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Resumo

Métodos que envolvem a deteccao eletroquimica tém mostrado novas possibilidades
para o diagnostico de varias doengas. Porém apresentam algumas limitagdes.
Buscando novos meios de funcionalizacdo da superficie dos eletrodos comerciais
descartaveis para aderéncia e reconhecimento de biomoléculas de forma eficiente e
com menor custo, utilizou-se a rodamina 6G para funcionalizar eletrodos screen-
printed de grafite. Amostras de micobactérias foram utilizadas como modelo
experimental devido a procura por novas técnicas de diagndstico mais sensiveis para
doencas infecciosas. O anticorpo especifico para cada micobactéria foi imobilizado na
superficie dos eletrodos funcionalizados e amostras de cultura de tuberculose (TB) e
raspado de contatos e pacientes com hanseniase foram detectadas através de leituras
em voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial em potenciostato portatil.
Eletrodos funcionalizados com rodamina 6G estabilizaram a area de trabalho dos
eletrodos funcionalizando-os para maior aderéncia de biomoléculas. Todas as
amostras de cultura de tuberculose foram detectadas e diferenciadas de outras
espécies de micobactérias (exceto M. avium). O teste com biossensores
eletroquimicos para detec¢ao de M. leprae demonstrou ser mais sensivel com 88,4%
de sensibilidade para as amostras de raspado dérmico testadas do que o ELISA
(74,4%) e a PCR em tempo real (QPCR) (72,1%), técnicas laboratoriais usadas
atualmente para auxiliar no diagnéstico da hanseniase. O biossensor desenvolvido
possui vantagens como baixo custo, simplicidade na preparagdo e imobilizagao,
portabilidade, especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade, estabilidade, resposta
rapida e tem grande potencial para ser utilizado na detecgdo, reconhecimento e
diagndstico de biomoléculas que que possuam carboidratos na sua estrutura.
Importante enfatizar que a plataforma desenvolvida mostrou-se inovadora e pioneira
para detecgao de bacilos de M. leprae podendo ser incorporada com outras técnicas
de diagndstico para identificar contatos assintomaticos auxiliando na deteccéo e

tratamento precoce da hanseniase.

Palavras-chave: Eletroquimica. Biossensores. Micobactérias. Hanseniase.
Tuberculose. Rodamina.



ABSTRACT

Methods involving electrochemical detection have shown new possibilities for the
diagnosis of various diseases. But they have some limitations. In order to find new
ways of modifying the surface of disposable commercial electrodes for adhesion and
recognition of biomolecules efficiently and at a lower cost, rhodamine 6G was used for
the functionalization of screen-printed graphite electrodes. Mycobacterial samples
were used as an experimental model due to the search for new diagnostic techniques
more sensitive to infectious diseases. The specific antibody for each mycobacteria was
immobilized on the surface of the modified electrodes and samples of tuberculosis
culture and Slit-skin smear of contacts and leprosy patients were detected by readings
in cyclic voltammetry and voltammetry differential pulse in portable potentiostat.
Electrodes modified with rhodamine 6G stabilized the work area of the electrodes and
functionalized them for greater adherence of biomolecules. All tuberculosis culture
samples were detected and differentiated from other mycobacterial species (except M.
avium). The electrochemical biosensor test for M. leprae was shown to be more
sensitive with 88,4% sensitivity for the tested Slit-skin smear samples than ELISA
(74.4%) and PCR real time (qPCR) (72.1%), laboratory techniques currently used to
assist in the diagnosis of Leprosy. The developed biosensor has advantages such as
low cost, simplicity in preparation and immobilization, portability, specificity, sensitivity,
reproducibility, stability, rapid response and has great potential to be used in the
detection, recognition and diagnosis of biomolecules that have carbohydrates in their
structure. It is important to emphasize that the developed platform was innovative and
pioneer for the detection of M. leprae bacilli and could be incorporated with other
diagnostic techniques to identify asymptomatic contacts assisting in the detection and

early treatment of leprosy.

Key words: Electrochemistry. Biosensors. Mycobacteria. Leprosy. Tuberculosis.

Rhodamine.
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1.1 - Consideragoes Gerais

Métodos que envolvem a deteccado eletroquimica tém mostrado novas
possibilidades para o diagnostico de varias doengas. Porém, eletrodos comerciais
apresentam limitacdes como a falta de padronizagdo da area de trabalho e a
dificuldade de aderéncia de algumas biomoléculas a superficie sensorial dificultando
0 seu uso no diagnastico.

A busca de novos meios de modificagdo da superficie de eletrodos screen-
printed de grafite descartaveis de forma eficiente e com menor custo, levou a utilizagao
da Rodamina 6G para estabilizar e funcionalizar essas superficies tornando-as mais
homogéneas e com maior aderéncia a biomoléculas.

Técnicas sorologicas e moleculares auxiliam no diagndstico de micobactérias,
porém requerem equipamentos e infraestrutura de alto custo e sao pouco sensiveis
em alguns casos.

Devido a procura por novas técnicas de diagndstico para doengas infecciosas
como as causadas por micobactérias utilizou-se esses patégenos como modelo
experimental para testar a modificagdo dos eletrodos com rodamina 6G. Cabe
ressaltar que esta aplicacdo serve como exemplo da viabilidade de seu uso, nao
sendo exclusivamente para este fim e podera ser utilizado em diagndstico de outras
doencas e/ou reconhecimento de biomoléculas que possuam carboidratos na sua
estrutura, utilizando antigenos, anticorpos, peptideos, enzimas, DNA, RNA e
aptameros.

O biossensor desenvolvido é capaz de reconhecer amostras que possuam
carboidratos em sua estrutura, possibilitando a construgcéo de biossensores universais
e estaveis. Neste trabalho foi explorado o diagnodstico de micobactérias como a
tuberculose e hanseniase, ja que sua resistente parede celular é formada por arranjos
complexos de moléculas de carboidratos, lipidios, peptideoglicanos e proteinas,

caracteristica do género.
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1.2 - Revisao bibliografica

1.2.1 - Micobactérias

Desde o século XIX doengas infecciosas endémicas e epidémicas como
sarampo, variola, gripe, difteria, tuberculose, lepra e outras vinham assolando a
populagdo, devido ao desconhecimento sobre a etiologia e a transmissibilidade
dessas doengas, o que impedia o avango de medidas profilaticas, terapéuticas e
favorecia o caos infeccioso (DOBSON; CARPER, 1996).

O primeiro representante do género descrito como agente causador de doenca
humana foi o Mycobacterium leprae, descrito por Gerhard Amauer Hansen, em 1873.
Em 1882, Robert Koch, apresentou ao mundo o Mycobacterium tuberculosis, o agente
etiolégico da tuberculose (TB) contribuindo assim para a criagdo da microbiologia
clinica (KOCH, 1932).

Robert Koch também descreveu outras espécies de micobactérias que nao
pertenciam ao M. leprae e nem ao complexo M. tuberculosis, as quais foram entao
denominadas micobactérias atipicas e receberam varias denominagdes, como,
ambientais, oportunistas, micobactérias que nao o bacilo da tuberculose
(Mycobacteria other than tubercle bacilli— MOTT). Apds algumas modificagdes na
nomenclatura elas sdo conhecidas hoje como micobactérias n&do tuberculosas MNT
(WAYNE et al., 1969; FALKINHAM 111, 1996).

As MNTs nao eram associadas a doengas humanas e somente em 1954 Timpe
e Runyon descreveram os primeiros casos. A partir dai foram apresentados uma série
de casos de doengas pulmonares com manifestacdes semelhantes a tuberculose,
mas nao foram identificados como portadores da M. tuberculosis. Com esses achados
fez-se necessaria a identificacdo dessas espécies, assim estudiosos classificaram
mais de 50% das espécies apods este periodo (TIMPE; RUNYON, 1954; HARTMANS
et al., 2006).

Véarias MNT foram isoladas, do homem, de animais e do meio ambiente, e
outras caracteristicas foram observadas. Caracteristicas morfolégicas e bioquimicas
foram importantes para identificacdo de novas espécies e classificacdo de espécies
ja descritas (HARTMANS et al., 2006).

O aparecimento de casos de AIDS em meados de 1980 nos estados Unidos

modificou o quadro de importancia de identificagcao e diagndéstico das MNT, onde até
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entdo as infeccbes referiam-se a doencas pulmonares ou de forma localizada em
orgaos isolados (WOLINSKY, 1979).

Nos individuos HIV positivos observou-se aumento da incidéncia, a forma de
comprometimento da doencga e infecgdes por diferentes espécies de MNT. Estudos
da década de 80 demonstraram que até 50% dos portadores de AIDS possuiam algum
tipo de MNT (YOUNG et al., 1986).

Estes novos achados estimularam os estudos e aprimoramentos de técnicas
de identificacbes laboratoriais assim como a preocupacédo e vigilancia acerca de
infecgbes por micobactérias ndo tuberculosas.

No Brasil, o primeiro estudo com MNT foi descrito por Costa Cruz em 1938, no
qual apresentou uma infecgéo cutanea causada pelo M. fortuitum (CRUZ, 1938). Apos
este, varias outras publicagdes descreveram casos isolados de infecgdes e o género
passou a ser mais conhecido devido a um aumento significativo nas taxas de
infeccbes causadas por micobactérias de crescimento rapido (MCR) relacionadas a
casos de contaminacao hospitalares (FONSECA, 1997).

As micobactérias pertencem ao dominio Bactéria, ordem Actinomycetales,
subordem Corynebacterineae e familia Mycobacteriaceae, onde possui apenas um
género Mycobacterium (fungus bacterium), nome proposto por Lehmann e Neumann
em 1896, em referéncia a pelicula formada pelo Mycobacterium tuberculosis na
superficie de meios liquidos, que era similar a pelicula produzida por alguns fungos
(COLLINS et al. 1997; GANGADHARAM, JENKINS, 1998).

As espécies desse género sado definidas como bacilos com dimensbdes de 0,2-
0,7 x 1,0-10um, imdveis, levemente curvas, algumas vezes retas, finas, aerdbias, ndo
formadoras de esporos e sem capsula. A parede celular desses microrganismos é
rica em lipidios, entre eles os caracteristicos acidos micodlicos, que conferem
resisténcia a solucdes alcool-acidas e podem ser usados para a identificacdo de
espécies micobacterianas (EUZEBY, 2019).

As células das micobactérias apresentam crescimento mais lento que a maioria
das outras bactérias que causam infecgao nos seres humanos. Esta lentidao parece
estar relacionada a absor¢ao mais demorada de nutrientes, provavelmente devido a
grande quantidade de lipideos da parede celular (ISENBERG, 1992).

O género Mycobacterium tem sofrido constantes modificacbes e atualizagdes
haja vista o grande numero de novas espécies de micobacterias descobertas. Nos

ultimos anos, gragas aos recentes avangos na identificagdo e taxonomia, baseados
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num melhor conhecimento da genética das micobactérias. S&o descritas atualmente
mais de 190 espécies e 14 subespécies (EUZEBY, 2019).

Estes microrganismos dividem-se em patogénicos e saprofitos, podendo ser
isolados de amostras clinicas, agua, solo, de outras fontes ambientais, objetos,
alimentos, tendo sido encontradas também em material médico (endoscopios e
solugdes cirargicas) (LEAO et al., 2005). As micobactérias atipicas ou micobactérias
nao tuberculosas sdo na maioria saprofitas de vida livre e sdo menos associadas a
doencgas (JARZEMBOWSKI; YOUNG, 2008).

Algumas espécies de micobactérias, isoladas frequentemente de materiais
biolégicos humanos, foram classificadas de acordo com o seu grau de patogenicidade
em: patogénicas, potencialmente patogénicas ou raramente patogénicas
(TSUKAMURA, 1984). As espécies patogénicas mais importantes para o homem sao
as do complexo Mycobacterium tuberculosis e o Mycobacterium leprae. Organismos
como os do Mycobacterium avium-intracellulare sao potencialmente patogénicas,

oportunistas e infectam pacientes imunossuprimidos (WATERS et al., 2016).

1.2.1.1 - Tuberculose

A tuberculose (TB) em humanos e outros mamiferos € causada por espécies
do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) que inclui: Mycobacterium
tuberculosis, o agente etiolégico da TB em humanos, M. africanum, que causa
tuberculose em humanos apenas em certas regides da Africa, M. bovis, M. canetti, M.
caprae e M. pinnipedii, causando TB em mamiferos silvestres e domesticados e M.
microti, que causa tuberculose apenas em ratos. (FORRELLAD et al., 2013). De todas
as espécies, o M. tuberculosis € a mais estudada infectando humanos e podendo
também infectar animais. Apos a domesticagao, os seres humanos foram capazes de
transmitir a doenga aos animais e M. bovis emergiu como um patégeno de animais
domesticados e selvagens (DELOGU et al., 2013).

A tuberculose € uma doencga altamente infecciosa e transmissivel, pode ser
causada por qualquer uma das sete espécies integrantes do grupo, afeta
prioritariamente os pulmdes, embora possa acometer outros 6rgaos e sistemas. A
apresentacao pulmonar, além de ser mais frequente, € também a mais relevante para
a saude publica, pois € a principal responsavel pela transmissao da doenga (WHO,
2018).



15

Estima-se que um quarto da populacdo mundial esteja infectada pelo
Mycobacterium tuberculosis, porém, os infectados que que ndo possuem condigdes
de resposta imunoldgica alterada e ndo adoecerdo com a forma ativa da doenca
podem constituir reservatorios do bacilo (HOUBEN; DODD, 2016).

O maior risco de adoecimento se concentra nos primeiros dois anos apds a
primo-infeccdo, mas o periodo de laténcia pode se estender por muitos anos. Fatores
relacionados a competéncia do sistema imunoldégico podem aumentar o risco de
adoecimento, e entre estes, destaca-se a infecgédo pelo HIV. Outros fatores de risco
sao as doencgas ou tratamentos imunossupressores, idade menor do que dois anos
ou maior do que 60 anos, diabetes mellitus e desnutricdo (BRASIL, 2018b).

A TB esta associada a uma morbidade e mortalidade significativas no mundo,
com 10,4 milhdées de novos casos estimados e mais de 1,4 milhdes mortes em 2016.
Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul (BRICS), representam quase 50% dos
casos mundiais de tuberculose (WHO, 2017).

O Brasil € um dos 22 paises priorizados pela Organizacado Mundial de Saude
(OMS) que concentram 87% da carga mundial de TB, ocupando a 20? posi¢cao em
relagdo ao numero de casos. No pais, em 2015, foram diagnosticados mais de 84 mil
casos novos de TB, sendo a taxa de incidéncia de 30,9 casos/100 mil habitantes
(BRASIL, 2015).

E importante destacar que anualmente ainda morrem 4,5 mil pessoas por
tuberculose no Brasil, doenca curavel e evitavel. Em sua maioria, os obitos ocorrem
nas regides metropolitanas e em unidades hospitalares. A TB é a quarta causa de
morte por doencas infecciosas e a primeira entre as doencas infecciosas definidas em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) (BRASIL, 2018c).

O diagndstico definitivo de TB se da pela identificacdo dos bacilos de uma
amostra biolégica através da baciloscopia, da cultura ou de métodos moleculares.
Exames como hemograma, testes bioquimicos e radiolégicos podem auxiliar,
direcionando o médico para os testes mais especificos. O diagndstico clinico pode ser
considerado, na impossibilidade de se comprovar a suspeita de tuberculose por meio
de exames laboratoriais. Nesses casos, deve ser associado aos sinais e sintomas os
resultados de outros exames complementares, como imagem e histolégicos
(DELOGU et al., 2013).

A diferenciacdo entre membros do complexo M. tuberculosis é essencial para

o diagndstico da tuberculose e necessaria para o tratamento dos doentes (selegcéo da
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terapéutica adequada) e também € muito util para fins epidemiologicos, em especial
em areas onde a tuberculose esta presente em proporgcdes epidémicas ou sempre
que ocorra a transmissao de M. bovis entre os animais ou entre produtos animais e o
homem (PARSONS et al., 2011).

A principal distincdo entre o complexo M. tuberculosis e as micobactérias
patogénicas restantes reside nas diferengas dos seus habitats e da sua propagacéo,
bem como a susceptibilidade aos agentes quimioterapéuticos padrdoes. A maior
diferenca entre tuberculose e outras micobacterioses € que o agente infeccioso M.
tuberculosis, é transmitido de pessoa para pessoa através de aerossois, sendo
importante o diagndstico precoce da tuberculose para interromper a sua propagagao
(PIERSIMONI; SCARPARO, 2008).

A diferenciagdo das micobactérias ndo tuberculosas do complexo M.
tuberculosis, numa fase inicial do diagndstico, € muito importante, pois o tratamento é
distinto dentre as demais espécies, devido as diferengcas na susceptibilidade aos
antibiéticos (KIM et al., 2006; RIELLO et al., 2016).

A deteccéo e tratamento precoces sdo os meios mais eficazes de interromper
a transmissao da doenga. Porém, carecem de abordagens alternativas de diagnostico
que reduzam o tempo de resposta e mantenham sensibilidade e especificidade
aceitaveis, diminuindo custos, dependéncia de infraestrutura e mao de obra
especializados (SURABHI et al., 2018).

1.2.1.2 - Hanseniase

A hanseniase € uma doencga infectocontagiosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) de crescimento lento
(HASTINGS et al., 1988). Foi identificada em 1873, em Bergen na Noruega, pelo
pesquisador Gerhard Henrik Armauer Hansen e foi considerado o primeiro
microorganismo patogénico a ser associado com uma doenga em humanos.
(IRGENS, 2002).

Atua como parasita intracelular obrigatorio no corpo do hospedeiro acometendo
principalmente a pele e os nervos periféricos, mais especificamente, as células de
Schwann e células do sistema mononuclear fagocitario (HASTINGS et al., 1988). A
temperatura 6tima de crescimento do bacilo € de 27 a 30°C, caracteristica refletida
clinicamente nos principais sitios afetados pela doenga por serem regides mais frias

do corpo como extremidades dos membros e da face (SHEPARD, 1965).
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Estudos anteriores sugerem que o modo de transmissao da hanseniase ocorra
pelas vias aéreas superiores (LASTORIA e ABREU, 2014). Menos comumente, a pele
também é considerada uma das portas de entrada e saida de M. leprae (JOB et al.,
2008). Outras rotas de transmissao, como sangue, transmissao vertical e leite materno
também foram consideradas possiveis (SANTOS et al., 2001; LASTORIA e ABREU,
2014).

Outros estudos demonstraram que a mucosa bucal pode ser um sitio
secundario da transmisséao e infec¢ao pelo M. leprae, e os contatos com o DNA bacilar
podem estar ativamente envolvidos na transmissdo. Também mostraram que o DNA
bacilifero € mais frequentemente encontrado na mucosa bucal de pacientes
paucibacilares (PB) (MARTINEZ et al., 2011).

No entanto, estudo mais recente envolvendo a analise do DNA por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) de amostras das
bidpsias de concha nasal, swabs nasais e da sorologia de pacientes e contatos,
comprovou e sistematizou que a via aérea € a principal envolvida na transmissao e
disseminagao bacilar, e que pacientes nao tratados, portadores de bacilos, que entram
em contato proximo e prolongado com individuos suscetiveis,sao a principal fonte de
transmissao da doenca, assim familiares de pessoas com hanseniase possuem maior
chance de adoecer. (ARAUJO et al., 2016).

Supbe-se que individuos infectados, mesmo aqueles com infecgao subclinica
podem ter um periodo transitorio de liberacdo nasal de bacilos. A presenga de
sequéncias especificas de DNA do M. leprae em swabs nasais e a soropositividade
para antigenos de bacilos especificos em individuos saudaveis que vivem em areas
endémicas, sugerem que o portador desempenha um papel importante na
transmissao da hanseniase (ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2015; ARAUJO et
al., 2016; GOULART et al. 2015; FABRI et al., 2015).

A susceptibilidade ao M. leprae esta ligada principalmente a predisposi¢cao
genética, imunidade e estado nutricional, mas também pode estar fortemente
relacionada a condi¢gdes econdmicas, sociais e ambientais desfavoraveis, somando-
se a esses fatores o desconhecimento da populagdo aos sinais e sintomas e a
dificuldade de acesso a rede publica de saude pela populacdo mais vulneravel
(GOULART e GOULART, 2008).

Esse micro-organismo possui baixa infectividade, alta patogenicidade e longo

periodo de incubacdo, em média de 2 a 7 anos. Se nao tratada na forma inicial, a
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doenga quase sempre evolui, torna-se transmissivel e pode atingir pessoas de
qualquer sexo ou idade, podendo levar a incapacidades fisicas (CARVALHO, et al.
2018).

O bacilo néo é cultivavel in vitro e o homem é reconhecido como a unica fonte
de infeccdo, embora tenham sido identificados animais infectados como tatu,
chimpanzé e macaco mangabei (TRUMAN et al., 2011; DA SILVA, 2018).

A hanseniase continua sendo um problema de saude publica, ainda € endémica
em algumas regides como Américas, Africa e Asia. Durante 2017, foram notificados
210.671 novos casos em 150 paises, e a taxa de deteccao foi de 2,77 por 100.000
habitantes. O Sudeste Asiatico foi responsavel por 73% da sobrecarga de hanseniase
global, e dois paises, india e Indonésia, contribuiram com 67,4% dos novos casos em
todo o mundo e 92,6% regionalmente. O Brasil contribuiu com 92,3% de casos novos
de hanseniase na regido das Américas, sendo o segundo pais com maior prevaléncia
de hanseniase no mundo. Os trés paises com os maiores encargos - india (126.164),
Brasil (26.875) e Indonésia (15.910) - foram responsaveis por 80,2% da carga global
de novos casos de 2017 (WHO, 2018).

Entre 2008 e 2017 a OMS reportou uma diminui¢ao lenta na deteccéo de novos
casos em todo o mundo de 249.007 em 2008 para 210.671 em 2017. No entanto,
cinco regides reportaram aumentos no numero de novos casos; 1.032 casos foram
relatados na Africa e 1.745 nas Américas, dos quais 1.657 casos foram em Brasil.
Esse aumento é atribuivel principalmente a melhor detecgao de casos, mas também
ao impacto de fatores como a conscientizagdo da hanseniase na comunidade, e a
capacidade do sistema de saude na detecgéo precoce da hanseniase (WHO, 2018b).

Além de ser uma doenca de notificagdo compulséria e de investigacao
obrigatoria no Brasil, a hanseniase continua sendo uma doenga negligenciada. A
Sociedade Brasileira de Hansenologia (SBH) afirma que existem lacunas no relato de
novos casos em cerca de 530 milhdes de pessoas de 64 paises “em
desenvolvimento”, onde geralmente existem condi¢des favoraveis para a hanseniase,
a OMS nao reportou aumento no numero de casos entre 2016 e 2017. Entretanto, de
acordo com a SBH, o Brasil continua com alto indice de diagndsticos de hanseniase
e 0 numero real em territério nacional pode ser de até 8 vezes maior que os dados
oficiais. (SALGADO et al., 2018).

A hanseniase é uma doenga complexa e possui formas de ser classificada para

melhor tratamento e manejo dos pacientes. A classificacédo operacional da doenga
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proposta pela OMS para fins de tratamento, baseia-se no numero de lesdes, sendo
classificadas em paucibacilares (PB) com até 5 lesbes de pele e baciloscopia
negativa, e multibacilares (MB) com mais de 5 lesbes de pele e baciloscopia positiva.
Os pacientes PB nao sao considerados importantes fontes de transmissao da doencga,
devido a baixa carga bacilar. Contudo, os pacientes MB constituem o grupo
transmissor, mantendo-se como fonte de infecgdo, enquanto o tratamento especifico
nao for iniciado (BRASIL, 2010)

Atualmente a mais aceita classificagdo da hanseniase e predominante nas
pesquisas cientificas foi proposta por Ridley e Jopling (1966). Este sistema de
classificagdo subdivide os pacientes de acordo com fatores imunoldgicos, em cinco
grupos distintos: tuberculdide (TT), borderline-tuberculéide (BT), borderline-borderline
(BB), borderline-lepromatoso (BL), ou lepromatoso (LL) (RIDLEY e JOPLING, 1966).
Assim, temos duas formas polares (LL e TT) e trés formas intermediarias (BL, BB,
BT). A variedade das formas clinicas € definida por uma vigorosa resposta imune
celular no polo tuberculdide e uma progressiva redugao na resposta imune celular em
direc&o ao polo lepromatoso, associada com o aumento na carga bacilar, mais lesdes
na pele e nos nervos (REES e YOUNG, 1994). No grupo Indeterminado (),
enquadram-se aqueles pacientes nos quais os aspectos de diferenciacdo da
hanseniase ndo se desenvolveram, podendo evoluir para cura espontdnea ou
desenvolver aspectos clinicos apds um periodo de incubagdao (GOULART et al.,
2008).

Os principais sinais e sintomas da doenga de um modo geral estdo associados
com o acometimento dos nervos periféricos e secundariamente da pele, ocasionando
principalmente lesées neurais nos olhos, membros superiores e membros inferiores
manifestando-se por alteragdes na sensibilidade térmica como hiperestesia,
hipoestesia e posteriormente anestesia; perda da sensibilidade dolorosa e tatil
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). Quanto as manifesta¢des clinicas tardias,
ocorrera o comprometimento neural em nivel troncular havendo parestesias e
paresias acarretando sinais carateristicos da fase avangcada da moléstia,
correspondendo a lesdao nos nervos, o que corresponde a incapacidades fisicas e
sequelas nos individuos (TRINDADE; NEMES, 1992).

A OMS publicou a Estratégia Global para Hanseniase 2016-2020 que visa
atingir metas para reduzir a prevaléncia da doenga e uma delas € baseada na busca

para desenvolver estratégias e ferramentas que incluem novas técnicas diagndsticas
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para detecgado precoce de casos, triagem direcionada e monitoramento de contatos
domiciliares e sociais, 0 que consideram crucial para interromper a transmissao e
evitar a progressao da hanseniase (WHO, 2016).

O diagndstico de M. leprae é baseado prioritariamente em testes clinicos nos
sinais cardinais da doenga (manchas avermelhadas ou hipopigmentadas e/ou areas
com perda de sensibilidade; troncos nervosos espessados com perda de sensibilidade
e/ou fraqueza nos musculos inervados) e através da epidemiologia, por meio da
analise da histéria e condigdes de vida do paciente. A avaliagdo clinica detecta a
doenca em vez de infecgdo subclinica e bacteriologica. Cerca de 70% dos casos de
hanseniase podem ser diagnosticados somente com base no sinal clinico de lesdes
de pele com perda sensitiva, porém 30% de pacientes, inclusive pacientes
multibacilares (MB) n&o apresentam sintomas (DUTHIE, et al., 2014).

Testes laboratoriais complementares tém demonstrado uma importante
ferramenta no diagndstico da hanseniase (GOULART e GOULART, 2009). A
baciloscopia, pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes € realizado em todos os
pacientes com suspeita clinica da doenca. E o exame complementar mais importante
na hanseniase para identificar o agente causal, permitindo a classificagdo dos casos
em PB ou MB. Entretanto, o exame baciloscopico apresenta baixa sensibilidade,
especialmente nas formas paucibacilares e para sua execucao, faz-se necessaria

infraestrutura laboratoriais e profissionais capacitados (LASTORIA; ABREU, 2014).

ELISA Anti-PGL-I

Técnicas de ELISA (Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica) foram concebidos

para a deteccao e quantificacdo de substancias tais como peptideos, proteinas,
anticorpos e hormdnios. Esta técnica pode ser utilizada para detec¢édo de anticorpos
presentes no soro (ENGVAL; PERLMANN,1971).

O dlicolipideo-fendlico-1 (PGL-I) foi um dos primeiros antigenos especificos do
Mycobacterium leprae a ser isolado, sendo considerado o principal glicolipideo
presente na parede celular do bacilo. A estrutura quimica do PGL-lI demonstrou que
esse glicolipidio é formado por uma extremidade lipofilica e um trissacarideo unico
que € a regiao de grande antigenicidade da molécula (HUNTER; FUJIWARA;
BRENNAN, 1982).

Uma abordagem da detecgéo da infecgao pelo Mycobacterium leprae € 0 uso

do PGL-I nativo como antigeno para o teste sorolégico ELISA. E validado como um
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meétodo para detecgdo de novos casos de hanseniase e para um diagnéstico precoce
da infecgdo subclinica uma vez que estes anticorpos refletem um sinal de estimulagao
antigénica (MOURA, 2008; GOULART e GOULART, 2008).

O M. leprae por meio do PGL-I promove um mecanismo complexo de
imunorregulagao apresentando caracteristicas diferentes nas diversas formas clinicas
(FREHEL; RASTOGI, 1987). Os anticorpos anti-PGL-| estdo presentes em grande
quantidade nos multibacilares especialmente nos pacientes LL, porém, somente um
pequeno numero de pacientes PB sao reativos por apresentarem baixa concentragao
de anticorpos circulantes (BURGESS et al., 1988).

PGL-I tem sido utilizado em muitos estudos e na rotina profissional em diversas
condutas como auxiliar no monitoramento de contatos (indicador de exposigao
passiva a caso indice), auxilio ao diagnéstico, classificagcdo das formas clinicas,
monitoramento da terapia, diferenciagdo entre reacéo e recidiva (VAN BEERS; DE
WIT; KLATSER, 1996; GOULART et al., 2007; GOULART et al., 2008).

A sorologia anti-PGL-I mostrou-se eficiente na diferenciagao das classificagdes
operacionais mostrando soropositividade nos individuos com elevados niveis desse
antigeno especifico do M. leprae quando comparado aqueles com baixos niveis
antigénicos (LOBATO et al., 2011; ARAUJO et al., 2015).

Araujo et al. (2015) também demonstrou que a soropositividade para o ELISA
anti-PGL-l combinado com outros fatores aumentam o risco de desenvolvimento da
doenca em contatos. Tem sido demonstrado que esse antigeno pode diferenciar os
pacientes MB e PB, evidenciar a eficacia terapéutica, pois observou-se decréscimo
dos niveis antigénicos ao longo do tratamento daqueles pacientes n&o reacionais, por
meio do monitoramento da sorologia ELISA (SILVA et al., 2007; LOBATO, et al.,
2011).

ELISA anti-PGL-I é o teste mais importante na determinagcdo do aumento da
chance de comprometimento neural nos contatos domiciliares assintomaticos com
hanseniase (SANTOS et al., 2018).

Outro estudo publicado demonstrou o uso de técnicas de ELISA utilizando o
PGL-I nativo e seus derivados semissintéticos para a identificagao de individuos com
infeccdo subclinica (FABRI et al. 2015).

Um importante estudo no hemocentro do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia levantou a hipétese de que a infeccdo assintomatica entre

doadores de sangue pode ser um modo néo revelado de transmissdo da hanseniase
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via transfusdo, e utilizaram técnicas de ELISA anti-PGL-l para o monitoramento
(GOULART et al., 2015).

Apesar da dificil padronizagdo, o baixo custo do ELISA e os resultados
quantitativos fazem com que este teste seja o escolhido para estudos epidemioldgicos
de grande escala (MOURA, 2008).

A maior desvantagem do diagnostico sorolégico para a hanseniase sao as
variagdes laboratoriais, além disso, a sorologia tem menor relevancia para o
diagndstico da hanseniase paucibacilar (OSKAM, et al.,, 2003). E em areas
endémicas, uma proporgao significativa de individuos saudaveis podem apresentar
sorologia anti-PGL-I positiva (GOULART et al., 2015).

Técnica de deteccao por PCR

A amplificacdo de acido nucleico in vitro, pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), tornou-se uma das mais potentes e versateis técnicas utilizadas em pesquisa
na atualidade. A técnica de PCR é um método baseado na amplificagcdo enzimatica
de um fragmento de DNA pela extensdao de dois oligonucleotideos (primers), que
hibridizam com fitas complementares de uma sequéncia molde (alvo) (ROSSETTI;
SPERHACKE, 2006).

Portanto, partes de um gene, em geral os exons do DNA podem ser
amplificados de maneira exponencial com o uso de primers especificos conhecidos
para estudo da hanseniase. Varios genes do M. leprae podem ser utilizados no
desenvolvimento de ensaios de PCR para detecgdo em amostras clinicas (KANG et
al., 2003; MOHANTY et al., 2004; DAYAL et al., 2007; GOULART et al., 2007;
ARAUJO et al., 2016; ARAUJO et al., 2017).

A partir da PCR foi possivel o sequenciamento do genoma completo do M.
leprae (COLE et al., 2001), a identificacdo dos poucos gendtipos do bacilo (TRUMAN
et al., 2004) e da provavel origem da infeccdo em humanos (MONOT et al., 2005),
assim como diversas outras descobertas.

A PCR é uma técnica relativamente rapida, especifica e sensivel, que permite
a amplificacdo e identificagdo do DNA de M. leprae em amostras contendo
pequenas quantidades de bacilos, potencializando a uso de ferramentas
moleculares laboratoriais ndo sé na pesquisa, mas também para auxiliar no
diagnostico de hanseniase, na classificagdo dos pacientes e no monitoramento do
tratamento com a PQT (GOULART et al., 2007; GOULART e GOULART, 2008).
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A PCR tornou-se uma técnica com multiplas aplicacdes e passivel de utilizagao
em amostras coletadas das mais diversas fontes, como: biopsias de pele, esfregacos
dérmicos, nervos, urina, swabs orais ou nasais, sangue e lesdes oculares (SANTOS
et al., 1993; JARDIM et al., 2003; PATROCINIO et al., 2005; MARTINEZ et al., 2011;
ROSA et al., 2013; REIS et al., 2013; ARAUJO et al., 2016; SANTOS et al., 2018),
abrindo assim uma gama imensa de novas possibilidades para investigagbes sobre
os diversos aspectos da hanseniase.

Um avancgo importante foi a tecnologia de PCR em tempo-real quantitativa
(gPCR). Este método permite a quantificagcdo direta do conteudo de DNA bacteriano
em amostras clinicas e melhorando o tempo de resposta, a sensibilidade e a
especificidade na deteccdo do DNA de M. leprae, permitindo resultados mais
confiaveis. O procedimento segue o principio geral da PCR, e sua caracteristica
principal € que o DNA amplificado ou o cDNA (DNA complementar) € quantificado a
medida que se acumula na reagdo em tempo real apds cada ciclo de amplificacéo
(MARTINEZ, 2006).

Além disso, analises utilizando PCR em tempo real mostraram que o conteudo
total de DNA estimado pelos niveis moleculares pode ser correlacionado com a carga
bacteriana, corroborando os dados clinicos, o que pode ser util para determinar um
indice bacteriologico molecular, ajudando a definir a forma clinica dos pacientes
(TRUMAN et al., 2008; RUDEEANEKSIN et al., 2008).

Um estudo particular que descreveu uma técnica de gPCR para detecgao do
gene repetitivo RLEP do genoma de M. leprae, por meio da amplificagcao e hibridizagao
de sonda especifica, indicou o potencial de detecgao de aproximadamente 10 bacilos
em uma amostra, com quantificacdo da carga bacteriana pela interpolagdo com o
numero de moléculas de DNA de um controle padrao conhecido (TRUMAN et al.,
2008) e tem sido replicado com resultados, demonstrando que a carga bacilar esta
diretamente proporcional ao nimero de cépias de DNA de M. leprae (ARAUJO et al.,
2016).

Outro estudo recente com RLEP evidenciou a importancia da utilizacdo da
gPCR como técnica complementar no diagndstico da hanseniase (AZEVEDO et al.,
2017).

A gPCR pode auxiliar na definicdo do diagndstico da hanseniase em pacientes
suspeitos com lesdes clinicamente sugestivas ou atipicas, a deteccdo do DNA

bacilifero em uma lesdo oral por PCR em tempo-real ndo apenas melhorou o
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diagnostico da hanseniase, mas também auxiliou na classificagdo da forma clinica
(MARTINEZ et al., 2011).

Um interessante estudo indicou que, de fato, o risco de progredir para doenca
ativa aumenta se um contato domiciliar for positivo para gqPCR no sangue (REIS et al.,
2013).

Com a evolugao da gPCR também foi observada aplicabilidade na vigilancia da
resisténcia a drogas em larga escala na hanseniase, indentificando variantes
genéticas a medicamentos através de genes alvos em qPCR-HRM (high resolution
melting), reduzindo o custo e tempos que seriam gastos com sequenciamento de DNA
(ARAUJO et al., 2017).

Um estudo mediu a ocorréncia de comprometimento neural periférico em
contatos domiciliares assintomaticos de hanseniase através da qPCR associada a
outras técnicas sorologicas e neurofisiolégicas e identificaram uma chance quatro
vezes maior de desenvolvimento de neuropatia de hanseniase nesses individuos,
justificando o tratamento precoce e a profilaxia (SANTOS et al., 2018).

Em outro trabalho do mesmo grupo, indicaram que ferramentas imunoldégicas,
moleculares e neurofisiolégicas foram importantes para diagnosticar pacientes com
hanseniase neural primaria e devem ser implementadas a fim de alcangcar um
tratamento eficaz e reduzir as deficiéncias resultantes (SANTOS et al., 2017).

Com a gPCR foi possivel o monitoramento dos contatos domiciliares
assintomaticos que sdo comprovadamente abrigados pelo agente da hanseniase e
que tem um significado critico na agao de prevencdo e controle desta doenga, uma
vez que a avaliacdo desses individuos surge como de importancia na detecgéo
precoce do M. leprae (CARVALHO et al., 2018).

O monitoramento e quimioprofilaxia dos contatos domiciliares sao criticos para
obter a interrupcédo da transmissao da hanseniase em paises endémicos. Assim, é
provavel que um teste de PGL-l em combinagdo com qPCR possa ajudar a identificar
a populagcdo de maior risco entre os contatos domiciliares (ARAUJO et al., 2012;
SANTOS et al., 2018).

A PCR apresenta sensibilidade de até 100% em casos de hanseniase
multibacilar, mas geralmente é pouco sensivel (inferior a 50%) em casos de
hanseniase paucibacilar (TRUMAN et al. 2008; AZEVEDO et al., 2017; TURANKAR
et al.,, 2015; PATROCINIO et al, 2005; GOULART et al., 2007). Além disso, a

tecnologia de PCR requer equipamentos e infraestrutura de alto custo, séo testes para



25

diagnostico diferencial e complementar e n&o s&o utilizados na rotina dos servigos de
atencao primaria, e sim, nos servigos de referéncia e em pesquisas (GOULART;
GOULART, 2008).

Portanto, existe uma clara necessidade e interesse crescente no
desenvolvimento de métodos simples, rapidos, especificos e sensiveis para detectar
infeccdo subclinica e que possa ser usado tanto para confirmar o diagnéstico em
pessoas com suspeita da doenga como para rastrear contatos de pacientes em grupos
populacionais com alto indice de risco para desenvolver a hanseniase (ROSET et al.,
2016).

Métodos que envolvem a deteccdo eletroquimica tém mostrado novas
possibilidades para o diagndstico de doengas infecciosas ou outras doengas
(CORTINA et al., 2016).

1.2.2 - Biossensores

O biossensor é um dispositivo integrado e autossuficiente capaz de fornecer
informacgdes analiticas, quantitativas ou semi-quantitativas utilizando um elemento de
reconhecimento biolégico (receptor) que garante a especificidade e produz uma
resposta que é traduzida pelo componente fisico em um sinal éptico ou elétrico. Ou
seja, o objetivo de um biossensor é produzir um sinal proporcional, em magnitude ou
frequéncia, a concentragao do analito (NAKAMURA; KARUBE, 2003).

O receptor consiste em um material de origem biolégica, tais como: enzimas,
organelas, tecido animal ou vegetal, microrganismo, antigeno ou anticorpo, acidos
nucleicos, entre outros, que é imobilizado em um suporte, conectado a um sensor
base (transdutor) que converte o reconhecimento biolégico em um sinal mensuravel
(TREVENOT et al., 2001).

Os biossensores podem ser classificados como cataliticos que geralmente
utilizam enzimas que sédo acopladas ao eletrodo de trabalho. Estas tém uma grande
atividade aliada a uma elevada especificidade para determinados substratos,
catalisando a formacdo de produtos eletroativos para serem detectados. Ou
biossensores de afinidade que sao baseiados na formagao de ligagdes entre o analito
e o componente de reconhecimento bioldgico, utilizando biomoléculas, a ligagcéo
depende essencialmente da complementaridade entre o analito e o centro ativo do
componente biolégico, quer em tamanho como em forma, o que permite uma elevada
seletividade e sensibilidade (RICCARDI et al. 2002).
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Dentre os métodos de imobilizagdo, os mais utilizados tem sido: ligagéo
covalente, adsorc¢ao fisica, oclusdo em gel ou filme polimérico que podem se formar
através de simples imersao do eletrodo em solug&o contendo o polimero ou aplicagao
de potencial elétrico no eletrodo contendo solugao de nonémeros (eletrodeposig¢ao)
(TREVENOT et al. 2001).

As areas de aplicagdes dos biossensores sao as mais sédo variadas podendo
estar presente em campos como saude humana, veterinaria, agricultura, industria
alimenticia, farmacéutica, meio ambiente, defesa da populagédo civil, controle de
infecgao hospitalar entre outras, por apresentam caracteristicas que os tornam uma
ferramenta cada vez atrativa (HOSSEINI, et al. 2014).

Dentre as caracteristicas desejaveis ou ideais em relagdo a um biossensor
podemos considerar: seletividade, que € a capacidade de distinguir a molécula de
interesse dentre as demais presentes na amostra; sensibilidade, o transdutor é capaz
de converter um sinal biolégico em um sinal mensuravel proporcional a concentragéo
do analito na amostra; estabilidade, tempo em que uma biomolécula permanece com
suas caracteristicas basicas de biorreconhecimento; reprodutibilidade, onde o
experimento pode ser repetido por aplicagcdo do mesmo protocolo, obtendo resultados
similares ao original; baixo custo e simplicidade de operacionalizagdo (FORTINA et
al., 2001).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com a biocamada e o
transdutor utilizado. Quanto a biocamada podem ser: enzimaticos, que utilizam
enzimas como elementos bioreceptores; celulares, que usam microrganismos,
especialmente para o monitoramento ambiental de poluentes e imunossensores, que
sao baseados na reacdo imunologica, sendo o antigeno ou anticorpo o receptor
imobilizado na superficie do sensor (Fig. 1) (KENNETH et al., 2010)

De acordo com o transdutor utilizado, o biossensor pode ser classificado como:
optico, que se baseiam em mudancgas nas propriedades Opticas das substancias que
podem ser absor¢ao, indice de refragao, fluorescéncia, fosforescéncia, refletividade e
comprimento de onda; piezoelétricos, que detectam a massa (relacionada a oscilagao
da frequéncia dos cristais de quartzo); calorimétrico, que usam o calor gerado por
reacOes catalisadoras para medir a concentracdo do analito e eletroquimico, onde o
reconhecimento bioldgico é traduzido em sinal elétrico de acordo com a figura 1
(SAMPIETRO et al., 2011).



27

= - =2 - =] = o=
= — m - o Amostra
m - =
= o " = & ﬂ
- Elemento de
TRE YUY o Bl (@I & QFopgezrene
| - Biolégico
" ADN Anticorpo Enzima Receptor Célula Bactérla  LCevedura
Transdutor
Processamento de
sinal
Microelectronica Processamento de
dados

Figura 1. Esquema de um biossensor.
(Fonte: http:// https://betaeq.com.br/index.php/2015/09/30/nanotecnologia-na-

industria-de-alimentos. Acesso em: 23/04/2019)

1.2.2.1 - Biossensores eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos sao provavelmente a maior classe de sensores
quimicos, sendo utilizados na detec¢do das mais diversas moléculas, micro-
organismos, entre outros. Sdo os mais comuns e estudados para uso em analises
clinicas e se baseiam no preparo de eletrodos quimicamente modificados com
materiais bioldgicos imobilizados.

Podem ser divididos em amperomeétrico, potenciométrico, voltamétrico,
condutimétrico e impedimétrico (fig. 2). Os amperométricos e potenciométricos tem
sido os mais utilizados. Os amperométricos baseiam-se nas medidas de intensidade
de corrente em uma célula eletroquimica a um potencial fixo, sendo a corrente gerada
por reacdo de oxidagcdo ou reducdo eletroquimica de espécies eletroativas na
superficie sensitiva, proporcional a concentracdo do analito. Nessa técnica,
usualmente o potencial de eletrodo de trabalho € mantido constante em relagdo ao
eletrodo de referéncia, como por exemplo o glicosimetro (TREVENOT et al., 2001).

Nas medidas potenciométricas, a magnitude do potencial medido em correntes
quase nulas e é decorrente da diferenca de potencial entre um eletrodo indicador e
um eletrodo de referéncia, ou seja, mede diferencas de potencial apds a aplicagao de
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valores de corrente fixas, por exemplo o medidor de pH (MOHANTY;K OUGIANOS,
2006).

Ao contrario dos amperométricos, os biossensores voltamétricos funcionam
com uma variagao de potencial para o sistema de deteccao até ocorrer a oxidagao ou
reducdo do analito com variacdo da corrente de pico. Os biossensores
condutimétricos medem a condutancia entre um par de eletrodos metalicos tendo
como consequéncia a produgao de espécies ibnicas, resultantes da interagdo de uma
enzima com o analito. Por fim os biossensores impedimétricos sdo aqueles que
utilizam medidas de impedancia eletroquimica para a detecg¢ao da interacdo analito-
sonda na superficie modificada do eletrodo (MOHANTY ;K OUGIANOS, 2006).

Tipos de
biossensores

Elemento
sensivel
JE—
- ] ' v + +
Biosensores Biosensores Biosensores Biosensores Biosensares Biosensores
enzimatico microbiolégico Opticos piezoelétricos calorimétrico eletroquimicos

I“pedimétﬁws e

Figura 2. Diagrama dos tipos de biossensores.

1.2.2.2 - Eletrodos

A escolha da superficie onde irdo ocorrer as biorreagdes (eletrodos) € uma
parte fundamental no processo de confecgcdo de biossensores. Os sensores
eletroquimicos com eletrodos descartaveis tem sido uma opcéo interessante na
aplicagao em varios tipos de sistemas, uma vez que podem ser produzidos em massa,
a um baixo custo e sem algumas limitagées apresentadas pelos eletrodos sélidos,
como a falta de repetibilidade da area ativa entre polimentos sucessivos e a dificuldade
de regeneragado da superficie apdés o uso acarretando maior custo na execugao
(NASCIMENTO; ANGNES, 1998).

O elétrodo impresso por sistema de serigrafia € chamado de SPE (Screen

Printed Electrode) ou silk-screen. Tem sido empregado com grande sucesso por
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possibilitar a producdo em massa com menor custo, simplicidade de utilizacao, alta
sensibilidade, seletividade, precisdo, estabilidade e respostas rapidas além de
poderem ser descartados (NASCIMENTO; ANGNES, 1998). Os SPEs consistem em
um filme depositado sobre um substrato que vai servir de suporte e fornecer superficie
para impressao do eletrodo, geralmente de PVC ou ceramica de alumina. E importante
que o material do substrato seja termicamente e quimicamente inerte, com baixa
corrente residual e alta condutividade elétrica, capazes de resistirem as geracdes de
sinais produzidas pelos biossensores. Em seguida sao depositadas as tintas sobre o
substrato, elas podem ser condutoras e dielétricas. Nas tintas condutoras o material
utilizado pode ser pé de metais como ouro, platina, prata, paladio e pé de carbono, as
quais estao dispersas no ligante. O carbono tem sido amplamente empregado como
matéria prima para confecgao de eletrodos devido suas caracteristicas como elevada
inércia quimica e inércia eletroquimica, esta ultima numa ampla faixa de potenciais;
baixa corrente residual; alta condutividade elétrica e propiciar uma facil regeneragao
da superficie. Em geral, este filme é parcialmente coberto por uma segunda camada
de um isolante para definir uma area de contato elétrico numa extremidade e outra
area para ser a superficie do eletrodo (BRAININA; BOND, 2004).

Os eletrodos impressos possuem a vantagem de serem descartaveis, além da
facilidade de miniaturizagéo, pois pelo seu formato planar, propicia a sua integragéo a
pequenos dispositivos portateis. O sistema integrado de trés eletrodos - eletrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia e contra eletrodo viabilizam sua utilizagdo em

pequenos equipamentos portateis.

Contra
Eletrodo de Eletrodo <
Trabalho o
Conexdo
do C.E. Eletrodo de

Referéncia

5

Conexdo
do W.E.

Conexdo
do R.E.

Figura 3. Esquema ilustrativo de um Eletrodo impresso (SPE) com Sistema integrado
de trés eletrodos

Fonte: dropsens.com
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1.2.2.3 - Eletrodos modificados

Os eletrodos screen-printed apesar de serem aplicados em uma gama de
situacbes apresentam uma limitagdo ja que na maioria dos casos necessitam de
modificagdo da superficie objetivando principalmente o controle das reagbes que
ocorrem na interface e propiciando maior seletividade para um determinado analito. A
grande dificuldade desses eletrodos comerciais é a falta de padronizagc&o da area de
trabalho mesmo em eletrodos feitos na mesma linha de produgédo, assim como a
dificuldade de aderéncia de algumas biomoléculas a superficie da area de trabalho. E
apesar de serem descartaveis ha um custo maior por ndo serem reutilizados.

Porém a versatilidade dos eletrodos possibilita a combinagdo com reagentes
especificos, com objetivo de modificar sua superficie, controlando as reagdes fisico-
quimicas que ocorrem na interface, propiciando maior reatividade e seletividade
ampliando significativamente as suas aplicagbes (CERRATO-ALVAREZ et al., 2018).

Conceitua-se eletrodos quimicamente modificados (EQM), aqueles que tem
imobilizado, em suas superficies, espécies quimicamente ativas como filme ou
camada monomolecular, multimolecular, idnico ou polimérico objetivando controlar as
propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo-solugdo (EDWARDS et al., 2007).
Desta forma, a utilizagédo de eletrodos quimicamente modificads (EQM) € uma area
em franca expansao, principalmente no aspecto do desenvolvimento de novos
materiais € novos métodos de modificacdo de superficie de eletrodos. O uso de
camadas de agentes modificadores sobre a superficie do eletrodo base tem sido a
forma mais comum de modificar a superficie de um eletrodo. (CASTILLO et al., 2013).

Essa combinacdo entre a versatilidade dos eletrodos impressos e a
possibilidade de modificagdo da sua superficie com reagentes especificos, tem
ampliado significativamente as suas aplicacbes. Existem na literatura eletrodos
modificados das mais diversas formas como com filme de mercurio (WANG, 1994),
filme de bismuto (WANG et al., 2014), filme de chumbo (BOBROWSKI et al., 2014),
nanoparticulas de ouro (ASADOLALLAHI-BABOLI et al., 2014), nanoparticulas de
oxido de niquel (RAFIEE; FAKHARI, 2013) e filmes poliméricos que também séao
largamente utilizados para este fim (SOARES et al., 2017).

Buscando novos meios de modificacdo da superficie dos eletrodos de forma
eficiente e com menor custo, investigou-se a utilizagdo da rodamina 6G como

composto organico para esse fim.



31

1.2.3 - Rodamina

As rodaminas sao uma familia de compostos organicos usados como corantes,
conhecidas como fluoronas, a rodamina 6G € um composto catiénico fluorescente de
formula C27H20CIN203 (GEORGES et al.,, 1996). Esses corantes tém sido muito
utilizados como agentes de rastreamento em estudos de agua, poluicdo e
pulverizacao de pesticidas aéreos e como corantes de drogas, cosméticos, téxteis e
tintas. Estes compostos sao muito utilizados em aplicagdes biotecnolégicas, como
microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo, espectroscopia de fluorescéncia e
ELISA (VERMA et al., 2018).

Figura 4. Molécula da Rodamina 6G

A Rodamina 6G também é conhecida como Rodamina 590, R6G, Rh6G, Basic
Red 1 ou Basic Rhodamine Yellow. Em condi¢cdes normais de pressao e temperatura,
este composto € um solido cristalino vermelho-purpura escuro, castanho ou preto.
Tem massa molar 479,02g mol' e uma densidade de 1,26g cm?®. E muito soluvel em
agua e em diversos solventes organicos. Embora muito soluvel, esta forma é bastante
corrosiva para todos os metais e ligas, exceto aco inoxidavel. Outras férmulas sao
menos soluveis, mas menos corrosivas. Tem uma grande foto-estabilidade e um
elevado rendimento quantico (quantum yield) de fluorescéncia (0,95) e apresenta
maximo de absorcao aos 530nm. Este corante é produzido a partir da condensacéo
de 3-etilamino-p-cresol (3-etilamino-4-metilfenol) com anidrido ftalico, seguido de

esterificacdo com etanol por catalise acida (GEORGES, et al., 1996).
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Fonte:https://pt.wikipedia.org/wiki/Rodamina_6G#cite_ref-3

Figura 5. Cloreto de rodamina 6G em p6 misturada com metanol, emitindo luz
amarela sob iluminacao de laser verde (A). Coloragcao da Rodamina 6G em diferentes

concentracgdes, diluidas em agua (B).

Normalmente corantes catibnicos deste tipo sdo usados em lasers e como
moléculas de prova em diversas aplicacdes biologicas, principalmente por causa de
sua baixa toxidade, eficiéncia quantica, pequena dependéncia de fatores ambientais,
e suas caracteristicas fluorescentes nao se alteram ao longo de varias horas se sua
solugcao aquosa for continuamente agitada. (ARCOUMANIS et al., 1990).

Compostos planares (como brometo de etidio) que possuam anéis aromaticos
podem ser usados como indicadores eletroquimicos por interagirem com DNA atraves
de ligagdes de hidrogénio com bases nitrogenadas (RICHARDS; RODGERS, 2007).

Muitos estudos relatam o azul de metileno, brometo de etidio e
tetrametilbenzidina como indicadores de DNA (BALVEDI et al., 2014; TALEATAT et
al., 2014). Uma vez que compostos organicos podem oxidar, reduzir e interagir com
biomoléculas (ALVES-BALVEDI et al., 2016).

Nas anadlises eletroquimicas a rodamina € utilizada na deteccéo de ions
metalicos (KAMAL et al., 2013; KIM et al., 2013).

A rodamina 6G é bastante utilizada em espectroscopia de Ramam como
modelo de analito para testar superficies modificadas, como no caso de modificacao

com nitrato de prata para construgcdo de biossensor para cancer colorretal e em
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superficies revestidas com nanoestruturas de ouro, devido aos sinais detectaveis de
fluorescéncia emitidos por esse corante (ORSAGOVA et al., 2018 / TRAN et al., 2018).

A rodamina 6G é uma interessante molécula de aplicagdo tecnoldgica e
comumente utilizada em microscopia, citometria de fluxo, espectroscopia, ELISA e
Ramam. Mas ndo foram encontradas utilizagcdes do corante em biossensores
eletroquimicos ou no preparo de superficies para imobilizar biomoléculas em
eletrodos.

Com essas analises, testou-se a Rodamina 6G como mediador de elétrons na
superficie da area de trabalho de eletrodos comerciais screen-printed por
apresentarem afinidade com carboidratos e proteinas, como antigenos e anticorpos,
tornando assim a superficie mais receptiva a elementos biolégicos, podendo ser util

no preparo de técnicas de sensoriamento bioldgico e diagndstico de doencgas.
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1.3 — Objetivos

1.3.1 — Objetivo Geral

Construir um biossensor eletroquimico utilizando a rodamina 6G como
modificador da superficie de eletrodos de grafite descartaveis para deteccédo de
micobactérias visando avaliar sua utilizacdo potencial para o diagnodstico de

tuberculose e hanseniase.

1.3.2 - Objetivos Especificos

1. Avaliar a aplicagdo da Rodamina 6G como modificador de eletrodos screen-
printed de grafite, assim como otimizar as concentra¢des e a forma de utilizagao;

2. Padronizar a utilizagao dos eletrodos com antigenos e anticorpos especificos
para micobactérias e as diluicbes a serem empregadas;

3. Desenvolver um biossensor eletroquimico para deteccdo de amostras de
cultura de M. tuberculosis e sua diferenciagao de outras espécies de micobactérias;

4. Desenvolver um biossensor eletroquimico para detec¢cao de M. leprae em
amostras de raspado dérmico de pacientes diagnosticados com hanseniase, e testar
sua seletividade frente a contatos sadios;

5. Correlacionar os resultados da deteccgdo eletroquimica da hanseniase com
os resultados da sorologia ELISA anti-PGL-1 e qPCR para detecgdo de DNA de M.
leprae;

6. Avaliar a utilizacdo da nova técnica de deteccao eletroquimica para o

diagnostico da hanseniase.



35

1.4 - Referéncias

ALVES-BALVEDI, R. P. et al. Use of 3,355 etramethylbenzidine as new
electrochemical indicator of DNA hybridization an dits application in genossensor.
Biosensors and Bioelectronics, v. 15, n. 85, p. 226-231, Sep. 2016.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.05.016

ARCOUMANIS, C.; MCGUIRK, J. J.; PALMA, J. M. L. M. On the use of fluorescent
dyes for concentration measurements in water flows, ed. E.i. Fluids, 1990.

ASADOLALLAHI-BABOLI, M.; MANI-VARNOSFADERANI, A. Rapid and
simultaneous determination of tetracycline and cefixime by mean of gold-
nanoparticles-screen-printed gold electrodes and chemometrics tools.
Measurements, v. 47, p. 145-149, Jan. 2014.
https://doi.org/10.1016/j.measurement.2013.08.029

ARAUJO, S. et al. Molecular Evidence for the Aerial Route of Infection of
Mycobacterium leprae and the Role of Asymptomatic Carriers in the Persistence of
Leprosy. Clinical Infectious Disease, v. 63, n. 11, p. 1412-1420, Dec. 2016.
https://doi.org/10.1093/cid/ciw570

ARAUJO, S. et al. Risk-benefit assessment of Bacillus Calmette-Guérin vaccination,
anti-phenolic glycolipid | serology, and Mitsuda test response: 10-year follow-up of
household contacts of leprosy patients. Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
Revista, v. 48, p. 739-745, Nov/Dec. 2015.
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0245-2015

ARAUJO, S. et al. gPCR-High resolution melt analysis for drug susceptibility testing of
Mycobacterium leprae directly from clinical specimens of leprosy patients. PLoS
Neglected Tropical Deseases, vol. 11, n. 6, p. 0005506, Jun. 2017.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005506

ARAUJO, S. et al. Unveiling healthy carriers and subclinical infections among
household contacts of leprosy patients who play potential roles in the disease chain of
transmission. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 107, p. 55-59, Dec. 2012.
https://doi.org/10.1590/S0074-02762012000900010

AZEVEDO, M. C. et al. gPCR detection of Mycobacterium leprae in biopsies and slit
skin smear of different leprosy clinical forms. Brazil Journal Infectious Disease, v.
21,n.1, p.71-78, Jan. 2017.

https://doi.org/10.1016/j.bjid.2016.09.017

BAHMANYAR, R. E. et al. Leprosy diagnostic test development as a prerequisite
towards elimination: requirements from the user’s perspective. PLoS Neglected
Tropical Disease, v. 10, n. 2, p. e0004331, Feb. 2016.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004331

BALVEDI, R. P. A. et al. Detection of a Specific Biomarker for Epstein-Barr Virus Using
a Polymer-Based Genosensor. International Journal Molecular Sciences. v. 15, n.
5, p. 9051-9066, May. 2014.


https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.05.016
https://doi.org/10.1016/j.measurement.2013.08.029
https://doi.org/10.1093/cid/ciw570
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0245-2015
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005506
https://doi.org/10.1590/S0074-02762012000900010
https://doi.org/10.1016/j.bjid.2016.09.017
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004331

36

https://doi.org/10.3390/ijms 15059051

BOBROWSKI, A. et al. A novel screen-printed electrode modified with lead film for
adsorptive stripping voltammetric determination of cobalt and nickel. Sensors and
Actuators B: Chemical, v. 191, p. 291-297, Feb. 2014.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.10.006

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Boletim
Epidemiolégico. v. 46, n. 9, 2015. Disponivel em: <http://u.saude.gov.br/images/
pdf/2015/marco/25/Boletim-tuberculose-2015.pdf>. Acesso em: 23 jan. 2019.

BRASIL. Ministério da saude. Manual de recomendagdes para o controle da
tuberculose no Brasil, 2011. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_recomendacoes_controle_tuber
culose_brasil.pdf>. Acesso em 23 jan. 2019.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiolégica. Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da
Tuberculose e outras Micobactérias. 1.ed. Brasilia, 2008a. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/manual_laboratorio_tb.pdf>.  Acesso
em 20 set. 2018.

BRASIL. Ministério da Saude. Guia de Vigilancia Epidemiologica. Hanseniase. 72 ed.
2010. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/gve_7ed_web_atual_hanseniase.pdf >.
Acesso em: 23 jan. 2019.

BRASIL. Ministério da saude / Secretaria de Vigilancia em Saude, 2018a. Boletim
epidemiolégico disponivel em:
<http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/janeiro/31/2018-004-
Hanseniase-publicacao.pdf>. Acesso em 21 jan. 2019.

BRASIL. Ministério da saude / Secretaria de Vigilancia em Saude. Protocolo de
vigilancia da infecgao latente pelo Mycobacterium tuberculosis no Brasil. Brasilia
2018b. Disponivel em:
<http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/setembro/28/Protocolo-de-
vigil--ncia-da-ILTB-2018.pdf>. Acesso em 20 jan. 2019.

BRASIL. Ministério da saude / Secretaria de Vigilancia em Saude. Panorama da
tuberculose no Brasil: Diagnéstico situacional a partir de indicadores
epidemiolégicos e operacionais. Brasilia  2018c. Disponivel  em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/tuberculose_brasil_indicadores_epidemi
ologicos_operacionais.pdf>. Acesso em: 20 jan. 2019.

BRAININA, K. H. Z.; BOND, A. M. Analytical Chemistry, v. 67, p. 2586, 1995.
https://doi.org/10.1021/ac00111a015

BURGESS, P. J. et al. “Serological tests in leprosy. The sensitivity, specificity and
predictive value of ELISA tests based on phenolic glycolipid antigens, and the


https://doi.org/10.3390/ijms15059051
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.10.006
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_recomendacoes_controle_tuberculose_brasil.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_recomendacoes_controle_tuberculose_brasil.pdf
https://doi.org/10.1021/ac00111a015

37

implications for their use in epidemiological studies”. Epidemiology and infection,
vol. 101, n. 1, p. 159-71, Aug. 1988.
https://doi.org/10.1017/S0950268800029320

CARVALHO, R. S. et al. Early detection of M. leprae by gPCR in untreated patients
and their contacts: results for nasal swab and palate mucosa scraping. European
Journal Clinical Microbiology Infectious Disease, v. 37, n. 10, p. 1863—-1867, Jul.
2018.

https://doi.org/10.1007/s10096-018-3320-9

CASTILLO, J. J. et al. Detection of cancer cells using a peptide nanotube—folic acid
modified graphene electrode, The Analyst, v. 138, n. 4 p. 1026-1031, Feb. 2013.
https://doi.org/10.1039/C2AN36121C

COLE, S. T. et al. Massive gene decay in the leprosy bacillus. Nature, v. 409, n. 6823,
p.1007-1011, 2001.
https://doi.org/10.1038/35059006

COLLINS, C. H.; GRANJE, J. M.; YATES, M. D. Identification of species. In:
Tuberculosis bacteriology: organization and Practice 2nd ed. Oxford: Butterworth-
Heinemann, 1997. p. 39.

CORTINA, M. E. et al. Electrochemical magnetic microbeads-based biosensor for
point-of-care serodiagnosis of infectious diseases. Biosensors and Bioelectronics,
v. 80, p. 24-33, Jan. 2016.

https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.01.021

CRUZ, J.C. Mycobacterium fortuitum um novo bacilo acido resistente patogénico para
o0 homem. Acta med.Port, v. 1, p. 297-301, 1938.

DA SILVA, M. B. et al. Evidence of zoonotic leprosy in Para, Brazilian Amazon, and
risks associated with human contact or consumption of armadillos. PLOS Neglected
Tropical Diseases v. 12, n. 6, p e0006532, Jun 2018.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006532

DAVEY, T. F.; REES, R. J. The nasal dicharge in leprosy: clinical and bacteriological
aspects. Leprosy Review, v. 45, n. 2, p. 121-34, Jun 1974.
https://doi.org/10.5935/0305-7518.19740014

DAYAL, R. et al. PCR and in-situ hybridization for diagnosis of leprosy. Indian J
Pediatr, v. 74. N. 7, n. 645-8, Jul. 2007.
https://doi.org/10.1007/s12098-007-0115-x

DELOGU, G.; SALI, M.; FADDA, G. The biology of Mycobacterium Tuberculosis
Infection. Mediterranean Journal of Hematology Infectious Diseases, v. 5, n. 1,
Nov. 2013.

https://doi.org/10.4084/mjhid.2013.070



https://doi.org/10.1017/S0950268800029320
https://doi.org/10.1007/s10096-018-3320-9
https://doi.org/10.1039/C2AN36121C
https://doi.org/10.1038/35059006
https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.01.021
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006532
http://dx.doi.org/10.5935/0305-7518.19740014
https://doi.org/10.1007/s12098-007-0115-x
https://doi.org/10.4084/mjhid.2013.070

38

DOBSON, A. P.; CARPER, E.R. Infectious diseases and human population history:
throughout history the establishment of disease has been a side effect the growth of
civilization. Bioscience, v. 46, n. 2, p. 115-126, Fev. 1996.
https://doi.org/10.2307/1312814

DONOGHUE, H. D.; HOLTON, J.; SPIGELMAN, M. PCR primers that can detect low
levels of Mycobacterium leprae DNA. Journal Medical Microbiology, v. 50, n. 2,
p.177-182, Feb. 2001.

https://doi.org/10.1099/0022-1317-50-2-177

DUTHIE, M. S. et al. Rapid quantitative serological test for detection of infection with
Mycobacterium leprae, the causative agent of leprosy. Journal Clinical Microbiology,
v. 52, n. 2, p. 613-619. Feb. 2014.

https://doi.org/10.1128/JCM.02085-13

EDWARDS, G. A.; BERGREN, A. J.; PORTER, M. D. Chemically Modified Electrodes.
In: ZOSKI, C. G. Handbook of Electrochemistry. Elsevier.. p. 295-327, 2007.
https://doi.org/10.1016/B978-044451958-0.50021-5

EUZEBY, J. P. List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature - Genus
Mycobacterium. Disponivel em: <http://www.bacterio.net/mycobacterium.html>.
Acesso em: 20 jan 2019.

FABRI, A. C. O. et al. Antigen-specific assessment of the immunological status of
various groups in a leprosy endemic region. BMC Infectious Diseases, v. 15, p. 218,
May, 2015.

https://doi.org/10.1186/s12879-015-0962-4

FALKINHAM lll, J. O. Epidemiology of infection by nontuberculous mycobacteria. Clin.
Microbiolog. Rev. Washington, v. 9, p. 177-215, 1996.
https://doi.org/10.1128/CMR.9.2.177

FALKINHAM IIl, J. O. Nontuberculous mycobacteria in the invironment. Clinics Chest
Medicine, v. 23, n.3, p. 529-551, Sep. 2009.
https://doi.org/10.1016/S0272-5231(02)00014-X

FONSECA, L. S., GONTIJO, F. P. P. Micobacterias atipicas isoladas no Rio de Janeiro.
Identificagdo preliminar pela morfologia colonial. Rev Microbiol. Sao Paulo, v. 9, p.
125-130, 1978.

FORTINA, P. et al. Surrey in biochip technology Options and Applications of DNA
Microarrays. Harwood Academic Publishers, Philadelphia, p. 185-216, 2001.

FORRELLAD, M. A. et al. Virulence factors of the Mycobacterium tuberculosis
complex. Virulence, v. 4, n. 1, p. 3-66, Jan. 2013.
https://doi.org/10.4161/viru.22329

GANGADHARAM, P.R.J., JENKINS, P.A. Mycobacteria. |. Basic Aspects. New York,
NY: Chapman & Hall. 1998.
https://doi.org/10.1007/978-1-4615-7511-5



https://doi.org/10.2307/1312814
https://doi.org/10.1099/0022-1317-50-2-177
https://doi.org/10.1128/JCM.02085-13
https://doi.org/10.1016/B978-044451958-0.50021-5
https://doi.org/10.1186/s12879-015-0962-4
https://doi.org/10.1128/CMR.9.2.177
https://doi.org/10.1016/S0272-5231(02)00014-X
https://doi.org/10.4161/viru.22329
https://doi.org/10.1007/978-1-4615-7511-5

39

GEORGES, J.; ARNAUD, N.; PARISE, L. Limitations arising from optical saturation in
fluorescence and thermal lens spectrometries using pulsed laser excitation:
Application to the determination of the fluorescence quantum yield of rhodamine 6G.
Applied Spectroscopy, v. 50, n.12, p. 1505-1511, Dec. 1996.
https://doi.org/10.1366/0003702963904511

GOULART, I. M. B. et al. Asymptomatic leprosy infection among blood donors may
predict disease development and suggests a potential mode of transmission. Journal
of Clinical Microbiology, v. 53, p. JCM.01305-15-4, Jul. 2015.
https://doi.org/10.1128/JCM.01305-15

GOULART, I. M. et al. Detection of Mycobacterium leprae DNA in skin lesions of
leprosy patients by PCR may be affected by amplicon size. Archives of
Dermatological Research, v. 299, n. 5-6, p. 267-71, Aug. 2007.
https://doi.org/10.1007/s00403-007-0758-5

GOULART, I. M. et al. Risk and Protective Factors for Leprosy Development
Determined by Epidemiological Surveillance of Household Contacts. Clinical and
Vaccine Immunology, v. 15, p. 101-105, Nov. 2007.
https://doi.org/10.1128/CVI1.00372-07

GOULART, I. M. B.; GOULART, L. R. Leprosy: diagnostic and control challenges for a
worldwide disease. F.1.: 1.596. Archives of Dermatological Research, v. 300, p. 269-
290, Jul. 2008.

https://doi.org/10.1007/s00403-008-0857-y

GOULART, I. M. B.; GOULART, L. R. Leprosy pathogenetic background: a review and
lessons from other mycobacterial diseases. Arch Dermatol Res, v. 301, n. 2, p.123-
37, Feb. 2009.

https://doi.org/10.1007/s00403-008-0917-3

GOULART, I. M.; PENNA, G. O.; CUNHA, G. Immunopathology of leprosy: the
complexity of the mechanisms of host immune response to Mycobacterium leprae.
Revista Sociedade Brasileira Medicina Tropical, v. 35, n. 4, p. 365-75, Jul-Aug.
2002.

https://doi.org/10.1590/S0037-86822002000400014

GOULART, I.LM.B. et al. Sorologia e PCR quantitativa na classificacao clinica de
Ridley-Jopling da hanseniase. In: Jaciy Seixas; Joseanne Cerasoli. (Org.). UFU,
ano 30 - tropecando universos (artes, humanidades, ciéncias). 1 ed. p.529-553,
2008.

HARTMANS, S.; DE BONT, J. A. M., STACKEBRANDT, E. The Genus
Mycobacterium- Nonmedical. The Prokaryotes, v: 3, p.889-918. 2006.
https://doi.org/10.1007/0-387-30743-5_33

HASTINGS, R. C. et al. Leprosy. Clinical Microbiology Reviews, v. 1, n. 3, p. 330-
48, Jul. 1988.
https://doi.org/10.1128/CMR.1.3.330



https://doi.org/10.1366/0003702963904511
https://doi.org/10.1128/JCM.01305-15
https://doi.org/10.1007/s00403-007-0758-5
https://doi.org/10.1128/CVI.00372-07
https://doi.org/10.1007/s00403-008-0857-y
https://doi.org/10.1007/s00403-008-0917-3
https://doi.org/10.1007/0-387-30743-5_33
https://doi.org/10.1128/CMR.1.3.330

40

HOSSEINI, H. et al. Ordered carbohydrate-derived porous carbons immobilized gold
nanoparticles as a new electrode material for electrocatalytical oxidation and
determination of nicotinamide adenine dinucleotide. Biosensors and Bioelectronics,
v. 59, p. 412-417. Sep. 2014.

https://doi.org/10.1016/j.bios.2014.02.046

HOUBEN, R. M. G. J.; DODD, P. J. The Global Burden of Latent Tuberculosis
Infection: A Re-estimation Using Mathematical Modelling. PLoS Med, v. 13, n. 10, p.
€1002152. Oct. 2016.

https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002152

HUNTER, S. W.; FUJIWARA, T.; BRENNAN, P. J. Structure and antigenicity of the
major specific glycolipid antigen of Mycobacterium leprae. The Journal of Biological
Chemistry, v. 257, n. 24, p. 15072-8, Dec. 1982.

IRGENS, L. M. The discovery of the leprosy bacillus. Europe PMC, vol. 122, n. 7, p.
708-709, Mar. 2002.

ISENBERG, H. D. Clinical microbiology procedures handbook.1? ed., Washington,
DC: American Society for Microbiology, 1992.

JARDIM, M. R. Et al., Criteria for diagnosis of pure neural leprosy. J Neurol, v. 250, n.
7, p. 806-9, Jul. 2003.
https://doi.org/10.1007/s00415-003-1081-5

JARZEMBOWSKI, J. A.; YOUNG, M. B. Nontuberculous Mycobacterial Infections.
Archives of Pathology & Laboratory Medicine, v. 132, n. 8, p. 1333-1341, Aug.
2008.

JOB, C. K. et al. Transmission of leprosy: a study of skin and nasal secretions of
household contacts of leprosy patients using PCR. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v. 78, n. 3, p. 518-21, Mar. 2008.
https://doi.org/10.4269/ajtmh.2008.78.518

KAMAL, A.; KUMAR, N.; BHALLA, V. Rhodamine-dimethyliminocinnamyl based
electrochemical sensors for selective detection of iron (Il). Sensors and Actuators B:
Chemical, v. 190, p. 127-133, Jan. 2013.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.08.079

Kang, T. J. et al. Comparison of two different PCR amplification products (the 18-kDa
protein gene vs. RLEP repetitive sequence) in the diagnosis of Mycobacterium leprae.
Clin Exp Dermatol, v. 28, n. 4, p. 420-4, Jul. 2003.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2230.2003.01300.x

KENNETH, E. et al. Biomedical Nanostructures. JohnWiley&Sons, Inc.; Chapter 17,
2010.

KIM, H. J. et al. Differentiation of mycobacterial species by hsp65 duplex PCR followed
by duplex-PCR-based restriction analysis and direct sequencing. Journal of
Clinical Microbiology, v. 44, n. 11, p. 3855-3862, Nov. 2006.


https://doi.org/10.1016/j.bios.2014.02.046
https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002152
https://doi.org/10.1007/s00415-003-1081-5
https://doi.org/10.4269/ajtmh.2008.78.518
https://doi.org/10.1016/j.snb.2013.08.079
https://doi.org/10.1046/j.1365-2230.2003.01300.x

41

https://doi.org/10.1128/JCM.01214-06

KIM, H.; LEE, D-H.; SON, Y-A. Electrochemical Study on Rhodamine 6G-Indole Based
Dye for HOMO and LUMO Energy Levels. Textile Coloration and Finishing, v. 25,
p. 7-12, Marc. 2013.

https://doi.org/10.5764/TCF.2013.25.1.7

KOCH, R. The etiology of tuberculosis. In CLENDENING, L. Source Book of Medical
history. New York: Dover publications, 1932. p. 392-406.

KOVAL, K. Electrochemically deposited silver detection substrate for surface-
enhanced Raman spectroscopy cancer diagnostics. Journal Biomedicals Optics, v.
23,n.7,p. 1-11, Jul. 2018.

https://doi.org/10.1117/1.JBO.23.7.075002

LASTORIA, J. C.; ABREU, M. A. M. M. Leprosy: review of the epidemiological, clinical,
and etiopathogenic aspects - Part 1. An. Bras. Dermatol, v. 89, n. 2, p. 205-218, Apr.
2014.

https://doi.org/10.1590/abd1806-4841.20142450

LASTORIA, J. C.; ABREU, M. A. M. M. Leprosy: a review of laboratory and therapeutic
aspects - Part 2. An. Bras. Dermatol., v. 89, n. 3, p. 389-401, June 2014b.
https://doi.org/10.1590/abd1806-4841.20142460

LEAO, S. C. et al. 2005. Practical handbook for the phenotypic and genotypic
identification of mycobacteria. Brugges: Vanden Broelle, 2004. p. 147.

LOBATO, J. et al. Comparison of three immunological tests for leprosy diagnosis and
detection of subclinical infection. Leprosy review, v. 82, n. 4, p. 389, Dec. 2011.
MADEIRA, S.; ROSA, P. S. Hanseniase experimental. No¢cées de Hansenologia, v.
2, 2000.

MARTINEZ, A.N. et al. Evaluation of real-time and conventional PCR targeting
complex 85 genes for detection of Mycobacterium leprae DNA in skin biopsy samples
from patients diagnosed with leprosy. J Clin Microbio, v. 44, n. 9, p. 3154-9, Sept.
2006.

https://doi.org/10.1128/JCM.02250-05

MARTINEZ, T. S. et al. Oral mucosa as a source of Mycobacterium leprae infection
and transmission, and implications of bacterial DNA detection and the immunological
status. Clinical Microbiology and Infection, v. 17, p. 1653-1658, Nov. 2011.
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2010.03453.x

MOHANTY, S. P.; KOUGIANOS, E. Biosensors: a tutorial review. IEEE Potentials, v.
25, n. 2, p. 35-40, March. 2006.
https://doi.org/10.1109/MP.2006.1649009

MOHANTY, K. K. et al. Leprosy reactions: humoral and cellular immune responses to
M. leprae, 65kDa, 28kDa, and 18 kDa antigens. Int J Lepr Other Mycobact Dis, v.
72,n. 2 p. 149-58, Jun. 2004.


https://doi.org/10.1128/JCM.01214-06
https://doi.org/10.5764/TCF.2013.25.1.7
https://doi.org/10.1117/1.JBO.23.7.075002
https://doi.org/10.1590/abd1806-4841.20142450
https://doi.org/10.1590/abd1806-4841.20142460
https://doi.org/10.1128/JCM.02250-05
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2010.03453.x
https://doi.org/10.1109/MP.2006.1649009

42

https://doi.org/10.1489/1544-581X(2004)072<0149:LRHACI>2.0.CO;2

MONOT, M. et al. On the Origin of Leprosy. Science, v. 308, n. 5724, p. 1040-1042,
May. 2005.
https://doi.org/10.1126/science/1109759

MOURA, S. C. et al. Sorologia PGL-I na hanseniase. Revista Sociedade Brasileira
Medicina Tropical, v. 41, n. 2, p. 3-5, Feb. 2008.
https://doi.org/10.1590/S0037-86822008000700002

NASCIMENTO, V. B.; ANGNES, L. Eletrodos fabricados por "silk-screen". Quimica
Nova, v. 21, n. 5, p. 614-629, Feb. 1998.
https://doi.org/10.1590/S0100-40421998000500014

NAKAMURA, H.; KARUBE, I. Current research activity in Biosensors, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, v. 377, n. 3, p. 446-468, Oct. 2003.
https://doi.org/10.1007/s00216-003-1947-5

ORSAGOVA, K. Z. et al. Electrochemically deposited silver detection substrate for
surface-enhanced Raman spectroscopy cancer diagnostics. Jounal Biomedical
Optics, v. 23, n. 7, p.1-11. Jul. 2018.

https://doi.org/10.1117/1.JBO.23.7.075002

OSKAM, L.; SLIM, E.; BUHRER-SEKULA, S. Serology: recent developments,
strengths, limitations and prospects: a state of the art overview. Leprosy Review, v.
74, n. 3, p. 196-205. Sep. 2003.

PARSONS, L. et al. Laboratory diagnosis of tuberculosis in resource-poor countries:
challenges and opportunities. Clinical Microbiology Reviews, v. 24, n. 2, p. 314-350,
Apr. 2011.

https://doi.org/10.1128/CMR.00059-10

PATROCINIO, L. G. et al. Detection of Mycobacterium leprae in nasal mucosa biopsies
by the polymerase chain reaction. FEMS Immunology and Medical Microbiology, v.
44, n.3 p. 311-316, Jun. 2005.

https://doi.org/10.1016/j.femsim.2005.01.002

PEDLEY, J. C. The presence of M. leprae in human milk. Leprosy Review, v. 38, p.
239-42. 1967.
https://doi.org/10.5935/0305-7518.19670040

PIERSIMONI, C.; SCARPARO, C. Pulmonary infections associated with non-
tuberculous mycobacteria in immunocompetent patients. The Lancet Infectious
Diseases, v. 8, n. 5, p. 323-334, May. 2008.
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(08)70100-2

RAFIEE, B.; FAKHARI, A. R. Electrocatalytic oxidation and determination of insulin at
nickel oxide nanoparticles-multiwalled carbon nanotube modified screen printed
electrode. Biosensors and Bioelectronics, v. 46, p. 130-135, Aug. 2013.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2013.01.037



https://doi.org/10.1489/1544-581X(2004)072%3C0149:LRHACI%3E2.0.CO;2
https://doi.org/10.1126/science/1109759
https://doi.org/10.1590/S0037-86822008000700002
https://doi.org/10.1590/S0100-40421998000500014
https://doi.org/10.1007/s00216-003-1947-5
https://doi.org/10.1117/1.JBO.23.7.075002
https://doi.org/10.1128/CMR.00059-10
https://doi.org/10.1016/j.femsim.2005.01.002
https://doi.org/10.5935/0305-7518.19670040
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(08)70100-2
https://doi.org/10.1016/j.bios.2013.01.037

43

REIS, E. M. et al. Mycobacterium leprae DNA in peripheral blood may indicate a bacilli
migration route and high-risk for leprosy onset. Clinical Microbiology and Infection,
v. 20, n. 5, p. 447-52, Aug. 2013.

https://doi.org/10.1111/1469-0691.12349

REES, R.J.W, YOUNG, D. B. The microbiology of leprosy. In: Hastings RC, editor
Leprosy. 2nd ed. New York: Churchill Livingstone; 1994. p.49-83.

RICCARDI, C. S. et al. Imunossensor amperométrico. Quimica Nova, v. 25, n. 2, p.
316-320, May. 2002.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422002000200020

RICHARDS, A. D., RODGERS, A. Synthetic metallomolecules as agents for the control
of DNA structure. Chemical Society Review, v. 36, n. 3, p. 471-483, 2007.
https://doi.org/10.1039/B609495C

RIDLEY, D. S.; JOPLING, W. H. Classification of leprosy according to immunity. A five-
group system. International Journal of Leprosy and Other Mycobacterial Disease,
V. 4,n. 3, p. 255-73, Jul. 1966.

ROSA, F. B. et al. Detection of Mycobacterium leprae in saliva and the evaluation of
oral sensitivity in patients with leprosy. Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 108, n. 5, p. 572-
7, Aug. 2013.

https://doi.org/10.1590/S0074-02762013000500006

ROSSETTI, M. L. R.; SPERHACKE, R. D. Tuberculose. In: ROSSETTI, M. L.; SILVA,
C. M. D.; RODRIGUES, J. J. S. Doencgas Infecciosas: Diagnéstico Molecular. 12
ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.

RUDEEANEKSIN, J. et al. LightCycler real-time PCR for rapid detection and
quantitation of Mycobacterium leprae in skin specimens. FEMS Immunol Med
Microbiol, v. 54, n. 2, p. 263-70, Sep. 2008.
https://doi.org/10.1111/j.1574-695X.2008.00472.x

SALGADO, C. G. et al. Are leprosy case numbers reliable? Lancet Infectious
Disease, v. 18, n. 2, p. 135-137, Feb, 2018.
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(18)30012-4

SAMPIETRO, M. et al. Biosensors and molecular imaging. IEEE Pulse, v. 2, n. 3, p.35-
40, May-Jun. 2011.
https://doi.org/10.1109/MPUL.2011.941521

SANTOS, D. F. et al. Molecular, immunological and neurophysiological evaluations for
early diagnosis of neural impairment in seropositive leprosy household contacts. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 12, p. e0006494, May. 2018.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006494

SANTOS, D. F. et al. Revisiting primary neural leprosy: Clinical, serological, molecular,
and neurophysiological aspects. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, p.
e0006086, Nov. 2017.


https://doi.org/10.1111/1469-0691.12349
https://doi.org/10.1590/S0100-40422002000200020
https://doi.org/10.1039/B609495C
https://doi.org/10.1590/S0074-02762013000500006
https://doi.org/10.1111/j.1574-695X.2008.00472.x
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(18)30012-4
https://doi.org/10.1109/MPUL.2011.941521
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006494

44

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006086

SANTOS A. R. et al. Detection of Mycobacterium leprae DNA by polymerase chain
reaction in the blood of individuals, eight years after completion of anti-leprosy therapy.
Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 96, n. 8, p. 1129-33, Nov. 2001.
https://doi.org/10.1590/S0074-02762001000800017

SHEPARD, C. C. Temperature Optimum of Mycobacterium leprae in Mice. Journal
Bacteriology, v. 90, n. 5, p.1271-5, Nov 1965.

SILVA, E. A. et al. Utility of measuring serum levels of anti-PGL-I antibody, neopterin
and C-reactive protein in monitoring leprosy patients during multi-drug treatment and
reactions. Tropical Medicine and International Health, v. 12, n. 12, p. 1450-8, Dec.
2007.

https://doi.org/10.1111/j.1365-3156.2007.01951 .x

SOARES, I. P. et al. Modificagado de eletrodos de carbono grafite de baixo custo com
acido 4-hidroxibenzoico para desenvolvimento de biossensor. Revista Ciéncias
Farmacéutica Basica Aplicada, v. 38 Supl. 2017.

SURABHI, L. et al. Aptamer-based TB antigen tests for the rapid diagnosis of
pulmonary tuberculosis: Potential utility in screening for tuberculosis. ACS Infectous
Disease, Just Accepted Manuscript doi: 10.1021/acsinfecdis.8b00201. 2018.
https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.8b00201

TALEATAT, Z. et al. Electrochemical immunoassay based on aptamer—protein
interaction and functionalized polymer for cancer biomarker detection. J.
Electroanalytical Chemistry, v. 15, p. 119-124, Mar. 2014.
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2014.01.015

TIMPE, A.; RUNYON, E. H. The relationship of “atypical” acid-fast bacteria to human
disease: a preliminary report. J Lab Clin Med. St. Louis, v. 44, p. 202, 1954.

TRAN, M. et al. Utilization of Inexpensive Carbon-Based Substrates as Platforms for
Sensing. Sensors (Basel), v. 18, n. 8, p. 2444, Jul. 2018.
https://doi.org/10.3390/s18082444

TREVENOT, D. R. et al. Electrochemical biosensors: recommended definitions and
classification. Biosensor & Bioelectronics, v. 16, p. 121-131, Jan. 2001.
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00115-4

TRINDADE, M. A. B, NEMES, M.I.B. Incapacidades fisicas em hanseniase no
momento do diagndstico: caracteristicas epidemiolégicas dos casos registrados de
1983 a 1988 no Estado de Sao Paulo. Hansenologia Internationalis, v.17, p. 8-14,
1992.

TRUMAN, R. W. et al. Enumeration of Mycobacterium leprae using real-time PCR.
PLoS Neglected Tropical Disease, v. 2, n. 11, p. €328, Nov, 2008.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000328



https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006086
https://doi.org/10.1590/S0074-02762001000800017
https://doi.org/10.1111/j.1365-3156.2007.01951.x
https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.8b00201
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2014.01.015
https://doi.org/10.3390/s18082444
https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00115-4
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000328

45

TRUMAN, R. et al. Genotypic variation and stability of four variable-number tandem
repeats and their suitability for discriminating strains of Mycobacterium leprae. J Clin
Microbiol, v. 42, n. 6, p. 2558-65, Jun 2004.
https://doi.org/10.1128/JCM.42.6.2558-2565.2004

TRUMAN, R. W. et al. Probable zoonotic leprosy in the southern United States. The
New England Journal of Medicine, v. 364, n. 17, p. 1626-1633, Apr. 2011.
https://doi.org/10.1056/NEJMo0a1010536

TSUKAMURA, M. Identification of mycobacteria. Obu, Aichi: The National chubu
Hospital; 1984.

TURANKAR, R. P. et al. Comparative evaluation of PCR amplification of RLEP, 16S
rRNA, rpoT and SodA gene targets for detection of M. leprae DNA from clinical and
environmental samples. International Journal Mycobacteriology, v. 4, n.1, p. 54—
59, Mar. 2015.

https://doi.org/10.1016/j.ijimyco0.2014.11.062

VAN BEERS, S. M.; DE WIT, M. Y.; KLATSER, P. R. The epidemiology of
Mycobacterium leprae: recent insight. FEMS Microbiology Letters, v. 136, n. 3, p.
221-30, Mar. 1996.

https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.1996.tb08053.x

VERMA, V. K. et al. Convenient and ultra-sensitive fluorescence detection of bovine
serum albumin by using Rhodamine-6G modified gold nanoparticles in biological
samples. Luminescence, v. 33, n. 8, p. 1408-1414. Oct. 2018.
https://doi.org/10.1002/bi0.3563

WAYNE, L. G., RUNYON, E. H., KUBICA, G. P. Mycobacteria: A guide to nomenclatural
usage. Am Rev Resp Dis. Baltimore, v. 119, p. 107-159, 19609.

WANG, J. Decentralized electrochemical monitoring of trace-metals-from disposable
strips to remote electrodes — plenary lecture. Analyst, v. 119, n. 5, p. 763- 766, May,
1994.

https://doi.org/10.1039/an9941900763

WANG, Z. et al. Electrochemical determination of lead and cadmium in rice by a
disposable bismuth/electrochemically reduced grapheme/ ionic liquid composite
modified screen-printed electrode. Sensors and Actuators B, v. 199, p. 7-14, Aug.
2014.

https://doi.org/10.1016/j.snb.2014.03.092

WATERS, W. R. et al. Interleukin-17A as a biomarker for bovine tuberculosis. Clinical
and Vaccine Immunology, v. 23, p. 168-180, Dec. 2016.
https://doi.org/10.1128/CVI1.00637-15

WOLINSKY, E. State of the art: nontuberculous mycobacteria and associated
diseases. Am J Respir. Crit Care Med. New York, v. 119, p. 107-159, 1979.


https://doi.org/10.1128/JCM.42.6.2558-2565.2004
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1010536
https://doi.org/10.1016/j.ijmyco.2014.11.062
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.1996.tb08053.x
https://doi.org/10.1002/bio.3563
https://doi.org/10.1039/an9941900763
https://doi.org/10.1016/j.snb.2014.03.092
https://doi.org/10.1128/CVI.00637-15

46

WHO. World Health Organization. Global Leprosy Strategy 2016—2020. Accelerating
towards a leprosy-free world. Geneva, 2016.

WHO. World Health Organization. Global Tuberculosis Report. 2017.

WHO. World Health Organization. Latent tuberculosis infection: Updated and
consolidated guidelines for programmatic management. Geneva: World Health
Organization; 2018.

WHO. Word Health Organization. Weekly epidemiological record. Global leprosy
update, 2017: reducing the disease burden due to leprosy, v. 93, p. 445-456, Aug.
2018b).

YOUNG, L. S. et al. Mycobacterial infections in AIDS patients, with an emphasis on
the M. avium complex. Rev Infect Dis. Chicago, v. 8, p. 1024-1033, 1986.
https://doi.org/10.1093/clinids/8.6.1024



https://doi.org/10.1093/clinids/8.6.1024

Capitulo li

Artigo 1:

ELETRODOS SCREEN-PRINTED DE GRAFITE FUNCIONALIZADOS COM
RODAMINA 6G PARA DETECGAO DE MYCOBACTERIUM SPEM
IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO

47



48

Versdo em portugués do artigo que serd submetido a revista Biosensors and Bioeletronics. Fator de

impacto: 8,173.

ELETRODOS SCREEN-PRINTED DE GRAFITE FUNCIONALIZADOS COM
RODAMINA 6G PARA DETECGAO DE MYCOBACTERIUM SPEM
IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO

Fabiane Nunes Riello!, Ana Flavia Oliveira Notario', Isabela Maria Bernardes
Goulart?, Luiz Ricardo Goulart

' Laboratorio de Nanotecnologia, Universidade Federal de Uberlandia, Campus
Umuarama Bloco 2E Sala 248, CEP 38402-022, Uberlandia — MG, Brasil;

2 Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase,
Universidade Federal de Uberlandia, Rua Capricérnio, 94 - Jardim Brasilia, CEP
38401-404, Uberlandia — MG, Brasil;

Autores correspondentes: Luiz Ricardo Goulart, E-mail: Irgoulart@gmail.com e
Fabiane Nunes Riello, E-mail: fabiriello@yahoo.com.br
flavia.notario@hotmail.com; imbgoulart@gmail.com

2.1 - Resumo

Métodos que envolvem a deteccao eletroquimica tém mostrado novas possibilidades
para o diagnostico de varias doengas devido a capacidade de reconhecer moléculas
bioldgicas especificas. Mas, apresentam limitacbes como a falta de padronizacéo da
area de trabalho e a dificuldade de aderéncia de algumas biomoléculas a superficie
sensorial de eletrodos descartaveis. Buscando novos meios de funcionalizagdo da
superficie dos eletrodos para imobilizacdo e reconhecimento de biomoléculas de
forma eficiente e com menor custo, utilizou-se a rodamina 6G adsorvida em eletrodos
screen-printed de grafite. Amostras de micobactérias foram utilizadas como modelo
experimental devido a procura por novas técnicas de diagnostico para doengas
infecciosas. O anticorpo especifico foi imobilizado na superficie dos eletrodos
funcionalizados e amostras de micobactérias foram detectadas através de medidas
de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial em potenciostato portatil. A
funcionalizagdo com rodamina 6G permitiu maior estabilidade da area de trabalho dos
eletrodos, melhorou a resposta e auxiliou na retengcdo de biomoléculas comparado a
eletrodos virgens. Das treze amostras de cultura de TB testadas, todas tiveram
deteccdo especifica (Ai>60uA) e foram diferenciadas de outras espécies de
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micobactérias (exceto M. avium). O biossensor desenvolvido apresentou facilidade de
manuseio, rapidez, baixo custo, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e tem
grande potencial para ser utilizado na deteccao, reconhecimento e diagndstico de

biomoléculas que que possuam carboidratos na sua estrutura.

2.2 - Introducao

Um biossensor € definido como um aparelho analitico compacto que converte
uma resposta do elemento bioldégico imobilizado na superficie do sensor num sinal
elétrico mensuravel (Chen et al. 2012). Os biossensores eletroquimicos vem sendo
utilizados nas mais diversas aplicacdes podendo estar presente em campos como
saude humana, veterinaria, agricultura, industria alimenticia, industria farmacéutica,
meio ambiente, defesa da populacéo civil, controle de infecgao hospitalar entre outras
por apresentarem caracteristicas que os tornam uma ferramenta cada vez atrativa.
Por possuirem a capacidade de reconhecer moléculas biolégicas especificas, tem o
tornado tao divulgados e aplicados em diagndstico clinico (Hosseini et al. 2014;
Trévenot et al. 2001).

Os eletrodos impressos por sistema de serigrafia sdo chamados de SPCE
(Screen-Printed Carbon Electrode) ou silk-screen e sao empregados com grande
sucesso por possibilitar a produ¢cdo em massa com custo baixo, simplicidade de
utilizacdo, sensibilidade e seletividade para determinadas detecg¢des, precisao e
respostas rapidas e sem algumas limitagcdes apresentadas pelos eletrodos soélidos
(Nascimento, Angnes 1998). Possuem ainda a vantagem de serem descartaveis, além
da facilidade de miniaturizagao, pois pelo seu formato planar e o sistema integrado de
trés eletrodos - eletrodo de trabalho (ET); referéncia (ER) e contra eletrodo (CE),
propiciam a sua integracao a pequenos dispositivos portateis (Mohanty, Kougianos
2006). Mas apresentam limitagbes, como a falta de padronizagao da area de trabalho,
a dificuldade de aderéncia de algumas biomoléculas a superficie sensorial e a
auséncia de eletrodos comerciais funcionalizados baseados nessa tecnologia.

Porém, a versatilidade dos eletrodos possibilita a combinagdo com reagentes
especificos, com objetivo de modificar sua superficie, controlando as reagdes fisico-
quimica que ocorrem na interface, propiciando maior reatividade e seletividade
ampliando significativamente as suas aplicagdes (Cerrato-Alvarez et al. 2018). Desta

forma, a utilizagédo de eletrodos quimicamente funcionalizados € uma area em franca
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expanséo, principalmente no aspecto do desenvolvimento de novos materiais e novos
métodos de modificagao de superficie de eletrodos.

O uso de camadas de agentes funcionalizadores sobre a superficie do eletrodo
tem sido a forma mais comum de funcionalizar a superficie de um eletrodo (Castillo et
al. 2013). Existem na literatura eletrodos funcionalizados das mais diversas formas
como imobilizagdo de grupos funcionais, incorporagdo de catalisadores inorganicos e
bioldgicos, utilizacdo de filmes poliméricos, matrizes inorganicas, de membranas
biologicas, incorporagao de aditivos e uso de nanomateriais como nanoparticulas de
carbono e metalicas ou nanotubos (Pereira et al. 2002).

Buscando novos meios de funcionalizagao da superficie dos eletrodos para
estabilizar e amplificar a resposta eletroquimica de forma eficiente e com menor custo,
investigou-se a utilizagdo da rodamina 6G como indicador e funcionalizador
eletroquimico.

As rodaminas, sdo uma familia de quimicos organicos usados como corantes,
conhecidas como fluoronas, € um composto catibnico fluorescente de formula
C2sH31N203CIl. Esses corantes tém sido muito utilizados como agentes de
rastreamento em estudos de agua, poluigdo e pulverizagdo de pesticidas aéreos e
como coloragdo drogas, cosméticos, téxteis e tintas. Estes compostos sdo muito
utilizados em aplicagdes biotecnoldgicas, como microscopia de fluorescéncia,
citometria de fluxo, espectroscopia de fluorescéncia e ELISA (Georges et al. 1996;
Verma et al. 2018).

Normalmente corantes catibnicos deste tipo sdo usados em lasers e como
moléculas de prova em diversas aplicagbes bioldgicas, principalmente por causa de
sua baixa toxidade, eficiéncia quantica, pequena dependéncia de fatores ambientais,
e suas caracteristicas fluorescentes nao se alterarem ao longo de varias horas, se sua
solucdo aquosa for continuamente agitada (Kim et al. 2013).

Compostos que possuam anéis aromaticos, assim como a rodamina, podem
ser usados como indicadores eletroquimicos por interagirem com DNA através de
ligagdo eletrostatica ou de fusdo (Richards, Rodgers 2007). Nas analises
eletroquimicas a rodamina é utilizada na detecgdo de ions metalicos (Kamal et al.
2013), e é bastante usada em espectroscopia de Ramam, como modelo de analito
para testar superficies modificadas (Orsagova et al. 2018; Tran et al. 2018).

A rodamina 6G é uma interessante molécula de aplicagdo tecnolégica por

apresentar, assim como a tetrametilbenzidina, anéis aromaticos e estrutura com
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afinidade a moléculas biologicas (Alves-Balvedi et.al. 2016), o que torna a superficie
biocompativel a elementos como antigenos e anticorpos, podendo ser utilizada como
um funcionalizador promissor no preparo de técnicas de sensoriamento bioldgico e
diagnostico de doengas. Ainda nao foram encontradas utilizagbes do corante
rodamina como indicador ou funcionalizador em biossensores eletroquimicos.

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia
Mycobacteriaceae. Sao descritas mais de 190 espécies e 14 sub-espécies (Euzeby,
2019). As espécies patogénicas mais importantes para 0 homem sao as do complexo
Mycobacterium tuberculosis e o Mycobacterium leprae. Organismos como os do
Mycobacterium avium-intracellulare sé&o oportunistas e infectam pacientes
imunossuprimidos (Waters et al. 2016). Existem também outras espécies, as atipicas
ou micobactérias ndo tuberculosas que sao na maioria saprofitas de vida livre e séo
menos associadas a doengas (Jarzembowski, Young 2008).

A tuberculose (TB) é uma doenga altamente infecciosa que esta associada a
uma morbidade e mortalidade significativas no mundo, com 10,4 milhdes de novos
casos estimados de TB e mais de 1,4 milhdes mortes em 2016 (WHO 2017). A
deteccdo e tratamento precoces sdo os meios mais eficazes de interromper a
transmissao da doenga. Porém, carecem de abordagens alternativas de diagnostico
que reduzam o tempo de resposta e mantem sensibilidade e especificidade aceitaveis,
diminuindo custos, dependéncia de infraestrutura e mao de obra especializados
(Surabhi et al. 2018).

Métodos que envolvem a deteccdo eletroquimica tém mostrado novas
possibilidades para o diagnodstico de varias doengas. Devido a procura por novas
técnicas de diagndstico para doencas infecciosas como as causadas por
micobacteérias utilizou-se esses patdégenos como modelo experimental para testar a
funcionalizacdo dos eletrodos com rodamina 6G. Cabe ressaltar que esta aplicagao
serve como exemplo da viabilidade de seu uso, ndo sendo exclusivamente para este
fim e podera ser utilizado em diagndstico de outras doengas e/ou reconhecimento de
biomoléculas que possuam carboidratos na sua estrutura, utilizando antigenos,
anticorpos, peptideos, enzimas, DNA, RNA e aptameros.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um novo método de
biossensoriamento que permite a estabilizacdo e funcionalizacdo da superficie de

eletrodos screen-printed de grafite mediante a aplicagdo de Rodamina 6G como
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modificador da superficie de trabalho de eletrodos, como prova de conceito em

amostras de micobacérias.

2.3— Materiais e Métodos

Reagentes

O anticorpo monoclonal anti-M. tuberculosis LAM (NR-13811) foi adquirido pela
BEI resources (Manassas, VA, USA). A rodamina 6G foi adquirida da Sigma-Aldrich
Chemical Co (989-38-8). Todos os outros reagentes eram de grau analitico e usado
sem purificagdo adicional. A solugéo eletrolitica continha concentragdes iguais de
ambas as formas oxidadas e reduzidas do par redox KsFe(CN)s / KsFe(CN)s
ferrocianeto de potassio e ferricianeto de potassio 5mM em KCI 0,1M. As amostras de
cultura de mycobacterium sp. foram cedidas pelo Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), diluidos em solugédo tamp&o contendo 1M
de TRIS, 0,5M de EDTA e 5M de NaCl. Todas as solugdes aquosas foram preparadas

usando agua ultrapura (Milli-Q, Millipore).

Aparatos

O eletrodo utilizado foi do tipo screen-printed (DropSens), com um eletrodo de
trabalho de grafite (4 mm de diametro), contra eletrodo de grafite e eletrodo de
referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). (Ref. DRP 110). Adsorcao
eletroquimica e medidas voltamétricas foram realizados utilizando um potenciostato
portatil PalmSens 3 (Compact Electrochemical Interfaces). As leituras foram feitas
com software PSTrace. Para Microscopia eletrébnica de varredura o equipamento

Vegan3 Tescan foi utilizado.

Funcionalizagao da superficie com rodamina 6G

A solugao de rodamina 6G foi preparada em concentragdes de 100ug a 100mg
e armazenada a -4°C fora da luz. Os eletrodos screen-printed foram previamente
lavados com agua ultrapura e secos em temperatura ambiente. As solugdes de
rodamina 6G foram adicionadas (testados em diferentes concentragdes), espalhados
por toda superficie da area de trabalho, e apds a adsorcgao total cerca de 20 min, foi
realizada a eletrodeposi¢ao conectando o eletrodo ao receptor do potenciostato, e

executada trés vareduras consecutivas em voltametria ciclica, 0,2 V/s, de -0,3 a 0,8V,
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utilizando 80pL de ferroferricianeto de potassio como eletrdlito suporte. Apds esse
processo os eletrodos foram novamente lavados como anteriormente e armazenados

a temperatura ambiente até o uso.

Uso do eletrodo funcionalizado

Em eletrodos SPCEs funcionalizados com rodamina 6G foram aplicados na
superficie de trabalho o anticorpo anti-M. tuberculosis LAM (0,5ug/pL) e incubados a
temperatura ambiente por alguns minutos. Treze amostras aleatorias de cultura de
pacientes diferentes com tuberculose e amostras de cultura de outras micobactérias
comprovadas por PCR-RFLP (Riello et al. 2015) foram adicionadas nesses eletrodos
e, apos incubacao, foram lavados com agua ultra-pura. A detecgao foi confirmada por
voltametria de pulso diferencial entre -0,5 V a 0,5 V, com um incremento de 20mV,
modulagcdo de amplitude de 300mV, um intervalo de pulso de 0,06s e taxa de
varredura de 0,1V/s. Medidas de voltametria ciclica -0,3V a 0,8V, com um potencial
de 20mV e taxa de varredura de 0,2V/s em potenciostato portatil utilizando o
ferroferricianeto de potassio como eletrdlito suporte (Esquema 1).

Teste com antigenos de M. leprae também foram realizados afim de comprovar
a utilizacdo em outras micobactérias. Com eletrodos modificados da mesma forma
adicionou-se o antigeno PGL-I (0,5ug/ul) e em seguida o anticorpo especifico anti-
PGL-1 foi juntamente adsorvido, apds incubagao os eletrodos foram lavados e as

medidas foram realizadas como descrito acima.
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w
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Esquema 1. Funcionalizagdo do SPCE com rodamina 6G seguido da adsorgdo de um
anticorpo especifico para detec¢cao de micobactérias.
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2.4 - Resultados e discussoes

Caracterizagao do processo de funcionalizagao

A morfologia da superficie do eletrodo é um fator que pode afetar o
desempenho do imunossensor. A Fig. 1 mostra imagens de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) do eletrodo de trabalho do SPCE virgem e funcionalizado com
rodamina 6G. Nas figuras 1(A) e (C) tanto no aumento de 10um como no de 2um
nota-se uma superficie mais heterogénea devido a porosidade do eletrodo de grafite,
0 que interfere diretamente na adsorgdo desigual dos compostos. Enquanto nas
figuras 1(B) e (D) eletrodo funcionalizado com rodamina 6G mostraram uma
superficie mais homogénea, menos porosa, formando um filme liso. As reagdes de
oxirredugdes ocorreram de forma igual quando adicionados a mesma solugao
eletrolitica como é possivel observar na (Fig. 2), que ilustra a varredura de voltametria
ciclica (VC) (fig. 2(A)) e voltametria de pulso diferencial (VPD) (fig. 2(B)) para trés
eletrodos diferentes antes da funcionalizagdo (a1, b1 e c1), € os mesmos eletrodos
apo6s a adsorgao de rodamina 6G (az, b2 e c2). Observa- se que nas voltametrias dos
eletrodos virgens ocorreu uma grande variagéo, mais de 50uA, na amplitude do pico
de oxidacdo da VPD e da VC e nesta o potencial de oxidagao também variou de 0,2
a 0,4V. Enquanto os eletrodos funcionalizados com rodamina 6G além de aumentar
significativamente os picos das correntes em até 61% na VC e até 64% na VPD em
comparagao a eletrodos virgens, indicando maior passagem de elétrons devido ao
comportamento catidnico da rodamina em relagéo ao par redox [Fe (CN)s]4 / [Fe
(CN)s]3, as correntes de oxidacdo desses eletrodos funcionalizados tiveram um
pequeno desvio padrao (1,5naVC e 12,4 na VPD) em relagao ao desvio padrao obtido
nas correntes de oxidagao de eletrodos virgens (25,4 na VC e 28 na VPD). A rodamina
6G tem uma adsorgao eficiente no carbono, possivelmente devido a interacdes de
Van der Waals entre os aneis aromaticos e a superficie do eletrodo. Provando assim
que essa funcionalizagdo foi util para homogeneizar, padronizar e aumentar a
condutividade da superficie transdutora dos eletrodos preparando-os assim para
imobilizagdo de sondas. Isso ocorre por que o filme de rodamina (catibnica) parece
catalisar a transferéncia eletrénica da sonda na presencga de ferro/ferri (aniénica). Os
grupos funcionais ou substitutos periféricos na rodamina também ajudam na retencao

das sondas evitando a lixiviagao durante o processo de lavagem.
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Figura 1. Imagens do MEV do SPCE de grafite (A e C) eletrodo sem modificagdo; (B

e D) eletrodo modificado com rodamina 6G.

B
3004 a/ b,/ ¢
3 800 -
200
700 4
100 600
500

400

Current / pA
o
1
Current / pA

3004
-200 2004

100 4

-300

0

T T T T T T T T T T 1
03 02 01 00 01 02 03 04 05 06 07 08 05
Potential / V

T T
-04 -03 -02 -01

T T T
0,1 02 03 04 05

T
0,0
Potential / V

Figura 2. (A) VC: Potencial 20mV e Taxa de varredura 0,2V/s; (B) DPV: Modulag&o

da amplitude:300mV; Intervalo de pulso:0.6s; taxa de varredura de 0,1V/s; (a1, b1 e c1)



56

eletrodos sem modificagéo, (a2, b2 e c¢2) eletrodos modificados com rodamina 6G em
eletrolito suporte: KsFe(CN)s/ KsFe(CN)s 5mM/ KCI 0, 1M.

Otimizagao da concentragao de rodamina 6G e velocidades de varredura

A adsorcédo de diferentes concentracdes de rodamina 6G para funcionalizagao
da superficie dos eletrodos foi investigada a fim de estudar sua interagdo com o grafite
para escolha da melhor diluicdo a ser utilizada. Analisando as medidas de VC (Fig.
3(A)), observamos que conforme a concentragdo de rodamina aumenta, a corrente de
oxidagao e redugédo também aumentaram, porém, o perfil das curvas voltamétircas
sao deslocados para potenciais menos anédicos e mais catddicos e os picos ficaram
mais espacgados a partir da concentragao de 1mg, até 1mg (AE=0 - 0,25V / Ai= -250 -
250uA), >1mg (AE=-0,25 - 0,1V / Ai= -450 - 350 uyA), provavelmente pela saturacao
da rodamina na superficie desses eletrodos. Na VPD (Fig. 3(B)) o pico de oxidagéo
decresce com concentragdes acima de 500ug novamente comprovando que essa é a
concentracao limite para modificar de forma eficiente os eletrodos e concentragdes
acima dessa margem saturam a superficie transdutora dificultando a ligagdo das
sondas e dos alvos. A Fig. 3(C) apresenta os valores da area ativa dos eletrodos apos
a adsorcgao de concentracdes de rodamina na superficie calculado pela velocidade de
varredura dos picos das correntes de oxidagdo em voltametria ciclica e formulados na
equacéo de Randles-Sevcik (Fatimah el al. 2017). Na Fig. 3(D) podemos observar
que houve um aumento de até 99% (rodamina 5mg) na area ativa dos eletrodos
funcionalizados em relagéo ao eletrodo virgem. Como a rodamina também age como
mediador, apesar da area eletroativa diminuir com concentragbes acima de 5mg, a

transferéncia de elétrons continua aumemtando.
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Figura 3. Estudo das diferentes concentragbes de rodamina 6G. Linha preta: 50ug,
linha vermelha: 500ug, linha azul: 1mg, linha rosa: 5mg, linha verde: 50mg e linha
laranja: 100mg. (A) VC: Potencial 20mV e Taxa de varredura 0,2V/s; (B) VPD:
Modulagéo da amplitue: 300mV; Intervalo de pulso: 0.6s; Taxa de varredura de 0,1V/s;
eletrdlito suporte: KsFe(CN)s/ KsFe(CN)s 5mM/ KCI 0,1M. (C) Area ativa dos eletrodos
modificados calculada pela equacdo de Randles-Sevcik. (D) Porcentagem do
aumento da area ativa de eletrodos modificados comparados com eletrodo sem
modificagao.

Deteccao de amostras de micobactérias no biossensor

Para comprovar a eficiéncia da funcionalizagédo e suas vantagens no auxilio da
imobilizacdo de amostras bioldgicas utilizou-se como exemplo o anti-M.tuberculosis
LAM como sonda para detecgao do alvo presente em amostras de cultura de
pacientes com tuberculose e foram realizados testes comparativos em eletrodos
funcionalizados e sem funcionalizagao (Fig. 4(A)). Observa-se uma diferenca
significativa de aproximadamente 100 pA entre os picos das correntes de oxidagao do
controle positivo e o branco nos eletrodos modificados na VC, enquanto essa redugao

nao ocorre nos eletrodos nao funcionalizados, indicando que a adsorgao do anticorpo
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nesses eletrodos € ineficiente, pois apds a lavagem com agua, as biomoléculas sao
lixiviadas. Para a deteccdo com alguns anticorpos € necessaria modificagdo na
superficie dos SPCEs assim como foi descrito por (Diaz-Gonzalez et al. 2005; Ho et
al. 2010; Vural et al. 2018). Uma diferenga de aproximadamente 280uA entre as
correntes de oxidacdo nas amostras também pode ser observada em VPD nos
eletrodos funcionalizados (Fig. 4(B)). A Fig. 4(C) mostra um eletrodo funcionalizado
com rodamina 6G e com anticorpo imobilizado na superficie de trabalho. Ja a figura
4(D) mostra as imagens do MEV ap6s a adicdo das amostras de cultura de
micobactérias nos eletrodos funcionalizados com rodamina e anticorpo imobilizado,
ou seja, apos o acoplamento biolégico e lavagens abundantes em agua. Essa
microscopia corrobora visualmente que houve modificagdo intensa na superficie do
eletrodo apds a adicdo da amostra devido ao reconhecimento bioldgico.

No teste com antigenos de M. leprae houve o reconhecimento especifico de
forma semelhante ao que ocorre nas analises com antigeno de M. tuberculosis (Fig.
5 (A) e (B)).
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Figura 4. (A) VC em SPCE de grafite ndo funcionalizados (a e b), e em eletrodos
funcionalizados com rodamina 6G (c e d). (B) VPD em eletrodo funcionalizado (a e c):
eletrodos incubados com anti-LAM e amostra de M. tuberculosis (controle positivo). (b
e d) incubados somente com anti-LAM (branco). (C) Imagens de MEV de SPCE de
grafite modificados com rodamina 6G e anti-LAM. (D) modificados com rodamina 6G,

anti-LAM e cultura de M. tuberculosis.
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Figura 5. (A) VC: Potencial 20mV e Taxa de varredura 0,2V/s; (B) DPV: Modulag&o
amplitude: 300mV; Intervalo de pulso: 0,6s; Taxa de varredura de 0,1V/s; eletrodlito
suporte: KsFe(CN)s/ KsFe(CN)s 5mM/ KCI 0,1M. (a) SPCE de grafite incubados com
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PGL-I (antigeno especifico de M. leprae) e anti-PGL-1 (controle positivo), (b) incubado

somente com PGL-I (branco).

Especificidade, reprodutibilidade e estabilidade

O antigeno LAM sintético, PGL-I e amostras de cultura de outras micobactérias
foram utilizadas para testar a especificidade do teste, antigenos nao especificos e
outras espécies de micobactérias (exceto M. avium) nao tiveram deteccao especifica
para o anti-LAM (Ai<60uA) (Fig. 6(A)). O M. avium foi a unica espécie que apresentou
reconhecimento com o anticorpo anti-LAM de M. tuberculosis. Por se tratar de uma
espécie com sintomatologia clinica proximamente ligada ao M. tuberculosis a
diferenciagcao entre as duas espécies é recomendada, especialmente em paciente
imunocompetentes. Atualmente a diferenciagao entre as duas espécies € feita pela
caracteristica das culturas e/ou técnicas moleculares (Kellogg et al. 2001, Telenti et
al., 1993, Riello et. al. 2016) o que demanda tempo e mao de obra especializada. O
modelo de biossensor eletroquimico apresentado neste trabalho podera ser capaz de
diferenciar a qualquer espécie de micobactéria, desde que o elemento alvo seja um
anticorpo especifico a espécie a qual deseja reconhecimento, diminuindo tempo, custo
e simplificando a técnica de digndstico. Outra vantagem do biossensor eletroquimico
foi a capacidade de diferenciar espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis
(CMTB) como M. bovis de M. tuberculosis ja que outros métodos descritos ndo foram
capazes de fazer essa diferenciacdo (Chimara et al. 2008, Wu et al. 2009, Kim et al.
2010, Ngan et al. 2011, Scherer et al. 2011).

Nas treze amostras de cultura de pacientes com TB testadas, todas tiveram
deteccao especifica (Ai>60uA), reproduzindo o teste de forma fidedigna (Fig. 6(B)).

O biossensor construido foi armazenado a -4°C por 60 dias e realizadas leituras
em VC com amostra de M. tuberculosis: a diferenga entre o biossensor na presenca
do controle positivo e o biossensor com controle negativo foi maior que 70 pA,
evidenciando a estabilidade da ligagao do anticorpo com a rodamina depositada no

eletrodo.
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Figura 6. (A) Reconhecimento especifico: antigenos e amostras de micobactérias,
Todos os eletrodos foram preparados com anti-LAM. Branco: eletrodo somente com
anti-LAM. (B) Reprodutibilidade: amostras de cultura de pacientes com TB. Ai =
diferenga do pico de oxidagdo na VC da linha base (eletrodo preparado apenas com

rodamina 6G) com pico de oxidagdo das outras amostras.

2.5- Conclusao
Este trabalho demonstrou que a funcionalizagao e estabilizacdo da area de

trabalho de eletrodos screen-printed de grafite mediante a aplicagdo de Rodamina 6G
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foi eficiente no reconhecimento de biomoléculas que possuam carboidratos na sua
estrutura como demostrado em amostras de micobactérias.

O biossensor desenvolvido foi capaz de detectar bactérias em amostras de
pacientes com tuberculose e diferenciar M. tuberculosis das principais outras espécies
do género. O M. avium foi a unica espécie que obteve o mesmo reconhecimento,
porém pode ser diferenciada com um sensor usando anticorpo especifico para a
captura da mesma. Dessa forma, podemos criar sensores utilizando antigenos,
anticorpos, peptideos, enzimas, DNA, RNA e aptdmeros para o diagnéstico e/ou
reconhecimento de outras micobactérias ou outras doengas.

O biossensor tem vantagens como baixo custo, simplicidade na preparacéo e
imobilizacao, portabilidade, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade, resposta
rapida e tem grande potencial para ser largamente utilizado na deteccgao,
reconhecimento e diagnodstico de quaisquer biomoléculas que que possuam

carboidratos na sua estrutura.

Conflito de interesses
A metodologia apresentada faz parte da patente (em depdsito) sob autoria dos
autores e titularidade da UFU e BIOGENETICS.
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3.1 Resumo

Introducgao: Técnicas sorologicas e moleculares auxiliam no diagnostico clinico da
hanseniase, porém, requerem equipamentos e infraestrutura de alto custo e sao
pouco sensiveis em alguns casos. Métodos que envolvem a detecgao eletroquimica
tém mostrado novas possibilidades para o diagndstico de doengas infecciosas. Com
isso foi desenvolvido um biossensor eletroquimico para detecgao qualitativa e
quantitativa de Mycobacterium leprae em amostras de raspado dérmico visando

avaliar sua utilizagdo como uma ferramenta inovadora no diagnéstico da hanseniase.

Métodos: Amostras de raspado dérmico de pacientes diagnosticados com
hanseniase, com diferentes concentracbes de bacilos e de contatos sadios,
quantificados anteriormente por PCR em tempo real (QPCR/RLEP) de M. leprae,
foram testadas num biossensor eletroquimico desenvolvido com eletrodos de carbono
do tipo screen-printed funcionalizados com rodamina 6G. As leituras foram realizadas
em potenciostato portatil e a diferenga quantitativa foi dada por meio de regresséao
linear dos valores dos picos de oxidagao nas medidas de voltametria ciclica. Foram
realizadas analises estatisticas de Kruskal-Wallis, correlagdo de Spearman, curva

ROC e indicadores de teste diagnéstico, utilizando o programa GraphPad Prism 7.0.
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Resultados: A nova técnica para deteccdo de M. leprae em amostras de raspado
dérmico usando biossensores eletroquimicos, mostrou ser mais sensivel (S: 88,4%) e
com maior acuracia (A: 81,84%) quando comparada aos testes Elisa (S: 74,4%; A:
76,34%) e qPCR (S: 72,7%; A: 74,97%). Através da curva ROC comprovou-se que 0
biossensor desenvolvido também é o melhor teste dentre os 3 para discriminar doenga
em um grupo de pacientes. De acordo com a sensibilidade e especificidade
combinadas entre 2 testes em série, a combinagdo entre o biossensor e qPCR

permitiu obter a maior dentre as especificidades (96%).

Interpretagao: O novo biossensor eletroquimico de maneira pioneira foi usado e
demonstrou performance relevante na detec¢cao de M. leprae utilizando amostras
biologicas diretas de pacientes e contatos. A alta sensibilidade do biossensor
incorporada com as técnicas ja existentes de qPCR aumentam a especificidade e
permitem a identificagdo de um grande numero de contatos assintomaticos,
apresentando um grande potencial para auxiliar no diagnostico precoce da
hanseniase. Importante enfatizar que o biossensor inovador desenvolvido nesse
trabalho é portatil, rapido, sensivel, especifico, com baixo custo e pode ser usado para

triagem de pacientes em campo.

3.2 Introdugao

A hanseniase é uma doenca infecciosa crbénica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae, que acomete principalmente a pele e células de Schwann dos
nervos periféricos, é considerada uma das principais causas de incapacidades fisicas,
em razéo do seu potencial de causar lesdes neurais. -

A susceptibilidade ao M. leprae esta ligada a predisposigao genética, imunidade
e estado nutricional, mas também esta fortemente relacionada a condi¢des
econdmicas, sociais e ambientais desfavoraveis, somando-se a esses fatores o
desconhecimento da populacdo aos sinais e sintomas e a dificuldade de acesso a
rede publica de salide pela populagdo mais vulneravel.® Assim, este micro-organismo
possui baixa infectividade, alta patogenicidade e longo periodo de incubagdo em
média, de 2 a 7 anos, dificultando seu diagnostico devido aos sintomas e sinais

insidiosos.!
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A transmissao ocorre pelas vias aéreas superiores de pacientes nao tratados
portadores de bacilos que entram em contato proximo e prolongado com individuos
suscetiveis, assim familiares de pessoas com hanseniase possuem maior chance de
adoecer.*

Contatos domiciliares assintomaticos que possuam positividade em exames
moleculares e/ ou sosrologicos tem maior risco de desenvolver a doenga, ja que sao
comprovadamente abrigados pelo M. Leprae, podendo disseminar o bacilo, mantendo
a cadeia de transmissdo da hanseniase.*%%7 Nesses individuos observou-se também
uma chance quatro vezes maior de ocorréncia de comprometimento neural periférico.®

A hanseniase continua sendo um problema de saude publica, ainda € endémica
em algumas regides como Américas, Africa e Asia. Durante 2017, foram notificados
210.671 novos casos em 150 paises, e a taxa de deteccao foi de 2,77 por 100.000
habitantes. O Sudeste Asiatico foi responsavel por 73% da sobrecarga de hanseniase
global, e dois paises, india e Indonésia, contribuiram com 67,4% dos novos casos em
todo o mundo e 92,6% regionalmente. O Brasil contribuiu com 92,3% de casos novos
de hanseniase na regido das Américas, sendo o segundo pais com maior prevaléncia
de hanseniase no mundo. Os 3 paises com os maiores encargos - india (126.164),
Brasil (26.875) e Indonésia (15.910) - foram responsaveis por 80,2% da carga global
de novos casos em 2017.9

Entre 2008 e 2017 a OMS reportou uma diminuigao lenta na detecgcéo de novos
casos em todo o mundo de 249.007 em 2008 para 210.671 em 2017. No entanto, 5
regides reportaram aumentos no numero de novos casos; 1.032 casos foram
relatados na Africa e 1.745 nas Américas, dos quais 1.657 casos foram em Brasil.
Esse aumento é atribuivel principalmente a melhor detecgao de casos, mas também
o impacto de fatores como a conscientizagdo da hanseniase na comunidade, e a
capacidade do sistema de saude na deteccao precoce da hanseniase.®

Além de ser uma doenca de notificagdo compulséria e de investigagcao
obrigatéria no Brasil, a hanseniase continua a ser uma doenga negligenciada. A
Sociedade Brasileira de Hansenologia (SBH) afirma que existem lacunas no relato de
novos casos em cerca de 530 milhdes de pessoas em 64 paises ‘em
desenvolvimento’, onde geralmente existem condigdes favoraveis para a hanseniase,
a OMS nao reportou aumento no numero de casos entre 2016 e 2017. Entretanto, de

acordo com a SBH, o Brasil continua com alto indice de diagnodsticos de hanseniase
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e 0 numero real em territério nacional pode ser de até 8 vezes maior que os dados
oficiais.°

A hanseniase € uma doenga complexa e possui varias formas clinicas dentro
do espectro de Ridley & Jopling (1966), de acordo com a resposta imune celular e
carga bacilar. Sdo elas: tuberculdide (TT), borderline-tuberculdide (BT), borderline-
borderline (BB), borderline-lepromatosa (BL) e lepromatosa (LL). De um lado do
espectro o polo tuberculdide, com baixa carga bacilar e exacerbada imunidade celular.
Do outro lado do espectro, o pdélo lepromatoso, tem baixa ou ausente imunidade
celular ao M. leprae e exacerbada resposta humoral, que é diretamente proporcional
a carga bacilar.

A classificagdo operacional da doenga, proposta pela OMS para fins de
tratamento baseia-se no numero de lesbes, sendo classificadas em paucibacilares
(PB) com até 5 lesdes de pele e baciloscopia negativa, e multibacilares (MB) com mais
de 5 lesdes e/ou baciloscopia positiva. Pacientes multibacilares possuem alta carga
bacilar, tendo um importante papel como grupo transmissor.'?

A OMS publicou a Estratégia Global para Hanseniase 2016-2020 que visa
atingir metas para reduzir a prevaléncia da doengca e uma delas é baseada no
desenvolvimento de estratégias e ferramentas, que incluem novas técnicas
diagnodsticas para detecgao precoce de casos, triagem direcionada e monitoramento
de contatos domiciliares e sociais, o que consideram crucial para interromper a
transmisséo e evitar a progressao da hanseniase. '3

O diagnodstico atual € baseado em exames clinicos dermatoneuroldgicos
entretanto, a avaliacdo clinica detecta a doenga, em vez da infeccdo subclinica e
bacteriolégica, e em torno de 30% dos pacientes, inclusive pacientes multibacilares
(MB), ndo apresentam sintomas.'

Técnicas sorologicas e moleculares auxiliam na deteccdo do M. leprae. Ha
alguns anos a técnica de reagdo em cadeia polimerase (PCR) vem revolucionando o
diagndstico molecular laboratorial, apresentando boa sensibilidade em até 100% em
casos de hanseniase multibacilar, mas geralmente € pouco sensivel (inferior a 50%)
em casos de hanseniase paucibacilar.57.815.16.17.18.19 Além disso, a tecnologia de PCR
requer mao de obra especializada, equipamentos e infraestrutura de alto custo, sao
testes para diagnéstico diferencial e complementar e ndo sao utilizados na rotina dos

servigos de atencao primaria, e sim, nos servigos de referéncia e em pesquisas.?°
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Portanto, existe uma clara necessidade e interesse crescente no
desenvolvimento de métodos simples, de baixo custo, rapidos, especificos e sensiveis
para detectar infecgdo subclinica e que possa ser usado tanto para confirmar o
diagnodstico em pessoas com suspeita da doenga, como para rastrear contatos de
pacientes em grupos populacionais com alto risco para a hanseniase.?’

Métodos que envolvem a deteccado eletroquimica tém mostrado novas
possibilidades para o diagnéstico de doencas infecciosas ou outras doengas.??

O biossensor é um dispositivo integrado e autossuficiente capaz de fornecer
informagdes analiticas, quantitativas ou semi-quantitativas utilizando um elemento de
reconhecimento bioldgico (receptor ou sonda) que garante a especificidade a um
determinado analito (ou alvo) produzindo uma resposta que é traduzida por um
componente fisico principalmente em sinais optico ou elétrico.??

Dentre as caracteristicas desejaveis ou ideais em relagdo a um biossensor
podemos considerar: seletividade, sensibilidade, estabilidade, reprodutibilidade, baixo
custo e simplicidade de operacionalizag&o.?*

Um bioeletrodo de grafite modificado com poli (4-aminofenol) foi produzido para
deteccdo do gene Mycobacterium leprae por imobilizacdo de DNA de fita simples
(ssDNA) e hibridagdao com produto de PCR (RLEP) (gene especifico de M. leprae) e,
foi capaz de reconhecer moléculas de DNA complementares através do processo de
hibridagdo.?6

Nosso grupo de estudo desenvolveu uma plataforma utilizando biomateriais
que é capaz de reconhecer biomoléculas que possuam carboidratos em sua estrutura,
possibilitando a construgao de biossensores universais e estaveis utilizando amostras
biologicas diretas, que pode ser explorado no diagndstico da hanseniase, ja que sua
resistente parede celular é formada por arranjos complexos de moléculas de
carboidratos, lipidios, peptideoglicanos e proteinas, caracteristica do género
Mycobacterium.?8

O biossensor desenvolvido neste estudo utiliza reconhecimento antigeno-
anticorpo usando como sonda o anticoporpo anti-PGL-I que reconhece
especificamente o alvo glicolipideo fendlico 1 (PGL-I), um glicolipideo abundante na
parede celular de M. leprae e tem sido amplamente utilizado em testes sorolégicos na
classificagdo operacional da hanseniase, podendo ser aplicado para diferenciar
pacientes paucibacilares e multibacilares, bem como monitorar infecgéo subclinica em

contatos.*6:27.28.:29
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Até o presente momento n&o existe relato na literatura que utiliza biosssensor
eletroquimico no diagnostico de hanseniase utilizando amostras clinicas. Com isso,
objetivou-se a validagao do biossensor eletroquimico para deteccdo qualitativa e
quantitativa de Mycobacterium leprae em amostras de raspado dérmico visando

avaliar seu potencial para o diagnodstico da hanseniase.

3.3 Métodos

Desenho do estudo

Foi realizado um estudo transversal entre os anos de 2017 e 2018, cuja amostra
composta por 43 pacientes com diagnodstico de hanseniase e 12 contatos domiciliares
atendidos no Centro Nacional de Referéncia em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase
(CREDESH), do Hospital de Clinicas (HC), da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), MG, Brasil.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (n° 099/2003 e n° 499/2008).

Amostras

Foram utilizadas no estudo 55 amostras de raspado dérmico, 43 de pacientes
com diagnostico de hanseniase em inicio de tratamento e 12 amostras de contatos
domiciliares sadios.

As amostras de raspados dérmicos de cada individuo foram coletadas em 7
sitios do corpo (dois Iébulos das orelhas, dois cotovelos, dois joelhos e uma
lesdo/area) em pacientes e seis sitios corporais (dois I6bulos das orelhas, dois
cotovelos e dois joelhos) em contatos familiares para realizacdo de esfregagcos em
laminas para baciloscopia. Concomitantemente, foram coletadas amostras desses
mesmos sitios depositadas em 2 microtubos estéreis tipo eppendorff: um tubo
continha 500 pyL de tampéo de lise nuclear (TLN — NaCl 400 mM, EDTA 50 mM, pH
8,0 e Tris-Cl 25 mM, pH 8,0) para realizagcdo da qPCR; e o outro tubo 250 pL de
tampéao fosfato (TF - K2HPO4 0,1M pH 7) para o teste com biossensor eletroquimico.

As amostras foram armazenadas a temperatura de 4°C até a realizacao dos testes.

Critério de selecio dos pacientes e contatos

Pacientes de hanseniase sdo aqueles que foram diagnosticados por meio de

exame clinico dermato-neurélogico para identificar lesbes ou areas de pele com
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alteracdo de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos, com
alteracbes sensitivas e/ou motoras e/ou autondmicas e o0s seguintes exames
laboratoriais: raspado dérmico de sete sitios em pacientes, conforme descrito acima,
para realizacdo de baciloscopia e qPCR para deteccdo de DNA de M. leprae com
primer RLEP, conforme descrito em trabalho anterior'®; bidpsia de lesdo/area para
histopatologia, coloragao pelo Fite-Faraco e qPCR; sorologia ELISA IgM anti-PGL-I,
conforme descrito em estudos anteriores.”?° Foram classificados conforme a forma
clinica da doenca em: borderline-tuberculéide (BT=24), borderline-borderline (BB=4),
borderline-lepromatoso (BL=6) e lepromatoso (LL=9).""

Os contatos domiciliares séo individuos que residam ou tenham residido com o
doente nos ultimos cinco anos e apresentaram exame clinico dermato-neuroldgico
normal, que também foram encaminhados para a realizagao de sorologia ELISA IgM
anti-PGL-| e raspado dérmico de seis sitios (dois I6bulos de orelhas, dois cotovelos,
dois joelhos) para baciloscopia e extracdo de DNA e para analise pela qPCR para
detecgédo de DNA de M. leprae com primer RLEP.

Foram excluidos do teste amostras de individuos que nao continuaram o
acompanhamento no CREDESH ou n&o possuiam todos os dados necessarios para
analise comparativa.

As 55 amostras com o numero de bacilos ja quantificados por qPCR foram
utilizadas para os testes de sensoriamento eletroquimico e foram comparadas com

diagndstico clinico, ELISA anti-PGL-I e gPCR para detecgédo de DNA de M. leprae.

Analises eletroquimicas

O eletrodo do tipo screen-printed (DropSens DRP 110), com um eletrodo de
trabalho de grafite (4 mm de didmetro), contra eletrodo de grafite e eletrodo de
referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi funcionalizado com Rodamina 6G
para uniformizacdo e maior aderéncia das amostras a area de trabalho. Adsorcéo
eletroquimica e medidas voltamétricas foram realizados utilizando um potenciostato
portatil PalmSens 3 (Compact Electrochemical Interfaces). As leituras foram feitas

com software PSTrace.

Padronizacéo da técnica e especificidade
O antigeno PGL-l nativo (BEl Resources-NR-19342) foi utilizado para

padroniza¢ao no novo teste e para posterior comparagao com os valores das diluicoes
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de PGL-1 e a quantidade desse antigeno presente nas amostras de raspado. Outro
antigeno nao especifico, LAM de M. leprae (BEl Resources-NR-19348) e outro
anticorpo, anti-LAM (BEI Resources-NR-19358) foram usados para garantir a
especificidade do teste.

Dessa forma, o anticorpo policlonal anti-PGL-I de M. leprae (BEIl Resources-
NR19355) (1:1000) foi aplicado na superficie de trabalho de eletrodos funcionalizados
com rodamina 6G e incubados a temperatura ambiente por alguns minutos.
Posteriormente foram incubados com diferentes diluicbes de PGL-I nativo ou com
LAM de M. leprae (0,5ug/uL) por mais alguns minutos e lavados com agua destilada.
O teste com anti-LAM (1:1000) foi realizado da mesma forma aplicando esse anticorpo
no eletrodo e incubando com o PGL-I nativo (0,5ug/uL).

A deteccgao realizada através de medidas de voltametria ciclica entre -0,3V a
0,8V, com um potencial de 20mV e taxa de varredura de 0,2V/s em potenciostato
portatil, utilizando a solugéo eletrolitica KsFe(CN)s / KsFe(CN)s 5mM em KCI 0,1M

como eletrolito suporte.

Deteccdo em amostras de raspado dérmico

O anticorpo especifico de M. leprae anti-PGL-l (1:500) foi bioconjugao a
nanoparticulas magnéticas COFe204.3° Apos, 50 uL de amostras de raspado de
pacientes e contatos foram incubadas ao anticorpo conjugado por 30 min a 37°C. O
conjugado antigeno-anticorpo foi lavado com PBS1X em estante magnética e a parte
presa ao ima foi ressuspendida em PBS e 3 ul foram aplicados na superficie da area
de trabalho do eletrodo funcionalizado com rodamina 6G e incubados a temperatura
ambiente durante 15 minutos (Esquema 1).

A deteccao foi realizada através de medidas de voltametria ciclica como

descrito acima.

A - Bare electrode B - Modified electrode
Graphite electrode Graphite electrode
T
i T C- Primary antibody + antigen

g Graphite electrode
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Esquema 1. A sequéncia mostra a modificagdo de eletrodos screen-printed de
grafite com Rodamina 6G (A e B), conjugagdo dos anticorpos ant-PGL-l com
nanoparticulas magnéticas, incubacdo com raspados e aplicagdo do bioconjugado

nos eletrodos (C).

Analises Estatisticas

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar a diferenca entre os postos
meédios em relagcdo aos valores obtidos usando o biossensor, ELISA anti-PGL-l e
gPCR DNA M. leprae encontrados para contatos intradomiciliares e formas clinicas
da doenca (BT, BB, BL e LL). A correlagao de Spearman foi utilizada para analisar a
magnitude da associagao entre os testes eletroquimicos ELISA anti-PGL-I e gPCR no
grupo de pacientes.

Com o objetivo de avaliar o melhor teste de desempenho, entre eletroquimica,
ELISA anti-PGL-I e qPCR, foram calculados os indicadores de um teste diagndstico,
como sensibilidade, especificidade, likelihood ratio positivo (LR+), likelihood ratio
negativo (LR-), acuracia e prevaléncia. As curvas Receiver Operating Characteristic
(ROC) foram obtidas para calcular a area sob a curva para determinar o teste com
melhor poder discriminatorio. Os programas utilizados para calculos estatisticos foram
o GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de

significancia a foi de 5% para todas as analises.

Criacdo do aplicativo para analise dos resultados

Com o programa lonic Creatro foi desenvolvido o aplicativo Hansen, com
intuiuto de simplificar e agilizar a entrega dos resultados obtivos. Dessa forma os
valores dos picos de oxidagao das curvas em voltametria ciclica foram inseridos em
local especifico no aplicatido e valores de quantidade de bacilo foram calculadas com

base nas equacgdes de regressao linear.

3.4 Resultados

A nova técnica para detecgéo de antigenos por biossensores eletroquimicos foi
desenvolvida e padronizada com base no reconhecimento antigeno (PGL-l) e
anticorpo (anti-PGL-I). Os resultados mostraram que quando ocorre o reconhecimento

especifico entre eles, a difusao da sonda no ferro/ferri diminui no sistema fazendo com
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que o pico da corrente de oxidagao seja menor comparado aos picos de oxidagao da
linha base (sem amostras), do eletrodo somente com anti-PGL-I e somente com PGL-
I. Também mostrou ser especifico, ja que ndo houve reconhecimento entre o anti-
PGL-I e outro antigeno nao especifico (LAM de M. leprae) e do anti-LAM com o PGL-
| nativo (fig. 1A).

Os valores dos picos de corrente de oxidagao para cada concentragao de PGL-
| detectadas foram plotados em um grafico de regresséo linear, e chegou-se na
equacao da reta y = -63,145x+288,34 que melhor representa a disposigao dos pontos
no grafico. Essa reta foi utilizada como referéncia para quantificacdo de PGL-I em
todas amostras de raspados. A calibracdo da curva foi calculada a partir dos
resultados, mostrando que o sistema tem um coeficiente de correlacao linear de 0,98

e um limite de deteccgao de 0,01ug/uL (Fig. 1B).

A w00 Base line B
/PGL—l

2] Anti-LAM + PGL-1 nat. 350

Anti-PGL-1 R2=0,98
Anti-PGL-1+ LAM LEP

2504

225+

200 Anti-PGL-1 + PGL-1 nat. 300

Current / pA

1754

Current / uA

250

e 200+ T T 1
Potential /V 0.0 0.5 1.0 15

PGL-1Concentration

Fig.1. (A) Picos de corrente de oxidagdo em voltametria ciclica (potencial 20mV
e taxa de varredura 0,2V/s); (B) Grafico corrente (WA) X Concentragdo PGL-I (ug/ul)
obtidos pelo pico de oxidagdo na voltametria ciclica substituidos na equag¢do (y=-
63,145x+288,34).

Com base nos valores médios de quantidade de bacilos dados pela gPCR, os
valores dos picos de corrente de oxidacdo foram plotados em outro grafico de
regressao linear, e chegou-se na equacado da reta y = -0,0206x + 2,4541 com
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coeficiente de correlacao linear de 0,97. Essa reta foi utilizada como referéncia para
quantificacdo de bacilos em todas amostras de raspados, apresentando um intervalo
de deteccgao de 1 a 1.000.000 de bacilos (Fig.2)
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Fig.2. (A) Voltametria ciclica-VC (potencial 20mV e taxa de varredura 0,2V/s)
indicando os valores das correntes em UA dos picos de oxidagéo. (B) Ai = diferenca
do pico de oxidagdo na VC da linha base (eletrodo preparado apenas com rodamina
6G) com pico de oxidagdo das outras amostras. (a): 0 bacilos/VC = 295, (b): 30
bacilos/VC = 265, (c): 430 bacilos/VC = 250, (d): 20000 bacilos/ VC = 230, (e):
20000000 bacilos/ VC= 211.

Da amostra composta por 55 individuos, 12 eram contatos domiciliares e 43
casos de hanseniase, predominando dentre os doentes os borderline-tuberculdide
multibacilares (BT/MB) representando 40% (22/55) da amostra seguida pelo polo
lepromatoso (LL) com 16,4% (9/55). Os contatos domiciliares constituiram 21,8%
(12/55) da amostra, considerado, portanto, o segundo grupo mais prevalente (Tabela
1).

Na estratificagao clinica, consequentemente, os BT/MB e os LL apresentaram
0s grupos mais hegemdnicos com 51,2% (22/43) e 20,9% (9/43) respectivamente,
seguidos pelos borderline-lepromatoso (14%; 6/43).

O sexo feminino foi maior na amostra total (56,4%; 31/55) quando comparado
ao masculino (43,6%; 24/55). A mesma relagéo péde ser observada nos BL (66,6%;
4/6), BT/MB (59%; 13/22), e contatos de hanseniase (66,6%; 8/12) quando analisado
por forma clinica e contactantes (tabela 1).

Ainda na tabela 1, em relagao a faixa etaria, observa-se um percentual elevado
de individuos das faixas etarias entre 20 e 59 anos (54,5%; 30/55) e 20 e 39 (21,8%;
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12/55). Nota-se que metade dos pacientes da forma clinica BT/MB (50%; 11/22), BL
(33,3%; 2/6), LL (44,4%; 4/9) e mais da metade dos contatos (75%; 9/12) pertenciam

a faixa etaria entre 40 e 59 anos.

Situacao Clinica

Varidveis Contatos BT (PB) BT (MB) BB BL LL
(n=12/21,8%) (n=2/3,6%) (n=22/40%) (n=4/7,2%) (n=6/10,9%) (n=9/16,3%)
N2 % Ne % Ne % Ne % Ne % Ne %
Género
Masculino 4 33,3 1 50 9 40,9 3 75 2 33,3 5 55,5
Feminino 8 66,6 1 50 13 59 1 25 4 66,6 4 44,4
Faixa
Etaria
0-19 0 0 0 0 2 9 1 25 0 0 0 0
20-39 0 0 1 50 5 2272 O 0 2 33,3 4 44,4
40 -59 9 75 1 50 11 50 3 75 2 33,3 4 44,4
> 60 3 25 0 0 4 18,18 O 0 2 33,3 1 11,1

Tabela 1. Variaveis clinicas e epidemiologicas

Foram calculados os principais indicadores de um teste diagndstico levando em
conta a amostra total de 55 individuos, subdivididos em casos de hanseniase e
contatos domiciliares.

Tais valores foram avaliados para a sorologia ELISA anti-PGL-lI, gPCR e
biossensor eletroquimico e dispostos na tabela 2. Independente do teste avaliado, a
prevaléncia da doeng¢a na amostra ndo varia entre os 3 testes, visto que ela representa
a proporgao de casos da doencga antes da realizagdo do teste indicando, portanto,
uma proporgao de 78.2% (43/55) doentes na amostra.

A sorologia ELISA anti-PGL-I apresentou uma sensibilidade de 74.4% (32/43)
e uma especificidade de 83.3% (10/12) com acuracia de 76.3% (42/55). Esse
resultado demonstra que a sorologia Elisa anti-PGL-I detecta com uma acuracia de
76.3% uma proporcao de 74.4% dos individuos doentes multibacilares.

A gPCR, utilizada para quantificar os niveis de bacilo por grama de tecido, teve

os menores indicadores dentre os 3 testes avaliados conforme mostrado na tabela 2,
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com sensibilidade de 72,7% (14/43), especificidade de 83,3% (12/12) e acuracia de
74,97% (26/55).

O biossensor eletroquimico apresentou a maior sensibilidade (88,4%; 38/43) e
melhor acuracia dentre os 3 testes, com uma acuracia de 81,8% (45/55), isto é, o
numero de verdadeiros positivos e verdadeiros negativos € melhor discriminada por
este teste, além ser o melhor teste para diagnosticar individuos de fato doentes
(verdadeiros positivos) com uma certeza de 88,4%. Porém sua especificidade foi a
menor 58,3% (7/12) encontrando positividade em 5 contatos avaliados.

Embora o LR+ da sorologia ELISA anti-PGL-I seja a maior dentre os testes,
4,46, indicando que existe uma probabilidade maior de encontrar resultado positivo
em individuos doentes quando comparados a saudaveis, o LR- do biossensor
eletroquimico de 0,20 mostra que a probabilidade desse teste ser negativo em
individuos doentes quando comparado a individuos saudaveis € a menor dentre os

testes, o que confirma sua elevada acuracia (tabela 2).
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Teste Doenga Total Parametros diagndsticos
Presente Ausente Sens. Esp. Ac. PD LR+ LR-

ELISA

Positivo 32 2 34

Negativo 11 10 21 74,4% 83,3% 76,34% 78,2% 4,46 0,31
Total 43 12
qPCR

Positivo 14 0 14

Negativo 29 12 a1 72,7% 83,3% 74,97% 78,2% 4,35 0,33
Total 43 12

Biossensor
Eletroquimico

Positivo 38 5 43

Negativo 5 7 12 88,4% 58,3% 81,84% 78,2% 2,12 0,20
Total 43 12

NOTAS: Sens.: sensibilidade / Esp.: especificidade / Ac. Acurécia / PD: prevaléncia da doenga/ LR: Razdo de verossimilhanca
(Likelihood Ratio) + (Positivo) / - (Negativo)

Tabela 2. Indicadores do teste diagnéstico
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A sensibilidade e especificidade combinadas entre 2 testes em série foram
obtidas para a combinagao entre ELISA e biossensor eletroquimico (S: 0,65 e E: 0,92);
ELISA e qPCR (S: 0,53 e E: 0,92); Eletroquimica e qPCR (S: 0,63 e E: 0,96). A
combinacdo entre o biossensor e qPCR permitiu obter a maior dentre as
especificidades, de modo que aqueles individuos com resultado negativo nos dois
testes aumenta a certeza desse resultado.

As curvas ROC, conforme figura 3 A, B e C, representam o desempenho dos 3
testes, de maneira que, aquele teste que apresenta a maior area sob a curva tem
maior poder de discriminar doentes e saudaveis. Verifica-se que a area sob a curva
no teste do biossensor eletroquimico é de 0,79 (ou 79%) considerada 1% maior que
a area sob a curva do teste ELISA anti-PGL-I (0,78 ou 78%), e, portanto, € o melhor
teste dentre os 3 para discriminar doenga em um grupo de pacientes, visto que a

gPCR apresentou a menor area sob a curva 0,77 (ou 77%).
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Fig 3. Aplicagdo da curva ROC sensibilidade X especifidade de cada teste

diagnostico

Em relagédo a tabela 3, nota-se uma correlagéo negativa entre a gqPCR e o
biossensor eletroquimico (r=-0,49; p=0,001) e correlacao positiva entre a gPCR e o
teste de PGL-l obtido na eletroquimica (r=0,49; p=0,001) o que demonstra a
associagao inversa entre o numero de antigenos detectados na qPCR e a carga obtida
pelo biossensor. Ainda que a correlagdo entre a sorologia ELISA anti-PGL-l e os

valores da eletroquimica (r=-0,27; p=0,075) e PGL-I (r=0,27; p=0,075) ndo estiveram
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presentes, essas associagdes sao consideraveis, visto que seus coeficientes foram

quase significativos.

Variaveis continuas Coeficientes Biossensor PGL-I*
estatisticos Eletroquimico
Spearmam r -0,27 0,27
ELISA
P valor 0,075 0,075
Spearmam r -0,49 0,49
qPCR P valor 0,001 0,001

NOTAS: * valores obtidos pelo pico de oxidagcdo na voltametria ciclica substituidos na
equacado (-63,145x+288,34)
Tabela 3. Correlagdo entre os testes.

A figura 4 A, representa a diferengca entre a média dos postos (ranks) em
relagdo aos valores do biossensor eletroquimico (voltametria ciclica) nos grupos
contato domiciliar e formas clinicas (BT, BB, BL e LL). Por meio da comparagao
multipla, teste Dunn, foi possivel notar que houve diferenca entre a média dos postos
quando comparados os grupos contatos domiciliares e BL (Mdcontatos=276 €
mdsL=239.5; p=0,0496) e contatos dociliares e LL (mMmdcontatos=276 € mdsL=220;
p=0,0040).

Quanto a figura 4B, nota-se que o teste de comparagéo multipla em relagéao
aos valores qPCR, nao evidenciou nenhuma diferenca entre as médias dos postos.
Os grupos contato domiciliar (mdcontates=2) € BT (mdst=11.5) apresentam elevada
quantidade de participantes do estudo com valores da qPCR negativa o que nao
ocorreu nas demais formas clinicas da doenca (mdss=7x10%; mdsL=2x10%; mdL.=530).

Os niveis de anti-PGL-l foram mensurados por meio da sorologia ELISA,
observando-se diferenca entre as médias dos ranks ao comparar os contatos
domiciliares com BL (mdcontates=0,36 € mdsL=2,50; p=0,0031) e LL (Mdcontatos=2,48 €
mdL=0,36; p=0,0023). Embora os grupos BT (mds1=0,62) e BB (mdss=1,6), tivessem
medianas maiores que o grupo dos contatos domiciliares, ndao houve diferencga

significativa entre esses grupos (Figura 4C).
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ApOs todas as analises foi desenvolvido um aplicativo para transforacéo dos
dados obtidos pelos valores dos picos de corrente de oxidagdo das curvas de
voltametria ciclica, em resultados quantitativos com base nas equagdes de regresséo
linear formuladas (quantidade de bacilos) e assim viabilizar e agilizar a entrega dos
resultados.

TESTE RAPIDO RESULTADO

ll \ \ S E Insira o valer de pico do grifico de RESULTADO DO TESTE
AL :

-reduca
TESTERAPIDODE HANSENASE IR ’
Quantidade de bacilos: 6,54.10

FAZER OUTRO CALCULD

Clique aqui para inserit 0 numero

CALCULAR

Fig. 5. Aplicativo desenvolvido para obtengéo de resultados quantitativos.

3.5 Discussao

Nesse trabalho foi desenvolvido um biossensor eletroquimico que foi capaz de
detectar diferentes quantidades de bacilos em amostras de raspado dérmico de
doentes e contatos domiciliares, com base no reconhecimento antigeno-anticorpo
gracas a presenga do PGL-lI encontrado apenas no Mycobacterium leprae, que
reconheceu de forma especifica o anticorpo anti-PGL-I imobilizado na superficie de
trabalho dos eletrodos funcionalizados com rodamina 6G, diminuindo a difusdo da
sonda no sistema, o que resultou em uma diminui¢do significativa da corrente de pico
de oxidacdo do ferroferricianeto de potassio, indicando maior afinidade deste
composto, comprovando assim a deteccdo. Trabalho anterior usando sonda e DNA
alvo também obteve a deteccdo da mesma forma confirmada pela diminuicdo da
corrente de oxidacao do eletrdlito suporte?.

Porém, a relagdo quantidade de bacilo versus pico de corrente € inversa,
quanto menor a corrente difusional no sistema, menor o pico de oxidagao e reducao

observado nas medidas de voltametria ciclica e maior a quantidade de bacilos
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presente na amostra. Observamos dessa forma uma relagdo entre que o biossensor
eletroquimico e a forma clinica dos pacientes, os menores valores de corrente foram
encontrados em pacientes LL, que s&o os que possuem maior carga bacilar, com
media dos valores dos picos de oxidacao de 232,6uA. Os maiores valores de corrente
foram encontrados em pacientes BT que possuem menor carga bacilar (valor da
meédia dos picos = 258,14pA). Valores intermediarios foram observados nas formas
BB (média dos picos = 242 pA) e BL (média dos picos = 238uA).

Com essas analises e com a padronizagado da técnica com o antigeno PGL-I
nativo de concentragdes conhecidas foram elaboradas equagdes de regressao linear
com base nos pontos que apresentaram melhor disposi¢cao na reta. Essa equacao foi
utilizada para quantificar a quantidade de bacilos e de antigeno presente nas amostras
analisadas pelo biossensor. Assim, foi possivel quantificar um limite minimo de
0,01ug/ L de antigeno e até 1 bacilo presentes nas amostras e um limite maximo de
2.000.000 de bacilos, que foi o maior valor encontrado dentre o grupo de amostras
testadas, tendo possibilidade de detecgao de valores superiores.

Quanto a composigao dos grupos escolhidos para o estudo, as 55 amostras
que foram utilizadas no teste eletroquimico, foram selecionadas por método nao-
aleatério, por cota, dentre as amostras de raspado dérmico de pacientes e contatos
suspeitos que haviam sido submetidos a este procedimento rotineiramente para
realizacdo da qPCR no periodo do estudo.

Dessa forma foram analisadas 12 amostras de contatos domiciliares negativos
para a hanseniase no exame clinico e 43 amostras de pacientes classificados como
BT/PB (2), BT/MB (22), BB (4), BL (6), LL (9), dentre os individuos escolhidos, nenhum
foi classificado na forma clinica TT e indeterminado. Prevaleceram individuos
classificados como BT/MB 40% do total, seguidos pelos LL 16,3% que sao as
classificagdes proporcionalmente predominantes na populagdo cuja amostra foi
recrutada, sendo, portanto, descrita tal proporgdo em estudos anteriores.” 1532

Este estudo mostrou maior prevaléncia de mulheres portadoras de hanseniase,
embora a literatura reporte predominio de homens diagnosticados com hanseniase
quando comparado as mulheres, o que pode estar associado a fatores culturais
responsaveis pela subnotificacdo de casos de mulheres afetadas pela hanseniase em
diversos paises do mundo.33

A maioria dos individuos da amostra apresentaram idade entre 20 a 59 anos

concordando com os achados de um recente estudo observacional.3*
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Sobre a gPCR, esse trabalho ndo mostrou diferenca entre as médias dos ranks,
visto que esse método, independente do material biolégico analisado, apresenta
elevada sensibilidade na deteccdo de DNA de M. leprae em individuos com baixa
carga bacilar, tal como ocorreu em alguns contatos domiciliares,3® o que confirmou o
diagnostico de hanseniase nesses individuos.

Os niveis de indice ELISA (IE) anti-PGL-I naqueles pacientes LL e BL foram
maiores que nos demais grupos desse estudo, consoante a estudos sobre
sorodiagnostico da hanseniase, confirmando que esse anticorpo IgM é diretamente
proporcional a carga bacilar, que é muito alta nesse pdlo lepromatoso da
doenca.6.36.:37.38

Para validacdo do biossensor eletroquimico, foi feita a comparagao com as
técnicas de ELISA anti-PGL-l e qPCR, utilizadas na rotina do Centro de referéncia
para complementar o diagnostico clinico da hanseniase. Para isso foram calculados
os principais indicadores de um teste diagnostico.

O ELISA anti-PGL-I foi a técnica que apresentou maior especificidade dentre
as 3 técnicas, 83,3% ja que 10 dos 12 contatos domiciliares foram soronegativos e
16,7% (2/12) dos contatos foram soropositivos, concordando com esse achado, outros
estudos encontraram valores de 13,3% e 14% de soropositividade em contatos.*3°
Porém teve uma sensibilidade de 74,4%, detectando 32 dos 43 pacientes, os 25,6%
de pacientes nao detectados pertenciam as formas BT e BB e as formas BL e LL foram
as mais detectadas chegando préximas de 100% de sensibilidade, assim como em
trabalhos anteriores do nosso grupo.46:36.40

A gPCR foi a que apresentou os menores valores de sensibilidade (72,7%) e
acuracia (74,97%) dentre os trés testes comparando o grupo total e especificidade de
83,3% mesmo valor encontrado para ELISA. Na literatura, estudo de Martinez 20114
encontrou uma sensibilidade de 91,5%, especificidade de 73,3% e acuracia de 82,4%
em amostras de analisadas por qPCR RLEP. O menor valor de sensibilidade
observado na qPCR nas nossas analises é devido a maior quantidade de pacientes
analisados com classificacdo BT que possuem menor sensibilidade na gPCR
comparadas as classificagdes BL e LL que possuem as maiores sensibilidades
chegando a 100% em diversos achados dependendo dos primers analisados.44243.44

A gPCR nao apresentou positividade entre os contatos domiciliares devido essa
técnica ser utilizada no Centro de Referéncia como suporte para confirmacédo dos
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casos e os contatos gPCR positivos, que apresentam ou ndo dano neural detectado
pela eletroneuromiografia e ELISA positivo ou negativo séo tratados.

Ja o biossensor eletroquimico obteve os melhores valores de sensibilidade
88,4% e acuracia 81,84% quando comparada as outras duas técnicas, ela conseguiu
detectar bacilos em 38 dos 43 pacientes analisados, os 5 pacientes que ndo foram
detectados eram classificados como BT (4) e LL (1). Nas analises de curva ROC, esta
técnica também provou ser a melhor dentre os 3 testes para discriminar doenga em
um grupo de pacientes por apresenta a maior area sob a curva 79%.

A sensibilidade e especificidade combinadas entre 2 testes em série
comprovaram que a associagao da técnica eletroquimica com qPCR conseguiu obter
maiores especificidades (96%) quando comparados outras técnicas associadas,
aumentando a certeza de verdadeiros negativos quando o mesmo resultado esta
presente nos dois testes.

O que chama atengao nesse estudo foi o numero relativamente elevado de
contatos que foram positivos pela técnica de biossensores (5/12) 41,6% dos contatos
analisados, isso pode ter ocorrido devido a alta sensibilidade do teste detectando
pequenas quantidade de bacilos presentes em infecgdes subclinicas, podendo ser
explicado pelo lento progresso da doenga, alguns desses contatos podem estar com
a doenca subclinica e / ou desenvolver hanseniase no futuro, o que torna esta técnica
uma aliada no diagndstico precoce da doenga. Esses contatos serdo monitorados pela
equipe do Centro de Referéncia, com exame clinico pormenorizado,
eletroneuromiografia e novos exames ELISA anti-PGL-1 e g PCR de raspado dérmico.

Araujo et al, 2016 encontrou alta positividade em qPCR (RLEP) entre contatos
domiciliares, 49% em swabs nasais, 53,8% para biopsias de conchas nasais € 6,7 em
amostras de sangue, indicando alta carga bacilar e determinando um alto risco para
desenvolvimento da doenga nesses individuos e que compreendem um grupo
reconhecivel de individuos que contribuem para o risco de transmiss&o.’

Estudo de Carvalho et al.,, 2018 também comprovou a importancia no
monitoramento dos contatos domiciliares assintomaticos utilizando gPCR em
amostras swab nasal, mostrando que esses contatos sao portadores do agente da
hanseniase. Essa abordagem tem um significado critico na agdo de prevencgao e
controle desta doenga, uma vez que a avaliagao desses individuos surge como grande

importancia na detecgéo precoce do M. leprae.’
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Sabendo que a hanseniase tem um longo periodo de incubagdo e que os
sintomas sao dificeis de detectar nos estagios iniciais da doencga, enfatizamos que a
vigilancia dos contatos com resultados positivos para qPCR e biossensor
eletroquimico sdo extremamente relevantes ja que 6 a 8% dos contatos positivos a
gPCR desenvolvem sintomas da hanseniase dentro de dois anos apds o diagnostico
do caso de indice.”3?

Contatos domiciliares assintomaticos sdo comprovadamente portadores do
bacilo M. leprae, que constituem um grupo de alto risco para o desenvolvimento da
doenga, tendo importante papel na disseminagéo do bacilo a individuos suscetiveis,’
e aqueles que possuem positividade na gPCR associada a outras técnicas sorologicas
e neurofisiolégicas tem maior chance de desenvolvimento de neuropatias da
hanseniase podendo levar a incapacidades fisicas irreversiveis®. Com isso, o
emprego da estratégia para detecgdo e / ou identificagdo precoces de infeccao
subclinica ligado a quimioprofilaxia certamente contribuira para prevengéo,
interrupcao da transmissao e controle efetivo da hanseniase.

Finalmente, consideramos que a alta sensibilidade do biossensor eletroquimico
associada as técnicas ja existentes de gPCR permitem a identificacdo de um grande
numero de contatos assintomaticos, podendo melhorar as ferramentas de diagnéstico
da hanseniase para deteccdo de casos de infecgdes subclinicas e auxiliar no

tratamento precoce, visando alcancar um controle efetivo da hanseniase.
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PROCESSO DE MODIFICACAD DA SUPERFICIE DE ELETRODOS PARA
CONSTRUCAD DE BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

[01] Campo dainvengio

A presente inveng3o trata-se do desenvolimento de uma tecnica para
estabilizagde, funcionalizagdo e reutfizagao da superficie de eletrodos screen-
printed mediante a apicagao de Rodamina 85 (REG) e criagdo de um modelo
expenimental de imunossensor eletroquimico para detecgao de micobactenas
podendo ser explorades para defecgdc de ocufros patogenos. O invento
apresenta caracteristicas que chamam a atencao de investimentos centificos
urna wez gue tenta swpeir uma dificekdade eminente que € encontrada em
eletrodos comenciats, onde a falta de padronizagio e uniformizagdo da area de
frabalhc assim como o pouco reconhecimento de amostras biologicas com a
superficie tomam o uso desse material pouco vidvel na detecgao e diagnostico
de doengas. A hanseniase causada pelo mycobacfenum leprae assim como
outras micobacterias foram usadas como modelo para tal aphicagao por se tratar
de doenga infecciosa tropical negligenciada que carece de um diagnostico
diferencial rapido e sensivel. O RSG & o primefro composto organics wsado como
ferramenta para estabiizar, funcionalizar e revtiizar a superficie de eletmdos
comercias do tpo screen-prinfed a sua utlizagdo podendo ser explorada para
detectdo de quabquer amostra com constituigdo proteica efou de carbosdratos.

[02] Estado da Tecnica

Bicssensores

0 biossensor & um disposiivo inmegrado & auiossuficiente capaz de
fomecer informagdes analitcas, quantitativas ou semi-quantitativas utilizando
um elemento de reconhecimento  bioldgico (receplor) que garante a
especificidade & produz uma resposta que € traduzida pelo componente fisico
em um sinal optico ou elétrico. Ou seja, o objefvo de wm bicssensor & produzir

um sinal proporcional. em magnitede ou freguéncia, @ concentragdo do analito
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(MAKAMURA, H., KARUBE, I. Cwrent ressarch activity m Biosensors, Anal.
Bional Chem_ 377 448-488, 2003),

O receplor consiste em um material de origem biologica, tais como:
enzimas, organelas, tecido animal ou vegeial, microrganismo, antigeno ou
anticorpo. acidos nucleicos, enfre outros, gue & imobilizado em wum suporte,
conectado a um sensor base (transdutor) gue comverte o sinal 1'FHI'E"..'EHDT,
DiR., TOTH, K., DURST, R. &, WILSOM, 5. 5. Electrochemical biosensars:
recommended defniions and classification. Biosensor & Bioelectronics. 16:
121-131, 2001).

s biossensores podem ser classficados como cataliticos  que
geralmente utlizam enzimas que s3o acopladas ao lstrodo de trabalho. Estas
tEm uma grande atvidade aliada a uma elevada especificidade para
determinadas espécies. catalisando a formagao de produtos eletroatives para
serem detectados. Ou de afinidade gue baseam-se na formacdo de bgagdes
entre o analitc & o componente de reconhecimenio biologico. wiilizando
biomoléculas, a igagdo depende essenciaimente da complementaridade entre o
anafto e o centro ativo do components biokdgico, guer em tamanho como em
forma, o gue permite uma elevada seketividade & sensibibdade | PATACAS, R.
C. Desenvofvimenio, caracterizagao e opfimizagdo de um béossensor
amperometrico para 3 determinagac de Nirato baseado em microimterfaces
gelificadas. 123 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) - Faculdade de Ciéncias
da Universidade do Porto, Porte, 2007}

Dentre os metodos de imobilizagdo, os mais utilizados tem sido: ligagao
covalents, adsorgdo fsica, oclus3o em gel ou filme polimérice que podem se
formar através de simples imersdo ou aplicagdo de potencial elétrico
(eletrodeposizao).

A5 areas de aplicagdes dos bicssensores s3o 35 Mais s3o varadas
podendo estar presente em campos come salde humana, wvetsrnana,
agricultura, industria alimenticia, ndstria farmaciutica, meo ambiente, defesa
da populagio civil, controle de infecgdo hospitalar entre outras por apresentam

caracteristicas gue os iomam uma ferramenta cada wez atratha.
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Dentre as caracterisficas desejdves ou ideais em relagdo a um
biossensor podemaos considerar: ssletavidade que e a capacidade de distingurr a
molecula de interesse dentre as demais presentes na amosira; sensibilidage, o
ransdutor € capaz de conwerter um simal biologico em um sinal eletrico
proporcional a0 nivel de concentragdo do analito na amostra;  estabilidade,
tempo em que uma biomolecula permanece com suas caracteristicas basicas de
biomeconhecmenio; reprodutibilidade, onde o experiments pode ser repetido
por aplicagdo do mesmo proiocolo, obtendo resultzdos similares a0 onginal;
bamo custo e simplicidade de operacionalizacao (GALLL, A. Desenvolvimento &
caracterzacdo de um  biossensor bioenzimatico  imobilizado  sobre
monocamadas auto-organizadas para determinacao de agucares em alimentos.
143 f. Tese (Doutor em CEncias, Quimica Analitca) - Insttuio de Cuimica,
Universidade de S30 Paulo, 530 Carlos, 2009.)

s biossensores podem ser classificsdos de acordo com a biocamada e
o fransdutor utilizado. Quanto a biocamada podem ser: enzmaticos, que utilizam
enzimas como elementos biorecepiores; celelares, que usam microrganismos,
especialmente, para o monitoramento ambental de  poluentes e
imunossensores, gue s30 baseados na reacdo imunoldgica, sendo o antipeno
ou anticorpo o receptor mobdzado na superficie do sensor.

Cte acordo com o transdutor wlilzado, o biossensor pode ser classficado
como: Optico, que se baselam em mudancas nas propriedades opticas das
substancias gue podem ser absorpdo, indice de refragdo, fluorescénca,
fosforescencia, refletinidade e compriments de onda; piezelétricos. que detectam
a massa (relacionada a oscilagdo da frequéncia dos coristais piezelétricos);
calorimetrico, gue wsam o calor gerado por reagdes catafisadoras para medir 3
concentragac oo analito e onde o elemento biologico & traduzido em sinal eletrico
(DUTRA, R A. F. Desenwolemenio de biossensores em bioguimica cfinica &
imunodiagnostico. Tese de Doutorado: Universidade Federal de Pemambuco,
1008},

Biossensores eletromuimicos
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Biossensores eletroquimicos @ provavelments a maior classe de sensores
guimices, sendo utilizados na detecgdo das mais diversas moléculas, micro-
orgamnisrmios, entre outnos. E deste tipe a maioria dos transdutores usados em
biossensores comerciais.

Podem ser divididos em potenciometrico, amperométrico, vollametrico,
condutimeétrico e mpedimetrico. O's amperometricos e potenciometricos tem sido
os mais utifizados. Os amperometricos baseiam-se nas medidas de intensidade
de comente em uma celula elstroguimica a um potencial fixo, sendo a comente
gerada por reagdo de omdacio ou redugdo eletroquimica de espécies
elefroativas na superficie sensitiva, proporcional 3 concentragdo do analito.
Messa tecnica, usualments o potencial de eletrodo de trabalho € mantido
constante em relagio ao eletrode de referéncia Ao contrano dos
amperometricos, os biossensores voltametricos funcionam com uma varagdo de
potencial para o sistema de detecgdo até ocomer a oxidagdo ou redugdo do
analito com variagio da comente de pico para mais ou para menos. MNas medidas
potenciometricas, a magnitude do potencial medido em comentes quase nulas e
& decomente da diferenca de potencial entre um eletrodo indicador & um eletrodo
de referéncia. Os biossensores condutimetricos medem a condutancia entre um
par de eletrodos metalicos tendo como consequéncia a producso de especies
ionicas, resultantes da interagdo de uma enzima com o analio. Por fim os
biossensores mpedimetricos sao aqueles que utilizam medidas de impedancia
elefroquimica para a detecgio da interagdo anfigeno-anticorpo na superficie
modificada do eletrodo. I_-I'HIFE'UEHGT_ DR TOTH, K. DURST. R. A, WILSOMN,
5. 5. Blectrochemical bigsensors:  recommended  definibons and
dassification Bicsensor & Bicelectronics. 18: 121-131, 2001 f MOHANTY, 5. P,
KOUGIAMOS, E. Bixsensors: a tutorial review. IEEE Potentials, 25( 2): 3540,
2008).

A detecgdc eletroquimica parte de dois principios, direto e indireto. A
deteccdo direta parte dos principios de mdacdo de bases nirogenadas (no caso
de DMA) & de aminoacidos (no caso de peptidens e proteinas), na qual a partir

de potenciais especficos os valores guantiativos podem proporcionar a
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concentragac destas biomolkeculas (WO 2012153124 A1/ WO2002045118 A1),
A detecgao ndireta utiza indicadores elefroguimicos sendo estes passivels de
cxidagao efou reducdc também com valores guantiatives proporcionais (direta
ou inversamenie proponcionas )

Elsirodos

A escolha da superficie onde irdo ccorrer as bismeagdes (elefrodos) & uma
parte fundamental no processo de criagao de biossensores. Os sensores
elefroquimicos com eletrodos descartaveis tem sido wma opgdo interessante na
aplicagao em vanos fipos de sistemas. uma vez que podem ser produzidos &m
massa, a um baxo custo & sem algumas fimitagdes apresentadas pelos
eletrodos solidos, como a falta de repetibilidade da area atva entre polimentos
sucessives & 3 dficuldade de regeneragdo da supericie apds o uso acametando
maior custo na execupdo (NASCIMENTO, V. B. ANGNES, L. Eletrodos
fabricados por "sik-screen”. Quim. Nova. 21(5) §14-822, 18083).

s eletrodos impressos por sistema de senigrafia s30 chamados de SPE
i Screen Printed Hlectrode) ou sik-screen. Tem sado empregado com grande
Sucesso por possibilitar 3 produgdo em massa com custe extremaments baixo,
simpiicidade de utdzacac. alta sensibilidade, seletivdade. precisao, estabidade
e respostas rapidas além de poderem ser descartados. Os SPEs consistem em
um filme deposifado sobre um substato gue vai serdr de suporte & fomecer
superficie para impressac do eletrodo, geralmente de PVC ou ceramica de
alumina. E imporante gue o matenal do subsiraic seja kEmicaments e
quimicaments inerte, com baxa comente residual e alta condutividade eletrica
capazes de resistirem as geraces de sinass produzidas pelos biossensores. Em
sequida =30 depositadas as tintas sobre o substrato, efas podem ser condutoras
e diclefricas. Mas tmfas conduloras o materal utilizado pode ser po de metais
como ouro, platina. prata, paladic e carbono, 3s quais estao dspersas no ligante.
0 carbono tem sido amplamente empregado como maténia prima para confecgao
de eletrodos devido suas caracteristicas como elevada mercia quimica e inercia

elefroquimica, esta (#tima numa ampla faxa de polenciais; baixa comenie
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residual; alta condutwvidade eletnca e propiciar uma facll regeneracao da
superficie. Em geral, este filme e parcialmente coberto por uma segunda camada
de um isolante para definir uma area de contato elétnco numa extremidade e
oufra area para ser a superficie do eletodo. (BRAININA KH. Z, BOND, A M.,
Anal. Chem. 87: 2588, 1005 / COOPER, J. M., CASS, A E. G. Biosensors. 2nd
ed. Oxford Unieersity Press. Uinited States. 268 . 2004}

s eletrodos imgressos possuem a vaniagem de serem descariawveis,
alem da facilidade de miniaturizagao, pois pelo seu formato planar, propicia a
sua integragdo a pequencs dispositivos portatess. O sistema integrado de trés
eletrodos - eletrodo de trabakho (ET) referéncia (ER) e auxiliar (EA) viabdzam
sua utiizagio em pequenos equipamentos portateis.

Elstrodos modificados
s eletrodos screen-pinfed apesar de serem aplicados em uma gama de

situagdes observa-se uma Emitag3o ja gue na maiona dos casos necessitam de
modificagdo da superficie objetivando principaimente o controle das reagies que
ocomem na interface e propiciando maior seletividade para um determinado
analitc. A grande dficuldade desses eletrodos comerciais & a falta de
padronizagao da area de frabalho mesmo em eletrodos feitos na mesma finha
de producio, assim como a dificuldade de aderéncia de algumas biomoleculas
a superficie da area de frabaiho. E apesar de serem descartaveis ha um custo
maior por nao serem reutilizados.

Conceitua-se eletrodos modificades, aqueles gue tem imobilizado, em
suas superfices, especies guimicamente ativas como filme ou camada
monomolecular, multmolecular, ionico ou polimenco objefivando controlar as
propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo-solucao (EDWARDS, G A,
BERGREM, A. J., PORTER. M. D. Chemically Modified Electrodes. In: 205K,
C. G. Handbook of Electrochemistry. Elsevier.. 205-327, 2007).

Ess3 combinagdo entre a versatfidade dos eletrodos mpressos € a
possibilidade de modficacio da sua superficie com reagentes especificos, tem
ampliade signficatvamente as suas aplicacoes. Existemn na [iteratura eletrodos
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modificados das mais diversas formas como com fime de mercirio (WANG, J.
Ciecentralized eectrochemical monitoring of race-metals-from disposable strips
o remode electrodes — plenany kecture. Analyst. 118: 783- 788, 1894) | fime de
bismute (WANG, Z. WANG. H., ZHANG Z., UUJ, G Electrochemical
determination of kkad and cadmium in rce by a disposable
bismuth/electmochemically reduced grapheme! onic liquid composite modified
seresn-printed elecrose. Sensors and Actuators B. 180 7-14, 2014 ), fime de
chumbo [(BOBROWSKD, A. KROLICKA, A, MACZUGA, M., ZAREBSKL J. A
niowel scresn-printed electrode modified with lead film for sdsorptve strpping
voltammetric determanation of cobaft and nickel. Sensors and Actuators B, 181:
201-207, 2014), nanoparticulas de ouro (ASADOLALLAHI-BABOLL, M. MAMNI-
VARMOESFADERAMNI, A Rapw and simultaneous determination of tefracycine
and cefuirme by mean of gold- nanoparicles-soreen-printed gold electredes and
chemometrics tools. Measurements. 47: 145-148, 2014). nanopariiculas de
oxido de niguel (RAFIEE. B., FAKHARI, A R. Electrocatalytic cxidation and
determination of msulim at nickel oxide nanopartcles-multesalled carbon
nanotube modified screen printed efzcirode. Biosensors and Bicelectronics.
4d: 120-135. 2013), filmes polimences tambem s3o largamente utilizados para
este fim (P! 0413762-8 / BR 1020180188623

Eodamina

As rodaminags sao uma familia de quimnicos organicos usados COMD
corantes, conhecidas como fluoronas, & um composto catidnico fluorescente de
formula CorHxCENsOs. Esses corantes t8m sido muito utilizados como agentes
de rastreamento em estudos de agua. poluigdo & pulvenzagio de pesticidas
aerens & come coloragdo de drogas, cosmeticos, féxieis e tintas. Estes
composios sae muite utiizados em  aplcagdes béotecnologicas, como
microscopia de fluorescéncia, cdometria de flmo. espectroscopia de
fluorescencia e ELISA (International Agency for Research on Cancer
Fhodamine B. ARTC Monogr, 16: 221-231_ 187B)
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A Rodamina 8G tambem & coenhecida como Rodamina 520, R6G, RhaG,
Basic Red 1 ou Basic Rhodamine Yellow. Em condigdes normais de pressao e
temperatura, este composto & um solido cnstalino vermelho-purpura escuro,
castanho ou preto. Tem massa molar 478,02 g mol-1 e uma densidade de 1,26,

E muito solivel em 3gua e em diversos solventes orgdnicos. Embora muito
solivel, esta forma & bastante comosiva para todos os metais e ligas, exceto ago
inoxidavel. Outras formulas s30 menos soliveis. mas menos cormosivas. Tem
uma grande foto-estabilidade e um elevado guantem yeld de flucrescéncia
{0.B5) e apresenta mawmo de absorcio aos 530 nanometfros. Este corante &
produzido a partr da condensagdo de 3-stilamino-p-cresol (3-etilamino-4-
metifenol) com anidride ftalico, seguido de esterificacgdo com etanol por catafise
acida (GEORGES, J., ARNAUD, M., PARISE, L. Limitations arising from optical
saturation in fluorescence and thermal lens spectrometnes using pulsed laser
excitation: Application to the determination of the fluorescence quantum yield of
thodamine 8G. Applied Spectroscopy. 50{12): 1505-1511., 1228 / PUBCHEM.
Disponivel em:
<https:pubchem nchi nlm_rih. gowcompound/rhodamine_Sg¥section=Top>.
Acessado em: 12/08/2018).

Mormalments corantes catidnicos deste tpo 530 usados em l3sers & como
moléculas de prova em diversas aplicagbes biologicas, principalments por causa
de sua baixa towidade, eficiéncia quantica, pequena dependéncia de fatores
ambientais, & suas caracteristicas fluorescentes nao se alteram a0 longo de
warias horas se sua solugdo aguosa for continuamente agitada. (ARCOUMANIS,
C.. MCGUIRE, J.J., PALMA, JMLM. On the use of fisorescent dyes for
concentration measurements in water flows, ed. E.i. Fluids, 1200}

Em genossensores & comum 3 utfzagao de compostos guimicos como
indicadores para comprovar o processo de hibridag3o seletiva de DMA, RNA &
aptameros como mostrado na P 2302052-0.

Compostos que possuam aneis aromaticos podem ser usados Como
indicadores eletroguimicos por interagirem com DNA awaves de ligacao
eletrostatica ou de fusac (RICHARDS, A. D. RODGERS, A. Synthetic
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metafomolecules as agents for the control of DMA structure . Chemical Rev.
36{3): 471483, 2007).

Muitos estudos relatam o azul de metileno, bromete de etidio e
tetrametilbenzidina como indicadores de DMA (ALVES-BALVEDI, RP,

CAETAND, LP. MADURRC, JM. BRIMO-MADURRO, AG. Use of
3.3.5 5 etramethylbenzdine as new  electrochemical indicator of DNA
hybndization an dits application in genossensor. Biosens. Bioelectron. B5: 220-
231, 2018 { BALVEDI, RPA., GASTRO, ACH., MADURRO, JM., BRITO-
MADURRO, A.G., Detecbon of a Specifiic Biomarker for Epstein-Bamr Virus Using
a Polymer-Based Genosensor. Int J. Mol Sci 15 8051-D080. 2014 [
TALEATAT, Z., CRISTEA, C.. MARRAZZA G, MAZLOUM-ARDARAMNI, M.,
SANDULECU, R. Electrochemscal immunoassay based on aptamsr—protein
nteraction and functionalized polymer for cancer beomarker detection. J.
Electroanalyt. Chem. 15 118124, 2014}

Mas pesquisas com indicadores eletroguimicos, para indicar o
reconheciments biologico entre protemas, a BR 1020180125390 evidencia 3
aplicagao do tetrametibenzidina (4-DMAA) uma ver que & um composto
organico que pode oxidar, reduzr e interagir com biomaleculas.

O processo da sintese e preparacdo industrial das rodaminas (B, 38, 6G
e outras) e descrito na EP (468821 Al e da Flonna, uma rodamna com
radiosctopo F18 na US 2101873 B2.

A preparacdo oe solugdes concentradas e dividas, estavels. aquosas ou
solventes organicos de REG [CaeHaM0:Cl MM 470 02g/mot; solubdidade me
agua 20 g e em metanol 400 gl) estio conbdos em US 20070531413
WO2007RUD0130 / US 6181278 B1 / WO JD0D5007ETE A2.

A patente LIS 3842065 A descreve como as solugdes de coranies comao a
redamina estereficada com glicol elou denvado de ghcol senam usadas para
COrar papet.

A patente LIS G750357 B1 mosira gue a rodamna pode ser utilizada como
matera-prma para a sintese de outros compostos excitaveis por luz em
aproprados compnmentos de onda
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Apficacdo de inferesse de salde piblica foi a utilizagio da redamina no
tratamento de celulas cancerosas, como descrito nas patentes WO2010ILD0233
{US2010144854

A interagac de diferentes tipps de rodamna no processo  de
sequenciamento de DNA, & descrito na US 5366380 A

Mas analises eletroquimicas a rodamina € utilizada na deteccdo de ions
metaficos (KAMAL, A, KUMAR, N. BHALLA V. Rhodamine-
dimethymminocinnamyl based electrochemical sensors for selective detection of
iren (1} Sens Act B Chem. 120: 127-133, 2013 T KIM, H.. LEE, D-H., SON, ¥-A,
Electrochemical Study on Rhodamine 8G-indole Based Dye for HOMO and
LUME Energy Levels. Text. Coloration Finish. 25: 7-12, 2013).

A rodamina 85 & bastanie utilizada em espectroscopia de Ramam como
models o2 analilo para testar superficies modificadas como no caso de
modificagio com mitrato de prata para construgao de biossensor para cancer
colormetal & em superficies revestidas com nanoestruturas de ouro devido aos
sinais detectaveis de fluorescéncia emitidos por esse corante (ORSAGOVA, K.
Z.. ORINAK. A, ORINAKOVA, R, PETRUS, O, MACKO, J. RADONAK, J.,
SUKOWSKA, L. L, JURASEKOVA, Z., SMITH, R.. STRECKOVA, M. KOVAL, K.
Electrochemically deposited silver delecton substate for surface-enhanced
Raman speciroscopy cancer diagnostics. J Biomed Opt. 23(7): 1-11. 2018
TRAM, M., FALLATAH, & WHALE. & PADALKAR 5. Liilization of inexpensve
Carbon-Based Subsirates as Platforms for Sensing. Sensors {Basel). 27:18{E],
7018},

A rodamina 33 & uma interessante molécula de aplicagio tecnologica e
comumente utilizada em microscopia, citometria de fluxo, especioscopia, ELISA
e sensores de Ramam. Mas nao foram encontradas utilzagdes do corante em
biossensores elefroquimicos ou no preparo de superficies para estabilizar e hgar
biomoléculas em eletrodos.

Com essac analises, testou-se a Rodamina 86 como modficador da
superficie da area de frabalho de eletrodos comerciais screen-prinfed por
apresentar an2is arcmaticos ligantes de carboidratos e estnutura com afnidade
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a moleculas biologicas como protemas fomando assim a superfice mas
receptiva a elementos biologicos como antigenos e anticorpos sendo usada para

preparo de tecnicas de sensoriamento biologico & dagnostico de doengas.

Hanseniase

A hanseniase & uma doenga nfecciosa cordnica causada  por
Mycobacterium leprae acometendo principalmente a pele e os nervos periféricos
(WALKER, 5L, LOCKWOOD. D.N.J. Leprosy. Clin. Dermatol. 25{2): 185-172,
20073,

Em 2015, a Organizagde Mundial da Sadde registrou 211.873 noves
casos de hanseniase, sendo este 20.395 somente no Brasil senco o segundo
pais com maior prevalencia o hanseniase no mundc (WORLD HEALTH
ORGANIZATION. Leprosy eliminabon. Disponivel
em:<http-iweww who.intleplen’>. Acesso em: 011120181 Alem dmso, a
hanseniase & uma doenca de notificagdo compulsoria no Brasd e de investigacao
obrigatora.

O diagnostico de M. lepras & baseado principalments em testes clinicos
reafizados no exame demmatoneurciogico. (DUTHIE, M.5., HAY, M.N., RADA,
EM.. CONVIT, J.. ITO, L. Specific igG antbody responses may be used o
micnitor leprosy treatment efficacy and as recurrence prognostic markers. Eur. J.
Clin. Microbiol. Infect Dis. 30: 1257-1265, 20111

Atualments testes laborstonais complementares tém demonstrado uma
importante f=mamenta no diagndstico da hanseniase. A técnica de reagao em
cadela polimerase (FCR) apresentam uma boa sensibilidade em de hanseniase
multibacdar, mas geralmente e pouco senswel (nferior a 50%) em casos de
hanseniase paucibacilar. Alem disso, a iecnologia de PCR reguer equipamentos
e infraesirutura de alto cusio, sao testes para diagnostico diferencial e
complementar e nao sao ufilizades na rotina dos servigos de atengdo primaria, &
Sim, NOS Servipos de referéncia & em pesquisas (SANTOS, AL R, MIRANDA, A,
B., SARNO, E. M., SUFFYS, P. N, DEGRAVE, W M. Uso de PCR mediada por
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amplificagdo de Mycobactenum leprae DMA em diferentes tipos de amostras
dinicas para o diagnostico da lepra. J. Med. Microbiol. 20: 288-304, 1803}

Com w50 exste um interesse crescente no desenvolvimento de metodos
portateis, simples, rapidos e precisos para 3 detecgao desses patogencs.
Metodos gque envolvem a deteccao eletroquimica tBm mostrado novas
possibilidades para o diagnostico de doengas infecciosas ou outras doencas.

Dewido 3 busca por novas tecnicas de diagnostico para doenas
infecciosas como a hanseniase e tubercuiose utilzou-se entio essas doencas
como models expenmental para testar a utilizagdo dos eletrodos modificados
com rodamina 8G,

[03] Descricao e detathamento dos componentes da invengao

Eletroins comerciais screen-prinfed sac amplamente utizados na criacao
de sensores eletroquimicos, porem seu uso € limitado dewvido falta de
padronizagdc da area de trabalho & pouco reconhecmento com amosiras
biologicas necessitando assm de agentes modificadores. Visando proporcionar
um modficador de superficie de baxo cusio, baixa toxicidade, eficients, estavel
e com afinidade a moleculas biclogicas, a invengao apresenta a modificagac da
superficie transdutora e um eletrods comercial Bpo screen-prinfed  com
rodamina 8G, um corante capaz de estabilizar & homogeneizar a superficie &
aumnentar a area ativa dos eletrodos garantindo maior passagem de eletrons &
miaior reconhecimento biclogico por possuir aneis de benzeno em sua estrutura
gue interagirem com proteinas, ONA e RNA atraves d= ligagao eletrostatica ou
de fus3o capacitando o biossensor no reconhecimento e diagnostico dessas
AMOsiras.

MNesta plataforma, utizou-se anficorpos especificos para algumas
bactérias imobilizados scbre a superficie transdutora de um elefrodo comercial
g0 screen-prinfed modficado com rodamina 6G como componente biclogico de
reconhecimento, porém, cabe ressaltar gue esta aplicagao serve como exemplo
da viabddade de seu uso, nao sendo exclusivamente para este fim e sim podera
ser utiizado em diagnostico de outras doengas eou reconhecimento de
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biomoleculas que possuam proteinas ou seus fragmentos biclogicos ou
sinteticos, antigenos, anticorpos, peptideos, enzimas DNA, RNA e aptameros.

A aplficagao resulta na construgdo de um imunossensor gue utdiza um
elefrodo de grafite tipo screan-prinded DRF 110 como material condutor & corante
rodamina 6G como modificador da area de trabakho e analises eletroquimicas
acompanhando a vanagao dos sinais por woltametria de pulso dferencial,
woltametria ciclica outra tecnica eletroquimica apropriada. do pico de oxidagao
ou redugao da ligag3o de reconhecimento especfiica entre sonda & alvos.

Para os ensawns de especificidade 2 sensiilidade do smunossensor
modificado foram utfzados anticorpos especificos, seus respectivos antigenos
nativos ocu mameticos, cuftura de bactenas & amostras dinicas de raspado
dermico de pacientes. No entanto, a presente invengao ndo se resiringe apenas
3 utfzacdo para £553s AMOSITas & Sim para imunossensores de maneira geral,

O gletrodo utiizado deve ser de um material preferenciaimente condutor
e, apresentar mercia eletroguimica na faia de 04 W a3 +1.4 WV (versus AglagC
ou Ag), =i como o grafite, carbono vitreo, pasta de carbono, diamante, ocuro,
platina ou 3t mesmo combinagbes destes materiais. Estes materiais e os
composios biologicos de reconhecimento tambem podem estar incorporados
acs materiais nanotecnologicos como filmes polimencos, grafeno, nanotubos de
carbono e nanoparticulas, visando o aumento da condutividade e melhoramento

de sinais elefroquimicos.

[04] Descrigac das figuras

Fara mefhor compresnsao das caracteristicas da presente invengao que
utiliza a redamina 8G como modificador da superficie fransdutora de um eletrodo
comercial tipo screen-prinfed resultados graficos exemplificadores sac
apresentados o5 guais representam uma foma de produgio do imunossensor
para diagnostico de micobactenas como hanseniase e tuberculose a titulo de
exemplo da aplicagao.

Interagdo da Rodamina &G com a superficie dos eletrodos
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A FIGURA 1 dustra a vamedura de voltametria ciclica (VC) (FIG. 1A) e
voltametria de pulso diferencial (VPD) (FIG. 1B) para trés eletrodos diferentes
modificados com rodamina 686G (4.5 e §) e os mesmos ektrodos antes da
adsorcao deste componente (1. 2 & 3). Observa- se que nas voltametrias dos
eletrodos sem modificacie ocomeu uma grande variagdo, mais de 50uA. na
comente de oxidagao da VPD e da VC e nesta o potencial também variou de 0,2
a0,4V. Enquanio os eletrodos modificados com rodamina 686G alem de aumentar
significativamente os picos das correntes na VC & na VPD indicands maior
passagem de eletrons, as cormentes & potenciais desses elefrodos modificados
permaneceram bem homogeneas enfre as analises voltametricas enfre areas de
eletrodos diferentes. A rodamina 6G tem uma adsorgao eficiente no carbono,
possivelmente devido a interagdes de Van der Waals entre o anel de benzeno
planar e a superficie do elefrodo. Provando assim que essa modficagso foi Gl
para homogeneizar, padronizar e aumentar a condutividade da superficie
transdutora dos eletrodos preparando-os assim para aplicagao das amostras.

Investigacao da concentragio de rodamina 5G
A FIGURA 2 mostra a adsorgao de diferentes concentragbes de rodamina
85 na superficie dos eletrodos a fim de estudar sua interag3o para escolha da

melhor diuigdo a ser usada nos proximos testes. A FIG 2A e B apresentam
woltamogramas ciclicos e de pulso diferencial para as seguintes diluigdes de
redamina: (1) S0pg. (2) 100pg, (3) 500pg, (4) 1mg. (5) Smg. (8) 10mg, (7} 50mg,
(8) 100mg. Analisando a VC cbservamos que conforme aumenta a concentragao
de rodamina a comente de madag3o e redugio também aumenta, porém, o
desenho das curvas voltamétircas sao destorcidas e os picos comegam a ficar
mais espagados a partr da concentragao de 1mg provavelmente pelo acumulo
e saturagdc da rodamina na superficie dos eletrodos. Na VPD FIG 2B o pico de
oxidagdo decresce com a concentragdo acima de 500pg novamente
comprovando que essa € a concentragao limite para modificar de forma eficiente
os eletrodos & concentragfes acima dessa margem saturam a superficie

transdutora dificultando a igag3o das sondas e dos alvos. A FIG 2C apresenta
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urmna tabela com os valores das welocidades de varredura dos picos das correntes
de oxidagdo em woltametria ciclica para as diferentes concentragbes de
rodamina estudadas. Esses valores foram utizades para formulagic da
equagao de Randles-Seveik que mede a area atva e a passagem de elétrons da

superficie transdutora, mostrando assim gue a medficago dos eletrodos com
rodamina aumenta em até BE% da area ativa em relagdo a elefrodos nao

miedificados.

Detecsdo de antigenos com eletrodos modificados

Para construgao do bioeletrodo foi imobilizado o anficorpo especifico para
antigenos de micobacienum lepras Ant-PGL-1 na superficie dos elstrodos
modificados com rodamina 86 e testados o reconheciments com alguns
antigenos mimeticos, snteticos e natives gue reconhecem especficaments ess3
sonda. Na FIGURA 3A foram realizadas woitametria ciclica para determinagao
da diferenca entre 3 figag3o do anticorpo com o antigeno native PGL-1 {curva 1),
anticorpo com antigenc mimatico M3R {curva 5) e anticorpo sem antigeno de
reconhecimento (cuna 3), a curva 2, eletrodo sem modificagdo e a cunva 4,
eletrode medficado com rodamina mas sem os alvos serviram coma linhas base.
A FIG 3B apresenta o grafico de baras da mesma analise anterior com os
valores das comentes dos picos de oxidagdo da ligagao em cada elefrodo no
potencial de 025V Analisando os picos de comente nesse potencial & possivel
werificar a diferenga quando ha ligagoes do anticorpo com os antigenos e quando
ha auséncia de reconhecimento. Ma FIGURA 3C foram feitas analises em
woltametria de puilso diferenciad com o mesmo  anticorpo  ant-PGL-1
reconhecendo outres antigenos especificos para a comparagdo. A CURVA 1
representa a ligagdo do anticorpo com antigeno natwo PGL-1, na CURVA 2 o
anticorpo esta sem antigeno de reconhegmento, na CURVA 3 o anticorpo esta
reconhecendo o antigeno LAM de M. jeprse, na CURVA 4 a ligagio & com
antigeno PGL-1 sintetico, na CURVA 5 com antigeno mimetico de PGL-1, o M32R
e na CURVA & o anticorpo reconheceu outro antigeno mametico, MPML14. Na
FIGURA 3C as mesmas ligapies foram analisadas pelo grafico de barras.
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Podemos conduir com essas analises que cada tipo de antigeno possui um
reconhecimento especifico & que todas as curvas diferem da curva sem o alvo
de reconhecimento, mostrando a especificidade do bioeletrodo construido.

I " Sizacio do biceletrod
A FIGURA 4 mostra a limpeza e reutilizagado do biosletrodo modficado

com rodamina 3G mesmo apos a adsorgao do anticorpo e dos antigenos. Na
FIG. 4A temos os voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados
imobilizades com o anticorpo Anti-PGL-1 com antigeno PGL-1 nativo (cunva 1),
sem antigeno de reconhecimento (curva 2) & com antigens mametico M2R {curva
3. Apos essas leituras e diferenciagao das curvas, os eletrodos foram lavados
com alcool e reutlizados para novas adsorgoes. Ma FIG. 48 os eletrodos que
fioram lavados e voltaram a sua linha base onginal foram modificados novamente
com redamina 86, nota-se que as curvas gue eram diferentes na figura anterior
devido as imobiizagdes ficaram homogéneas comprovando a limpeza do
elefrodo com alcool e homogeneidade da superficie com a deposicac da
rodamina. Os eletrodos modificados pela segunda vez foram entao imobidizados
com 0 mesmo anticorpo, mas a ordem de adsorcio dos antigenes foi modificada.
Mo elerodo que n3o havia sido imobilizado com antigenc, no segundo teste foi
imobilizado com antigeno PGL-1 natiwo (FIG. 4C curva 1), o gue havia sido

imobilizado com antigeno M3R, na segunda leitura nao foi adicionado antigeno
(FIG. 4C curva 2) e o eletrodo que fora adsorvido antigeno PGL-1 natwo na
primeira medificagso, foi adicionado o antigeno M3R na segunda imobilizacao.
Mesmo depois de lavado e realizadas imoblzagies em eletrodos diferentes, o
bioeletrodo manteve a capacidade de diferenciagio dos antigenos com os picos
de modagso e redugdo se mantendo bem proximos dos eletrodes modficados e
imobilizados pela primeira vez. Esse estudo demonsirou que eletrodos
modificados com rodamina 66 possuem a capacidade de serem limpos e
reufilizados mesmo apos a adsorgao de sondas e alvos, ja que estas se ligam
no composto quimico adsorvido anteriormente e nao diretamente na superficie
do eletrodo e quando o bicsletrodo modificade e lavado com algum solvente

109



1d

110

1721

organico, o akcool no caso desse teste, consegue desfazer as Bgagdes do anel
de benzeno entre a rodamina e o carbono da superficie do eletrodo lavando junto
todo material biologico que havia sido depositado sobre a rodamina.

pacientes e contatos suspeitos de hanseniase. Estes foram mmobizados da
mesma forma em eletrodos de carbono modificades com modamina 866G e
anticorpo anti-PGL-1. As CURVAS 1 referem-se 3 imobilizagio com raspade
dermico positivo e as CURVAS 2 com raspado dermico negativo. Observa-se
que a5 curvas das amostras positivas tém o pico da comente de oxidagao e
redugac menores do que as amosiras negativas, isso porque quando ha ligagao
anticorpo-antigeno dificulta a passagem de efetrons na superfice do eletrodo, &
quando nao ha ligacdo especifica a transferéncia de elstrons & maior. Na FiG.
5A o teste foi realizado em voltametria ciclica com V= 200 mV s5-1 e apresentou
diferenciacan entre 3 comente dos picos de oxidacdo da amostra posifiva e
negativa de 88pA_ Ja na FIG. 5B a velocidade de vamredura foi aumentada para
500 mV.5-1 & a dferenciagdo entre as amostras tambem aumentou para 141pA
nos picos de oodacio. Na FIG 5C as curvas de vamedura foram analisadas em
woltametria de pulso diferencial e a diferenga entre as comentes de oxidacao das
amosiras positiva e negativa foram ainda mais significativas {308pA )

Estudo com oubras micobacterias

A FIGURA & apresenta voltametrias ciclicas (A e B) e voltametria de pulso
diferencial {C} com o antigeno especifico para tubenculose Anti-LAM imobilizado
no elstrodo modficado da mesma forma dos testes anteniores. Mas CURVAS 1
o5 eletrodos foram incebados com culiura d2 TE (amostras positivas | enguanto

as CURVAS 2 n3o contem nenhum alvo (controle negative). Observa-se uma

diferenca signficatva entre os picos das comentes de oxidagdc das amostras
positvas e negatvas, T4pA na FIG. 84, 128pA na FIG. 68 e 282uA na FIG. 6C.

Os resultados foram similares aos da FIGURA § com as amostras clinicas de
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raspado dermico dewido 3 mesma forma de reconhecimento do anticorpo
especifico & o antigenc com a rodamina 8G imobilizada nos bioeletrocos,
confimando assim que essa forma de moedificacao e util no diagnostico de outras

doengas elou reconhecimento de dversas biomoleculas.

[05] A invengao

Preparo do bioeletrodo

0 gdetrodo ublizado foi do tpo screen-prnded de grafie, consiste em um
eletrodo de trabatho (4 mm de didmetro), contra eletrodo e eletrodo de referéncia.
(Ref. DRP 110}

Ma superficie do eletrodo de trabalho foram aplicados 2pl a 4 pl de
rodamina 3G espalhado por toda area (testado em dferentes concentractes), a
adsorgao fisica foi feita entre 10 a 20 minutos 3 temperatura ambiente. Em
seguida, o eletrodo foi conectado ao recepior do pofenciostato PalmSens 3,
{Compact Electrochemical Interfaces) e a eletrodeposigac foi reafzada em trés
medigies consecutivas em voltametria ciclica (V= 10 a 200 mV s-1) utilizando
50 a 120 plL de ferofemicianeto de potassio 1 mM a 5mM |/ Kel 0.1M como
elefrolito suporie. Apos essa etapa o eletrodo foi lavado com 100 plL de agua
destlada e em seguida secado em femperatura ambeente.

Elefrodos sem modificagao tambem foram medidos nas mesmas
condicdes antenores para determnar a dderenca entre eles.

Concentracoes de rodamina GG

Para definir qual a melhor concentragao de rodamina a ser utiizada no
preparn do eletrodo foram testadas variagdes de 100ug a 100mg de corante
diluidos em agua ultrapura. Foram realizadas voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial com diferentes velocidades de vamedura para determinagao da
area atva do eletrodo atraves da equacgdo de Randles-Sevcik Os testes de
reconhecimenta biclogico do anticorpo tambem foram realzados em todas as

concentragies.
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Defecedo de antigenos na superfice do eletrode modificads

Para a formulagao da linha base medigdes de voltametria de pulso
diferencial & voltametria ciclica em diferentes velocidades de vamedura no
elefrodo screen-printed modificado e sem modificagde conectados a um
potenciostato PalmSens 3, ({Compact Electrochemical Interfaces) foram obbdas,
utilizande 50 a 120 plL de fermofemicianeto de potassio de 1 mM a 5mM / Kad 0, 1M
como elstrofio suporte.

Em eletrodos modificados com redamina 8G foram aplicados na superficie
de trabafho 2 3 10 pl do antcorpo especifico de M. leprae (ant-PGL-1) ou
especico de M. fuberculosis (ant-LAM de TB) ou outro anficorpo especificos de
micobactenas e mcubados a temperatura entre 25 3 37" durante 5 .a 50 minwios.
Posteriomente foram incubados com 2 a 10 plL de antigeno especfico aos
anticorpos natvo ou smteficos por mais 5 a 50 min de 25 a 37° & lavados com
agua destilada. As lefuras foram reafzadas por woltametna de pulso diferencial
e voltametria ciclica em potenciostato portatl utfzando o fermofemicianets de
potassio como eletrolito suporte.

Limpeza e reutlizacan de eletodos

Foi investigada uma tecmica para limpeza dos eletrodos usados e
modificados com a rodaming, sabendo que ela & muito solivel em solventes
organicos. utlizou-s2 o alcool etilico gue & capar de desfazer as ligagdes desse
corante com o carbona da superficie dos elerodos.
Os eletrodos usades apos 3 adsorgac das sondas e alvos foram imersos em
alcool por & a 20 men e posternoments lavados com agua destiada e secados a
temperatura ambiente. A mdamina 85 fol novamenie eetrodeposiads nessss

eletrodos preparando-o0s para reuso.

Ceteccao em amostas clincas

Foram usados raspados demmicos de pacentes e contafos suspeitos de
hanseniase. A tecnica Bpo siit skin parte do principio da coleta de amostras
contammadas de lobo de orelha, cotovelos, joelhos & a de les3o ativa se estiver
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presente que Sao armazenadas em tampao fosfato. Os raspados foram
previamente quantficados por PCR em tempo real e suas concentraghes ja eram
conhecidas assen como amostras classficadas como negativas gue foram
usadas como conirale.

0 anticorpo especifico de M. leprae {ant-PGL-1) foram acoplados a
nanoparticulas magneéticas COFey0s com fratamentos para a bioconjugagao.
Apos esle processo as amosiras de raspado positivos & negatvos foram
incubadas ao anbcorpo conjugado por 3 min a2 2 horas em 37 3 45°C. O
conjugado antigeno-anticorpe foi lavado com PES1X em estanie magnetica e a
parte presa ao magneto fof ressuspendida e apiicada 2 a 20 pl na superficie da
area de abalho do elefrodo modificado com rodamina 83 e incubados a
EEmperatura entre 25 a 37" duranie 5 3 50 minuios. As analises foram feitas por
medigies de voltametria de pulso diferencial & voltametria ciclica em diferentes
velocidades de vamedura no eletrodo em potenciostato portatl e 50 a 120 pl de
ferrofemicianeto de potassio de 1 mM a 5mM [ Ko 0,1M foi utilizado como
eletrolito suporte.

Detecgdo de putras micobactéras

Foi realzado teste com os eletrodoes modificados com rodamina 846G para
detectar oufro tipo de micobacteria, o M. iwberculasis. Para isso foi utfzado o
anticorpo  especifico desse patogeno Ant-LAM de tuberculosis gue foi
imobilizado da mesma forma dos testes antenores, & para o reconhecimento
especrico foi adsorvido posteriormente uma amosira de cultura de tuberculose
em meis TLM (amostra positva) e como controle negativo foi adsonvido somenie
o meio TLN sem nenhum tipo de patogeno e incubados a temperatura entre 25
a 37 dwante 5 a 50 minutos. As analises foram feitas por medigdes de
voltametria de pulso diferencial e voltametria ciclica em diferentes velocidades
de vamedura no eletrodo em potenciostatc portatl & 50 a 120 pl de
fermmofermricianeto de potassio de 1 mM a 5mM ! Kol 0,fM fol utilizado como
elefrolito suporte.
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Proposia para uso em campo
kits liofilizados contendo  ant-PGL1/anti-LAM ou owtros  anticompos

especificos para micobacteras acoplados ou nac a nanoparticulas magneticas
serao disponiblizados para posterior aglutinagao com diversos fipos de amostras
biokigicas a serem testadas em campo gue serao aplicadas em eletrodos ja
preparados com rodamina 685G o gue facilita e agiliza o processo de diagnostico

i howse.

[06] Conclusoes

A presente mvengdo mostra que a rodaminag 66 funcionou como wm
versalil modificador da superficie transdutora de eletrodos comercias do tipo
screen-printed, ela fol capaz de estabfizar e funcionalizar a3 area de trabafho,
iss0, porque adsorve facilmente em carbono grafite atraves do anel o2 benzeno,
e tambem liga-se as proteinas, e outras moleculas biologicas por meio de
ligagoes de hidrogénic, e sua ligagao se desfaz facilmente quando lavado com
alcool etilico tornando o bossensor reutlizavel O Imunossensor com superficie
modificada promoveu a deteccao ce antigenos quando usados anticorpos
especiicos como alvo e diferenciow amostras de raspado dermico de pacientes
com hanseniase dos contatos sem a doenga. Apresentou vantagens inerentes 3
sua rapidez no diagnostco destas patogenias, apicabddade, especificidade,
sensibilidade, estabilidade, seletvidade e bawo custo. Exemplificando assim que
este tipo de sensor pode ser utilizado na detecgdo de biomoleculas que possuam
proteinas ou seus fragmentos biclogicos ou santeticos, antigenos, anticorpos,
peptidens, enzimas DNA, RMA e aptameros, como anaftos ou como elemento
de reconhecimento biclogico.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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RENINDICACOES

1) PROCESSO DE MODIFICACAOQ DA SUPERFICIE DE ELETRODOS
PARA CONSTRUCAQO DE BIOSSENSORES ELETROGUIMICOS
caracterizado por compresnder as seguintes stapas:

a) na superficie do eletrodo de trabalho foram aplicados 2pl a £ pl de
rodamina 6G espalhado por toda area;

b} a adsorgdo fisica foi feita entre 10 a 20 minuios 3 temperatura ambiente;

c) em saguida, o eletrodo foi coneciado 30 receptor do poienciostato
PalmSens 3, [Compact Electrochemical Interfaces) e 3 eletrodeposicaon
foi realizada em trés medigdes consecutivas em voltametria ciclica (V=
10 a3 200 mV s-1) utilizando 50 a 120 pL de femofermicianeto de potassio
1 mM a SmM / Kcl 0, 1M como eletrolito suporte;

d} apos essa etapa o eletrodo foi lavado com 100 pl de agua destiada e
em seguida secado em temperatura ambente.

2} PROCESS0O DE MODIFICACAD DA SUPERFICIE DE ELETRODOS
PARA CONSTRUCAOQ DE BIOSSENSORES ELETROGUIMICOS de acordo
com & reivindicagao 1, caracterizado por ser composto por eletrode de grafite
(sorean-prinded DRP 110 ou outros eletrodes de trabafo preferencalmente de
material condudor, apresentando nercia elstroquimica na faixa de -0.4V e +1,4V
{wersus AgiAgCl ou Agl. tal como carbono vireo, pasta de carbono, diamante,
ouro, platina, podendo ser de combinagio de materias nanotecnologicos como
filmes polimeéncos, grafeno, nanctubos de carbono e nancparticulas na

superficie dos eletrodos assim como nas sondas usadas para reconhecimento.

3) PROCESSC DE MODIFICACAOQ DA SUPERFICIE DE ELETRODOS
PARA CONSTRUCAD DE BIOSSENSCRES ELETROQUIMICOS de acordo
com & rewindicagao 1. caracterizado por usar a rodamna 8G em
concentrages que variam de 100pg a 100mg dluidas em solvente orgdnico,
podendo ser adicionados surfactantes, compostos guimicos ou matenats
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nanotecnoiogicos para melhorar a ligagSo com a superficie dos eletrodos e com

as biomoleculas.

£ PROCESSC DE MODIFICACAD DA SUPERFICIE DE ELETRODOS
PARA CONSTRUCAOD DE BIOSSEMSORES ELETROGUIMICOS de acordo
com @ reivindicagio 1. caracterizados por usar anticorpos especificos e seus
respectvos antigencs nativos, mameticos, cultura de bacterias e amostras de
raspados de pacientes. Nao restingindo apenas a5 amostras testadas e sm
para mmunossensores de maneira geral utiizando biomoleculas gue possuam
profemnas ou seus fragmentos eologicos ou sinteticos, antigenos, anticorpos,
peptideos, enzimas DNA. RNA e aptameros, como anaftos ou como elemento

de reconhecimento bickagico

5)  PROCESSO DE MODIFICACAO DA SUPERFICIE DE ELETRODOS
PARA CONSTRUCAO DE BIOSSENSORES ELETROGUIMICOS de acordo

com & reivindicag3o 1, caracterizado por tomar o biossensor reutifizavel atraves
da lavagem do elstrodo modficado com solvente omanico em diferentes

concentragies.

&) PROCESS0 DE MODIFICAC AQ DA SUPERFICIE DE ELETRODODS
PARA CONSTRUCAD DE BIOSSEMSORES ELETROGQUIMICOS de acordo
com a revindicagao 1, caracterizado por ser a modficagio de eletrodos e
deteccdo de materais biologicos atrawvés da  analise  eletroguimica,
acompanhandc a vanagdo dos sinas por voltametria de pulso diferencial,
voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada ou outra tecnica eletroquimica
apropriada. do pico de oxidagdo ou redugio da ligagdo de reconhecimento

especfica entre sonda = alvos.

7} PROCESS0 DE MODIFICACAQ DA SUPERFICIE DE ELETRODOS
PARA CONSTRUCAO DE BIOSSEMSORES ELETROGUIMICOS de acordo
com 3 remindicacde 1, caracterizado por ser a modficacdo da superficie
ransdutora de eletrodos com rodamna 8g a responsavel pela obtengao de um
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sensor eletroquimico que podera por ser utilizado na detecgdo de biomaoléculas
que possuam proteinas ou seus fragmentos biologicos ou sintéticos, antigenos,
anticorpos, peptideos, enzimas DMA, RMA e aptameros, como analitos ou como

elemento de reconhecimento biolagico.
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