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RESUMO

O diagndstico precoce da hanseniase e o monitoramento de contatos sao fundamentais para
diminuir a incidéncia da doenca. O diagnostico atual ¢ baseado principalmente na
epidemiologia, em testes clinicos e exames dermatoneuroldgicos. Técnicas sorologicas e
moleculares sdo uteis para auxiliar no diagnoéstico e monitoramento, porém necessitam de
tempo, mao de obra especifica e ambiente laboratorial para sua realizagdo. Sendo assim, ¢
necessario o desenvolvimento de novas plataformas point-of-care para monitorar ¢ triar
individuos clinicamente sadios através da deteccdo de anticorpos especificos com maior
rapidez, especificidade e sensibilidade. Objetiva-se neste trabalho o estudo de marcadores
sorologicos para reconhecimento de anti-PGL-I em uma plataforma usando biossensor
eletroquimico. Foram usados antigenos nativos e peptideos miméticos como elemento de
reconhecimento de anticorpo anti-PGL-I comercial e amostras de soro de pacientes e contatos
classificados anteriormente por qPCR. As biomoléculas de reconhecimento foram adsorvidas
em eletrodo screen-printed de grafite tratados com polimeros e a deteccdo de anticorpos foi
analisada pelas técnicas de voltametria ciclica e de pulso diferencial, utilizando um
potenciostato portatil interligado a um smartphone. O peptideo mimético MPML-14
reconheceu o anticorpo comercial e diferenciou amostras de soro entre pacientes e contatos de
forma semelhante ao antigeno nativo, sendo esta, possivelmente, a melhor biomolécula a ser
utilizada como marcador sorologico na construgdo do biossensor para reconhecimento de anti-
PGL-I. O uso desse peptideo no biossensor trard uma nova abordagem técnica para triagem dos
pacientes de forma rapida e precisa utilizando um equipamento portatil de facil uso com maior

sensibilidade, especificidade e baixo custo.

Palavras-Chave: Hanseniase; Biossensor; Eletroquimica.
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26.  OMS: Organizagao mundial de satde
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1 INTRODUCAO
1.1 Revisdo da literatura

1.1.1 Hanseniase

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa cronica causada por Mycobacterium leprae que
acomete o tecido cutaneo e nervos periféricos causando lesdes na pele e neuropatia (WALKER
et al., 2012). Sua parede celular ¢ constituida, principalmente, de lipideos e contém uma fracao
consideravel de glicolipideos altamente antigénicos, como o antigeno fenolico-1 (PGL-I) no
qual é utilizado para o sorodiagnostico de infec¢des da hanseniase (BUHRER-SEKULA, 2008).
Este micro-organismo ¢ um bacilo alcool-acido resistente e atua como parasita intracelular

obrigatdrio no corpo do hospedeiro (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

O bacilo M. leprae infecta, principalmente, macréfagos e células de Schwann e tem
maior incidéncia nas areas de superficie como a pele, nervos periféricos, testiculos e vias aéreas
superiores devido a sua temperatura necessaria para a sobrevivéncia. Dessa forma, sua
proliferagdo acontece entre 27 °C e 30 °C, com isso a bactéria permanece viavel por 9 dias no

ambiente (LASTORIA; DE ABREU, 2014).

O M. leprae foi descoberto por um médico noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen
no final do século XIX. No Brasil, a hanseniase foi tratada durante décadas com severas
politicas de isolamento compulsério a fim de extinguir a doenga, as precarias condi¢des
sanitarias e a falta de conhecimentos clinicos e laboratoriais sobre a doenca facilitou sua difusao
(FARIA; DE SANTOS, 2015). De acordo com o boletim epidemiologico de hanseniase obtido
no site do Ministério da Satide entre os anos de 2016 e 2020, foram diagnosticados 155.359
novos casos de hanseniase no Brasil ocupando o segundo lugar entre os paises com maior

numero de casos no mundo, atras apenas da india (OMS, 2021b).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a hanseniase pode ser
classificada em duas variagdes clinicas distintas, paucibacilar e multibacilar, baseada na
contagem do numero de lesdes de pele. A classificagdo de Ridley-Jopling separa os tipos de
hanseniase conforme a carga bacilar e a imunidade celular, em duas formas polares,
tuberculdide (TT) — Paucibacilar (PB) e lepromatosa (LL) — Multibacilar (MB), e um grupo
instdvel denominado borderline, que ¢ dividido em trés subgrupos: borderline-tuberculoide

(BT), borderline- borderline (BB) e borderline-lepromatoso (BL) (RIDLEY; JOPLING, 1966).



A classificagdo de pacientes com hanseniase paucibacilar (PB) ¢ definida por apresentar
baixa carga bacilar e pequenos nimeros de lesdes de pele, ou seja, € caracterizado como um
paciente PB aqueles que apresentam diagnostico baciloscopico de raspado dérmico negativo ou
menos de 5 lesdes cutaneas, estas ocorrem predominantemente nas extremidades
comprometendo os nervos periféricos. Os pacientes com hanseniase multibacilar (MB),
apresentam mais de 5 lesdes cutaneas e/ou presenga de bacilos dlcool-acido-resistente (BAAR),
apresentam alteragdes mais graves nos parametros de condugao nervosa, com maior nimero de
nervos periféricos acometidos, e infiltragdo cutanea difusa, especialmente orelhas, face e

pavilhdes auriculares, com envolvimento de 6rgaos internos (GASCHIGNARD et al., 2016).

A transmissdo do M. leprae ocorre por inalagao dos bacilos contidos na secre¢ao nasal
ou nas goticulas de Fliigge, e pelo contato proximo e prolongado entre o paciente infectado e
um individuo suscetivel a infecg¢do. A probabilidade de encontrar pacientes diagnosticados com
hanseniase ¢ quatro vezes maior quando ha contato na vizinhanga e até nove vezes maior
quando o contato ¢ intrafamiliar. A principal via de transmissao ¢ a mucosa nasal, podendo
ocorrer também por via sanguinea, por transmissao vertical, pelo leite materno e por picadas de
insetos, a transmissdo menos comum ¢é a por erosdes cutdneas (LASTORIA; DE ABREU,

2014).

O paciente infectado pode evoluir para uma cura espontanea, dependendo da sua
capacidade de desenvolver uma resposta imune celular, ou desenvolver os sintomas clinicos da
doenca (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). A maioria dos individuos apresenta uma
resposta imune efetiva contra a M. leprae, porem essa pode permanecer incubada de 2 a 4 anos,
estando presente em individuos clinicamente sadios, que podem apresentar sintomas apds esse

periodo de incubacao (HASTINGS et al., 1988).

O diagnostico clinico e epidemioldgico da hanseniase ¢ realizado em exame
dermatoneuroldgico e analise da histéria e condi¢des de vida do individuo. Em alguns casos ¢
feita baciloscopia, um exame complementar para poder classificar o agente causal, porém esse
exame apresenta baixa sensibilidade nas formas paucibacilares (USTIANOWSKI;
LOCKWOOD, 2003). O teste histopatologico ¢ utilizado pelo método “padrdo ouro”, em que
se retira uma bidpsia de pele de uma lesdo ativa, fixada em formalina tamponada neutra,
embebida em parafina e examinada por um patologista experiente. A reacdo de Mitsuda € um
teste cutaneo, consiste na inoculacdo intradermica de uma suspensdo de bacilos mortos pelo

calor (lepromina), Esse teste tem como objetivo avaliar o grau de resposta imune celular
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caracterizada pela fagocitose dos bacilos, embora seja um teste com elevado valor prognostico,

ndo tem valor diagnostico (SCOLLARD et al., 2006).

A técnica utilizada para detecgdo de anticorpo anti-PGL-I € o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), esta contém uma ampla disponibilidade dos equipamentos necessarios visto que a
técnica ¢ quase universalmente aplicavel, facil separacdo das fases solido e liquido, ndo ¢é
necessario marcar os componentes especificos do M. leprae utilizados no teste (antigeno ou
anticorpo), o que torna preferivel para estudos epidemioldgicos de grande escala e
acompanhamento dos pacientes, porem ¢ uma técnica laboriosa com limitagdes existentes
devido as diferencas no preparo do antigenos, concentracao do antigeno, solu¢des tamponadas,
procedimentos de lavagem, diluicdo de soro e dificil padronizagio (BUHRER-SEKULA,
2008).

Outra técnica utilizada para diagnostico de pacientes infectados com a M. Leprae ¢ a
reacdo quantitativa em cadeia pela polimerase em tempo real (qQPCR), uma técnica de biologia
molecular que permite a amplificacdo do DNA e quantificacdo a medida que a reacdo progride,
em tempo real, gerando dados dos ciclos de replicagdo na qual sdo analisados por software, essa
técnica ¢ muito utilizada para analises de expressdo genética, metilagdo de DNA e variantes
genomicas, considerada a técnica de ouro para diagndsticos rotineiros de doengas infecciosas.
para deteccdo de patdgenos virais, fungicos e bacterianos ou analise de biomarcadores
transcricionais, como cancer ¢ doencas mendelianas. Essa técnica usa de tecnologia para uma
resposta de alta precisdo e sensibilidade, mas necessita de reagentes de alto custo e mao de obra

especializada. (PABINGER et al., 2014)
1.1.2 Biossensor

A TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define um biossensor
como um instrumento integrado que € capaz de fornecer uma informag¢ado analitica especifica,
quantitativa ou semi-quantitativa através do uso de um elemento de reconhecimento biologico
(receptor bioquimico) que esta em contato direto com o elemento de transdugdo (MEHROTRA,

2016).

Os pesquisadores Clark e Lyons desenvolveram o primeiro biossensor, criado em
(1962), que utilizava uma enzima, glicose oxidase, imobilizada na superficie de um elétrodo de
oxigénio, o qual detectava o consumo de oxigénio sob altos potenciais de reducdo, sendo

classificado como eletrodo enzimatico, a partir disso foram desenvolvidos diversos
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biossensores com deteccdes diferentes como imunosenores, genossensores, entre outros

(MEHROTRA, 2016).

Os biossensores podem ser aplicados em diversas areas como médicas, bioldgicas,
industrias alimenticias, agricolas, de protecdo ambiental e de pesquisa farmacolédgica. (KLOS-
WITKOWSKA, 2016). O biossensor ¢ composto de um eletrodo, aonde em sua superficie
contém os biorreceptores, estas sdo biomoléculas que se ligam a um componente biologicos
especifico na amostra, um transdutor que por sua vez ¢ um elemento que permite receber o sinal
produzido entre o biorreceptor ¢ a amostra convertendo em um estimulo mensuravel. Por
ultimo, tem-se um sistema de processamento do sinal, que € um potenciostato responsavel por
amplificar e exibir os dados para serem analisados e diagnosticados como positivo ou negativo,

representacdo esquematica na Figura 1 (SANTOS; MHJARQUES; NUNES, 2014).

Biomoléculas
‘ " Nanomateriais
Analito / Enzimas Antoos | | e M oo
+|e @ &5
'S > - AuNPs  Fe,0q NPS
g Q CNTs Graphene
&
.. . . DNA Células

H Eletroguimicor

” Piezoelétrico

g Amplificador e &w —
processador

Figura 1 - Representagdo esquematica dos componentes de um biossensor, o analito reage com a biomolécula e
nanomaterias sobre o bioreceptor aonde acontece a reacdo bioquimica baseada na catalise (enzimas, tecidos,
células e biomoléculas miméticas) ou afinidade (anticorpos, receptores, acidos nucleicos e biomoléculas
miméticas). O produto desta interacdo ¢ detectado pelos transdutores que convertem o sinal bioloégico em sinal
mensuravel, sendo estes eletroquimicos, eletronicos, gravimétricos, magnéticos, Opticos, piezoelétricos,
piroelétricos, entre outros, esse sinal ¢ amplificado e processado por um dispositivo eletronico, no qual passa a
informagdo para um software na forma de grafico. Fonte adaptada de (DRIDI et al., 2017).

Quando comparados com as técnicas de diagnéstico existentes, os biossensores
apresentam diversas vantagens, dentre elas a facilidade de manipulacdo, baixo custo de

producdo, rapidez no diagnostico, alta sensibilidade e especificidade.

A fabricacao de eletrodos impressos (SPE do inglés “screnn printed electrode’) ¢
derivada da tecnologia de “screen-printing” também conhecida como impressdo serigrafica,

esta possibilita a fabricacdo de um sistema integrado contendo os eletrodos de trabalho, auxiliar,
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e referéncia impressos em um unico suporte, podendo ser um dispositivo portatil de facil acesso

e comercial, utilizado em diversos trabalhos (CHAN et al., 2016).

A utilizagdo de nanomaterias na fabricacdo de biossensores t€m sido o objetivo de
diversas pesquisas no campo de nanotecnologia e biotecnologia, devido a essas nanoestruturas
apresentarem propriedades como 6tima condutividade elétrica, area superficial especifica, boa
estabilidade, tamanho reduzido, entre outras (LUPPA et al., 2016). Podemos citar como
exemplo de nanomateriais de interesse a utilizagdo de nanotubos de carbono, grafeno,
nanofibras poliméricas, nanoparticulas metalicas e magnéticas (ABBASPOUR; NOORI, 2012;
ABBASPOUR et al., 2015). Esses materiais apresentam efeitos eletrocataliticos sendo uma boa
alternativa para diminuir os altos potenciais de reacdo em moléculas que sdo
eletroquimicamente ativas e reque um alto potencial de oxidagao/redugdo. Ademais estes
podem contribuir para acréscimo da sensibilidade por aumentarem a area eletroativa a

condutividade (CHIKKAVEERAIAH et al., 2009).
1.1.3 Biossensores eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos podem ser classificados em duas categorias em relacdao
ao componente bioldgico, dispositivos biocataliticos e por afinidade, essa classificacdo ¢
caracterizada de acordo com o tipo de reagdo bioldgica que ocorre entre o material de
reconhecimento e o analito. Em reacdes biocataliticas a presenca de mediadores redox faz com
que ocorra a transferéncia de elétrons para o eletrodo. Em dispositivos por afinidade ocorre uma
reacao de interacao especifica entre o analito € um componente bioldgico seletivo, esse tipo de
biossensor ¢ considerado altamente sensivel e seletivo devido a alta afinidade e especificidade
entre as biomoléculas e o ligante especifico. Essas reagdes sdo responsaveis por produzir um
sinal mensuravel sendo possivel a construgdo de um biossensor eletroquimico para a

caracterizacdo ou reconhecimento de substancias (RAMASAMY et al., 2014).

Além da classificacdo bioldgica os biossensores eletroquimicos sdo sub-classificados
quanto ao sinal de transducdo, que correlaciona as grandezas elétricas como corrente, poténcia
e carga, com os parametros quimicos da solucdo eletroanalitica utilizada, classificados em
interfaciais e ndo interfaciais. Os sensores interfaciais sdo definidos pelos fendmenos
eletroquimicos que ocorrerem na superficie do sensor, ademais esse sensor pode ser dividido
em estatico, em que se tem auséncia de corrente elétrica, como exemplo o método

eletroanalitico de potenciometria. J4 sensores dindmicos sdao definidos pela presenca de corrente
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elétrica, como exemplo a voltametria, amperometria, espectroscopia de impedancia e

coulometria (RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010).

Métos estaticos
I=0
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Figura 2 - Fluxograma dos métodos eletroanaliticos comuns, as condigdes experimentais estdo representadas pela
cor azul claro e as técnicas demostradas em azul escuro. Fonte adaptada (SKOOG, 2006).

1.1.4 Voltametria ciclica

A técnica de voltametria ciclica avalia a dinamica da transferéncia de elétrons de uma
molécula baseada no monitoramento da corrente-resposta dentro de uma faixa de potencial,
uma sequéncia de pulso ¢ aplicada sobre o sistema afim de fazer uma varredura para obter um
voltamograma ciclico, através dessa diferenga de potencial ¢ gerado um pico de potencial
anddica (Epa) e catddicas (Epc), o pulso de corrente no sentido positivo para o negativo €
possivel monitorar correntes de reducgdo (Ipc) e no sentido negativo para o positivo tem-se um
pico de oxidagdo (Ipa) representados na figura 3. Através da amplitude pode-se obter
informacdes sobre essa molécula, entre elas a cinética de reacdo de transferéncia de elétrons,
termodindmica de processos redox, e caso o material apresente propriedades isolantes tem-se
uma menor taxa de transferéncia de elétrons por consequéncia a magnitude dos picos redox sera
de baixa amplitude. Esse fendomeno de reducdo e oxidagdo ¢ monitorado na superficie do

eletrodo de trabalho em contato direto com a solugao condutora (FERNANDES et al., 2014).
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Figura 3 - (a) Voltamograma ciclico com picos redox (b) potencial triangular aplicado para gerar um
voltamograma ciclico com os respectivos pontos (ELGRISHI et al., 2018).

1.1.5 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial consiste na aplicagdo de pulsos em uma rampa de
potencial crescente sobre o eletrodo de trabalho, nessa técnica a corrente ¢ medida
anteriormente a aplicagdo do pulso e no final obtendo um pulso diferencial AE, essa diferenca
das correntes ¢ plotada em fungao do potencial aplicado, formando um voltamograma na forma
de curva gaussiana, em que a area ¢ diretamente proporcional & concentracdo do analito,

representada pela figura 4, (PACHECO et al., 2013).

O objetivo de obter a diferenca entre os dois pulsos € realizar a corre¢do da corrente
capacitiva. Ao se aplicar o pulso tem-se um acréscimo da corrente capacitiva e faradaica. A
corrente capacitiva também chamada de corrente ndo-faradaica ¢ a responsavel pelo acimulo
ou a remocao de cargas no eletrodo e no eletrélito sem estar associada a qualquer reacgao
quimica com transferéncia de cargas. Ja a corrente faradaica estd associada as reagdes quimicas
ocasionadas pela presen¢a de espécies eletroativas com atividades redox na superficie do
eletrodo. Apds a aplicagdo do pulso a corrente capacitiva reduz exponencialmente enquanto a
corrente faradaica tem uma reducdo linear, desta forma ¢ mensurado a segunda leitura em um
tempo apropriado para que se tenha a corrente total onde a corrente capacitiva pode ser
desconsiderada. Através dessa corre¢do a técnica de pulso diferencial permite a obtengdo de

limites de detec¢do na ordem de 107 mol L' (PACHECO et al., 2013).
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Figura 4 - Voltametria de ondas quadradas tempo/potencial para gerar a curva gaussiana. A corrente no ponto 1 ¢
subtraida da corrente no ponto 2 resultando em um uma curva Ai, em potencial / corrente, T = tempo de ciclo; AE,
= potencial de pulso fixo ou variavel; AEs = mudanca fixa no potencial por ciclo, e t, = tempo de pulso. Fonte
adaptada (ANON, 2019).

1.1.6 Biossensores baseados em peptideos

Peptideos sao biomoléculas contendo de dois a dezenas de residuos de aminoacidos
unidos através de uma ligagdo peptidica. Os aminoacidos sdo constituidos de um carbono o
central ligada a outras quatro moléculas, sendo elas, um atomo de hidrogénio, um grupo -
amino, o-carboxilico e por fim um radical R diferente para cada aminoacido, as ligagdes
peptidicas sdo formadas pela ligagdo do grupo a-amino de um aminoacido ao grupo o-
carboxilico de outro aminoacido formando uma cadeia peptidica, a jun¢do destas cadeias

formam uma proteina (PAVAN; BERTI, 2012).

A utilizacdo de peptideos em biossensores tem sido empregada em razdo da sua grande
estabilidade, possibilidade de modificacdo e adicao de marcadores moleculares, devido ao seu
tamanho reduzido (ALBAN et al., 2014). Em virtude das limitagdes de obtencdo de moléculas
nativas, a producdo de moléculas sintéticas para uso em diagndsticos tem tomado bastante
espaco nas pesquisas, incluindo o uso em biossensores. E possivel obter peptideos sintéticos ou
miméticos por meio de sintese quimica mantendo as propriedades naturais da molécula

(FUJIWARA; 1IZUMI, 1987).

Os peptideos miméticos de biomoléculas podem ser produzidos pela técnica de phage
display, que consiste na expressao de peptideos e polipeptidios na superficie de bacteriéfagos
filamentosos (YOUN et al., 2004). Através dessa técnica foi possivel obter os peptideos que
foram utilizados neste trabalho, MPML14 (LIMA, 2015) e PGL-I M3R (YOTSUMOTO NETO
et al., 2019) miméticos do antigeno nativo PGL-I de M. leprae.
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O PGL-I ¢ um glicolipidio formado por uma extremidade lipofilica e um trissacarideo
unico (SPENCER; BRENNAN, 2011), que ¢ a regido que apresenta maior antigenicidade da
molécula sendo esse o maior alvo de anticorpos do tipo IgM anti-PGL-1, no qual estd
correlacionado com o indice baciloscopico, refletindo a carga total bacilar dos pacientes

diagnosticado com hanseniase (BURGESS et al., 1988).

Em trabalhos anteriores do nosso grupo foram desenvolvidos peptideos miméticos ao
PGL-I que foram testados na técnica de ELISA para monitoramento de pacientes e contatos

para auxilio de um pré-diagnostico (LIMA, 2015).

Neste trabalho os peptideos desenvolvidos anteriormente foram testados em
biossensores eletroquimicos para deteccao de anticorpos comerciais € anticorpo especifico
presente no soro de pacientes e contatos afim de padronizar o melhor peptideo a ser usado neste
estudo, assim como as concentragdes ideais, iniciando dessa forma uma nova abordagem

pioneira para o monitoramento soroldgico de pacientes e contatos de hanseniase.

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Estudar e validar marcadores soroldgicos (peptideos miméticos) para reconhecimento

de anti-PGL-I em uma plataforma usando biossensor eletroquimico.
2.2 Objetivo Especificos
» Funcionalizar a superficie dos eletrodos que serdo utilizados;

» Padronizar a concentracdo de peptideos, antigenos e anticorpos necessarios para

utilizacdo no biossensor;

» Avaliar qual a melhor biomolécula a ser utilizada para detec¢do de anti-PGL-I

comercial;

» Avaliar qual a melhor biomolécula a ser utilizada para detec¢do de anti-PGL-I em

soro de pacientes e contatos.

3 JUSTIFICATIVA

M. leprae pode permanecer incubado durante alguns anos no organismo de um paciente
clinicamente sadio, portanto, sdo feitos testes como ELISA utilizando antigeno para detectar

anti-PGL-I no soro de pacientes e contatos de hanseniase para um monitoramento da evolugdo
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da doenga. Porém, esta técnica apresenta sensibilidade limitada e necessita de mao de obra
especializada e tempo para realizagdo. Nesse sentido, a criagdo de um biossensor eletroquimico
possibilitara uma deteccao mais efetiva do anticorpo e, com isso, auxiliara em um diagnostico

pré-clinico e prognostico de individuos suscetiveis a essa patologia.

Para o desenvolvimento desse novo biossensor ¢ necessario um estudo de quais
biomoléculas serdo mais apropriadas para o reconhecimento do anticorpo assim como suas
concentragcdes ¢ melhor método de deteccdo. Possibilitando, dessa forma, juntamente com
outros estudos de padronizacdes, uma nova técnica capaz de triar pacientes e contatos de forma
rdpida e precisa, utilizando um equipamento portatil, de facil manuseio, com maior

sensibilidade, especificidade e baixo custo.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Para o preparo das solugdes, foi

utilizada agua ultra purificada (resistividade > 18 MQ cm).
Foram utilizados regentes segundo as especificagoes:
e Cloreto de potassio (KCI, Neon, P.A., A.C.S.);
e Ferricianeto de potassio (K4Fe(CN)s.3H20, Fluka, P.A., A.C.S., 99,5%);
e Ferrocianeto de potéssio (KsFe(CN)g, Acros Organics, P.A., 99%);
As solugdes foram preparadas conforme as seguintes especificacoes:

e Soluc¢io de ferro/ferricianeto de potassio (5 mmol L), com KCI (0,1 mol L):
Pesou-se 0,75 g de KCl, 0,16 g de KzFe(CN)s € 0,21 g de K4Fe(CN)s.3H20. As massas foram
transferidas para um frasco de vidro ambar e acrescentou-se 100 mL de agua ultra purificada.

Em seguida foi ajustado o pH para 8.
4.2  Amostras biologicas

As amostras biolodgicas dos participantes da pesquisa foram obtidas no Centro de
Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH), conforme
aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia sob o
processo CEP/UFU No. 466/12 (Parecer CEP 960.735). Foi utilizado um pool do soro de

pacientes e contatos diagnosticados com Hanseniase.
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Os peptideos miméticos M3R e MPML 14 foram cedidos pela Dra. Mayara Ingrid Souza
Lima (Universidade Federal do Maranhdo) e o anticorpo anti-PGL-I e o antigeno PGL-I nativo

foram cedidos pela BEI Resources/USA (NR-19342).

As amostras de peptideos miméticos foram usadas nas concentragdes de 1 ng/uL e 0,1
ng/uL (1:10); o antigeno nativo foi usado na concentragao de 0,015 pg/pL, todos os soros foram

diluidos pelo fator de diluicdo 107!
4.3 Eletrodos

Foram utilizados eletrodos impressos de carbono (SPCE) modelo DS110 da marca
Dropsens, esses possuem substrato de cerdmica (33 mm x 10 mm), eletrodo de trabalho de
grafite (4 mm de didmetro), contra-eletrodo de grafite e eletrodo de referéncia de prata/cloreto
(Ag/AgCl). Os eletrodos foram conectados ao potenciostato palmsens 3 (Compact
Electrochemical Interfaces), para leitura da voltametria foi utilizado o software PSTrace v5.5.
Os eletrodos foram funcionalizados com matriz polimérica de PLA/PEG enriquecida com
rodamina 6G aplicando trés ciclos de voltametria ciclica em solugdo ferro/ferricianeto de

potassio (5 mmol L) em KCI (0,1 mol L") (NOTARIO, 2020).
4.4 Preparo do biossensor

Inicialmente foi adsorvido sobre a area de trabalho dos eletrodos impressos de carbono
(SPCE) funcionalizados o antigeno PGL-I, seja ele sintético, nativo ou mimético, e assim

mantido a temperatura ambiente por 15 minutos.
4.5 Aplicagdo das amostras de soro e anticorpo comercial

Apods o sistema SPCE funcionalizado/PGL-I completamente seco, foi aplicado o
anticorpo comercial, no primeiro experimento, formando o sistema SPCE/PGL-I/Anti-PGL-I
para controle positivo e para controle negativo foi utilizado agua, formando o sistema
SPCE/PGL-I/Agua, nos experimentos subsequentes foram aplicadas amostras de soros dos
pacientes contendo anticorpos anti-PGL-I para controle soro positivo, e dos contatos para
controle soros negativos, a presenca ou auséncia de anti-PGL-I nesses soros foram confirmados
anteriormente pela técnica de ELISA. Os soros foram mantidos em contanto com o sistema por
15 minutos e lavados com agua ultra purificada. O sistema que recebeu amostras de soro de
pacientes foi identificado como SPCE/PGL-I/Soro Paciente, enquanto o que recebeu amostra
de soro de controles saudaveis foi identificado como SPCE/PGL-I/Soro Contato. Apds a

lavagem, os sistemas foram imediatamente submetidos a detec¢do eletroquimica.



19

As figuras 5 e 6 ilustram esquematicamente as etapas de preparo do biossensor e

aplicagdo da amostra dos soros de pacientes e contato respectivamente.

Figura 5 - Esquema ilustrativo das modificagdes na superficie durante as etapas de preparo do biossensor ¢
aplicagdo do alvo. 1) Eletrodo impresso de carbono (SPCE) comercial sem modificagdes. 2) Funcionalizagdo do
eletrodo SPCE com polimeros e rodamina. 3) Imobilizagdo do peptideo sobre os eletrodos (SPCE/PGL-I). 4)
Aplicagdo de amostras de soro do paciente, contendo o alvo (SPCE/PGL-I/SoroPaciente) ou do anticorpo
comercial, formando o sistema SPCE/PGL-I/Anti-PGL-I, (Fonte: autoria propria).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo das modificagdes na superficie durante as etapas de preparo do biossensor e
aplicacao do alvo. 1) Eletrodo impresso de carbono (SPCE) comercial sem modificagdes. 2) Funcionalizagao do
eletrodo SPCE com polimeros e rodamina. 3) Imobilizagdo do peptideo sobre os eletrodos (SPCE/PGL-I). 4)
Aplicagdo de amostras de soro do contato (SPCE/PGL-I/SoroContato) ou dgua (SPCE/PGL-I/Agua), (Fonte:
autoria propria).

4.6 Deteccdes eletroquimicas

O sistema SPCE/PGL-I/SoroPaciente, SPCE/PGL-I/SoroContato e anticorpo comercial
foram submetidos a detecgao eletroquimica por corrente de voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial em solugdo de ferro/ferricianeto de potassio (5 mmol L) com KCl (0,1 mol
L"). Foi aplicado uma faixa de potencial - 0,3V a + 0,8V e velocidade de varredura de 200 mV
S™! em voltametria ciclica e -0,5V a + 0,5V, velocidade 100mV s™! para voltametria de pulso

diferencial.
4.7 Estatistica e tratamento dos dados

Todos os experimentos foram conduzidos em duplicata e os resultados numéricos foram
apresentados no formato média aritmética + desvio-padrdo. Os voltamogramas, foram
construidos por meio do software Origin 8, enquanto os graficos de barras foram construidos

com o GraphPad Prism 8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para verificar qual seria o melhor marcador sorolégico para o reconhecimento de Anti-
PGL-I utilizando um biossensor eletroquimico, foram submetidos em detec¢do eletroquimica
por corrente de voltametria ciclica e pulso diferencial o antigeno PGL-I nativo, e os peptideos
miméticos M3R e MPML14 usando o anticorpo Anti-PGL-I comercial, como resultado foi

obtido o voltamograma representado nas figuras 7 e 8.
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Figura 7- Voltametria ciclica em eletrodos de grafite analisados em solugdo aquosa contendo KsFe (CN)s /
K3Fe(CN)g (5,00 mmol-L- ! ) e KCI ( 0,10 mol-L"!); Taxa de varredura 200 mV - s™!; Representado em roxo,
verde, laranja, o antigeno PGL-I nativo, e os peptideos MPML14 ¢ M3R + anti-PGL-I respectivamente, ja as linhas
em rosa, azul e bege representado respectivamente o antigeno PGL-I nativo, e os peptideos MPML14 ¢ M3R +
agua.
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Figura 8 - Voltametria de pulso diferencial em eletrodos de grafite analisados em solugdo aquosa contendo K4Fe
(CN)s / K3Fe(CN)s (5,00 mmol-L- 1) e KCI ( 0,10 mol-L- 1 ); Taxa de varredura 100 mV - s- 1; Representado
em roxo, verde, laranja, o antigeno PGL-I nativo, e os peptideos MPML14 e M3R + anti-PGL-I respectivamente,
ja as linhas em rosa, azul e bege representado respectivamente o antigeno PGL-I nativo, e os peptideos MPML 14
e M3R + 4gua.

Na detecgao eletroquimica por voltametria ciclica o antigeno PGL-I nativo e o peptideo
mimético MPML 14 apresentaram melhores valores de IpA com diferenca de 97,5 pA e 93 pA
respectivamente entre o teste utilizando o anticorpo Anti-PGL-I e 4gua. Na detec¢do por
voltametria de pulso diferencial esses peptideos também apresentaram melhor resultado
comparados ao peptideo M3R, na qual obteve uma diferenca de 258,5 pA para o antigeno nativo

e 340,5 pA para o peptideo mimético MPML14.

Foram realizados novos testes com o peptideo mimético M3R submetidos a deteccdo
eletroquimica por corrente de voltametria ciclica em duas dilui¢des, a fim de verificar se com
concentracdes diferentes poderia obter uma diferenca entre os pacientes soropositivos e
soronegativos, as concentragdes foram de 1 ng/uL e outra diluida para a concentragao de 0,1
ng/pL, apresentando um voltamograma com picos redox e um grafico de barras com as medias

e desvio padrdo das duplicatas, representado na figura 9.
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Figura 9 - Voltametria ciclica em eletrodos de grafite analisados em solu¢do aquosa contendo Ks4Fe (CN)g /
K;3Fe(CN)g (5,00 mmol-L ') e KCI (0,10 mol-L-'); Taxa de varredura 200 mV - s”!; Em roxo e rosa as linhas
referentes a peptideo mimético M3R com concentragdo de 1 ng/pL dos soro de pacientes PCR positivo e contato
PCR negativo respectivamente, ja em verde e azul referente ao peptideo mimético M3R com diluigao de (1:10) na
concentragdo de 0,1 ng/pL dos soro de pacientes PCR positivo e contato PCR negativo respectivamente.

Os picos de oxidacdo (Ipa) obtiveram uma diferenga entre o soro de paciente e contato
de 11 pA para o peptideo M3R com concentracdo de 1 ng/uL e 18,2 pA utilizando o M3R
diluido para 0,1 ng/uL, ja os picos de reducdo (Ipc) apresentaram uma distingdo de 1,5 pA para
o peptideo M3R com concentragao de 1 ng/uL e 29 pA utilizando o M3R diluido para 0,1 ng/puL
entre o soro de paciente e contato. Estes resultados estd de acordo com o trabalho de
(PARKASH etal., 2020) no qual foi possivel a deteccao de anticorpos IgM em soro de pacientes
diagnosticados com dengue, trabalhos como (MARTINS et al., 2020) também diferenciaram
anticorpos em soro de pacientes diagnosticados com leishmaniose visceral porém foi necessario
a utilizagdo de nanoparticulas de ouro para obter resposta significativa, diferentemente deste

trabalho no qual foi possivel obter a diferenciagdo utilizando eletrodos de carbono

No seguinte teste foi utilizado o peptideo mimético MPML-14 para deteccdo soro de
pacientes e contatos de hanseniase, comparados a deteccao pelo antigeno comercial PGL-I,

representado nas figuras 10 e 11.
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Figura 10 - Voltametria ciclica em eletrodos de grafite analisados em solugdo aquosa contendo K4Fe (CN)g /
K3Fe(CN)s (5,00 mmol-L-! ) e KCI (0,10 mol-L-!); Taxa de varredura 200 mV - s !; Representado em verde
soro de pacientes diagnosticados com hanseniase, em azul soro de contatos PCR negativo + peptideo mimético
MPML14. Em roxo soro de pacientes diagnosticados com hanseniase, e em rosa contatos PCR negativo + antigeno
PGL-I
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Figura 11 - Voltametria de pulso diferencial em eletrodos de grafite analisados em solugdo aquosa contendo K4Fe
(CN)s / K3Fe(CN)g (5,00 mmol-L-' ) e KCI ( 0,10 mol-L-!); Taxa de varredura 100 mV - s”!; Representado em
verde soro de pacientes diagnosticados com hanseniase, em azul soro de contatos PCR negativo + peptideo
mimético MPML14. Em roxo soro de pacientes diagnosticados com hanseniase, € em rosa contatos PCR negativo
+ antigeno PGL-I

O teste eletroquimico de voltametria ciclica com o peptideo mimético MPML14

apresentou uma diferenca significativa de 46,5 pA entre paciente e contato no pico de oxidagao
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(IpA) e 66,5 pA para IpC. As demais o desvio médio padrdo entre as duplicadas no teste
eletroquimico de voltametria ciclica utilizando o peptideo mimético MPML14 obteve um
menor valor (< 1) comparado ao desvio padrao obtido utilizando o antigeno PGL-I nativo com

valor aproximado de 4,5.

Utilizando o antigeno PGL-I para teste eletroquimico de voltametria ciclica com soro
de paciente e contatos também alcangou resultados com diferencgas significativas, com valores

de IpA entre paciente e contato com diferenga de 45 pA e 52,2 pA no pico de redugao,

Os resultados utilizando voltametria de pulso diferencial apresentou resultado
semelhantes ao de voltametria ciclica, com diferenga de 66 pA entre os pacientes e contato
utilizando o peptideo mimético MPML14, ja o antigeno PGL-I nativo apresentou menor
diferenga, com valores de 12,5 nA entre os paciente e contatos. A técnica de voltametria de
pulso diferencial apresenta maior sensibilidade comparada a de voltametria ciclica, desta forma
o desvio padrao entre as duplicadas ficaram com maior valor, sendo assim necessario otimizar

melhores concentragdes de soro.

O diagnostico de pacientes paucibacilares apresenta grande dificuldade devido a baixa
producao de anticorpos especificos nessas formas clinicas, com isso muitas vezes sao
diagnosticados como soronegativo. Trabalho anterior (BUHRER-SEKULA et al., 2003) utiliza
da técnica de tira imunocromatografica (teste de fluxo de M. leprae) para classificacdo de
pacientes recém-diagnosticados com hanseniase e identificar contatos que t€ém um maior risco
de desenvolver hanseniase. Neste trabalho ndo foi possivel diferenciar pacientes paucibacilares
de multibacilares. Pelos resultados que obtivemos, acredita-se que ¢ possivel obter essa
diferenciagdo usando a eletroquimica apds maiores otimizagoes do teste como concentragao e
quantidade de amostras. Técnicas usando qPCR e ddPCR como no trabalho de (CHENG et al.,

2019) conseguiram diferenciar pacientes paucibacilar e multibacilar em amostra de raspado.

6 CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel verificar alguns marcadores sorologicos que podem ser usados
como alvo para reconhecimento de Anti-PGL-I em soro de pacientes e contatos para a
construgdo de um biossensor para diagnostico pré-clinico e progndstico de individuos com

hanseniase e monitoramento de contatos.

Os testes-piloto descritos neste estudo possibilitam o uso de marcadores sorologicos

miméticos ao antigeno nativo PGL-I, como o MPML14, com resultados promissores para
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constru¢ao de um biossensor. Este peptideo reconheceu o anticorpo comercial e diferenciou
amostras de soro entre um pool de amostras de pacientes e contatos, de forma semelhante ao
antigeno nativo, sendo esta a melhor biomolécula a ser usada na construgao do biossensor para
reconhecimento de marcadores sorologicos. O uso de peptideo apresenta maiores vantagens
comparadas ao uso de antigenos nativos por apresentarem maior facilidade de obtencdo em
altas concentragdes e menor custo. Além disso, o uso destes em biossensor trard uma nova
abordagem técnica para triagem dos pacientes e contatos de forma rapida e precisa utilizando

um equipamento portatil de facil uso com maior sensibilidade, especificidade e baixo custo.

Os presentes experimentos deverdo ser repetidos com um “N” amostral maior
utilizando-se diferentes diluicdes dos peptideos e soros que poderdo ser objetivo de futuras

investigagoes.
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