Figure 5. Stability study of the biological to oligonucleotide specific for Neisseria

meningitidis.

The genosensor remained 93% its initial value after 120 days of storage, by
indirect detection using ethidium bromide as an indicator of the hybridization pro-
cess. The high operational stability of the produced biosensor makes the measure

more reproductive and allows its commercial use.
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3.6- Calibration curve

The sensitivity of genossensor was evaluated using different concentrations
of complementary target (NM2) by differential pulse voltammetry, using ethidium
bromide as indicator. The experiment was performed in triplicate. The calibration
curve was constructed based on the analysis of the voltammograms for the oxida-
tion of ethidium bromide, where the biological sensor remained with the concentra-
tion of the fixed probe (0.063 x 10° mol.L™ in SSC buffer) varying the concentra-
tion of the complementary target (0.378 x 10 ®mol.L™", 0.189x 10 *mol L
1,0.189 x 10" mol L™, 0.189 x 10 > mol L™). All experiments were carried out in
triplicate (Figure 5).

N
o
J

0.378x10°

[dSDNA]

=
(&)
L

0.189x10°

Current/pA
=
2

Charge/uC
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Figure 6. (A) Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto graphite
electrode modified with poly(4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-
corrected), 100 scans, containing ssDNA (NM1) before or after hybridization with
concentrations different of DNA target (NM2). Electrolyte: phosphate buffer (0.10
mol.L™"), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s; 5mVs™. (B)
Calibration data for the oxidation signal of ethidium bromide obtained after hybridi-

zation of modified electrode containing the probe with complementary target.

With the increase of NM2 target concentration from 0.189 x 10 mol.L™ to
0.378 x10® mol.L™, the response signal of ethidium bromide on the biolectrode

increased. The detection limit of NM2 (target) achieved was 1.4 x 10 *° mol.L?,
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with a correlation coefficient of 0.995.

4. Conclusion

A novel electrochemical DNA biosensor based onto graphite electrode mod-
ified with poly(4-aminophenol) was constructed for detection of Neisseria
meningitidis by using ethidium bromide as an electrochemical indicator. The prep-
aration of the modified electrode was quite simple, and controllable.

The biosensor development for Neisseria meningitidis has been shown ef-
fective for detecting the hybridization process by direct or indirect detection using
voltammetry differential pulse and poly(4-aminophenol) as polymeric matrix.

The produced biosensor was used for assay of the complementary se-
guence or non-complementary with satisfactory results and remained 93% of its
initial value after 120 days of storage, indicating a good stability. The detection
limit of NM2 (target) achieved was 1.4 x 10 ° mol.L, with a correlation coefficient
of 0.995.

Whereas tests for diagnosis of meningitis are invasive, expensive and time
consuming, taking into account the severity of the disease, we can say that the
results obtained in this work presents is a promising tool for the selective and in-
expensive analysis of meningococcal meningitis caused by Neisseria meningitidis

in pratical application.
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