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Introducio

Milhares de pessoas sdo infectadas todos os anos pela Mycobacterium leprae, patdogeno
causador da hanseniase. Dentre os paises com maiores indices, encontram-se a india e Brasil
liderando o ranking em primeiro e segundo lugar, respectivamente, paises esses que apresentam
baixos indices de desenvolvimento social. [1-3] E uma doenga classificada como tropical
negligenciada pela Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS).[4]

A hanseniase ¢ uma doenga cronica que atinge a pele e os nervos periféricos causando
desde lesoes leves até lesdes mais graves como deformidades nos membros, o que compromete
as atividades cotidianas do paciente. [5] A rota de transmissdo ainda ndo ¢ totalmente
conhecida, mas grande parte dos pesquisadores acredita que ocorra por meio de goticulas de
aerossois expelidas por pacientes com alta carga bacteriana. [6]

A cura pode ser alcancada submetendo o paciente a um tratamento chamado de
poliquimioterapia (PQT) desenvolvida pela OMS em 1982, que consiste em administrar
diversos medicamentos capazes de combater a M. leprae, tais como dapsona, rifampicina,
clofazimina, minociclina, entre outros. [7] Porém, a hanseniase ainda pode deixar sequelas.
Para mitigar os riscos de incapacidade fisica, o diagndstico precoce € a principal estratégia. O
teste de esfregaco de pele (baciloscopia) ¢ um dos principais métodos de avalicdo do paciente
com suspeita de hanseniase, porém ¢ um teste muito doloroso e ainda assim pacientes com
baixa cargas bacterianas podem apresentar baciloscopia negativa. [8]

Portanto, hd grande necessidade de desenvolver métodos de diagndstico sensiveis,
especificos e de facil aplicacdo no local de coleta da amostra (point-of-care), sem demandar
profissionais altamente especializados ou transporte das amostras. Sendo assim, peptideos
sintéticos e materiais recombinantes estdo sendo cada vez mais explorados para
desenvolvimento de métodos de diagndsticos precoce da hanseniase. [9]

Os peptideos possuem boa estabilidade, afinidade com o analito alvo, resisténcia a
ambientes hostis e devido ao seu tamanho reduzido apresenta maior densidade de imobilizacao
e maior facilidade de se ligar a um anticorpo, devido a sua estrutura conformacional que deixa
0 epitopo mais exposto. [10, 11]

A fim de aproveitar o efeito sinergético dos peptideos sintéticos, que podem apresentar
atividade antigénicas, ¢ a sensibilidade das técnicas eletroanaliticas, este trabalho teve como
objetivo desenvolver um imunossensor eletroquimico, baseado na especificidade do peptideo
sintético MPML 14, mimético da proteina de choque térmico 60 (heat shock protein 60 —
HSP60) presente em Mycobacterium leprae [12], capaz de diferenciar soros positivos (SP) e
negativos (SN) para hanseniase através da técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) utilizando um eletrodo de ouro serigrafado.
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Material e Métodos

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade > 18,0 MQ cm)
do sistema Milli-Q (Millipore). Todos os reagentes eram de grau analitico, sem necessidade de
purificagdo prévia. A solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L™! (pH 7,4) e H2SO4 (Isofar, 85%)
0,5 mol L™! foram utilizadas como eletrolito suporte nas medidas eletroquimicas e armazenadas
sob refrigeracdo. As solugdes de Ki[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] (Synth, 99% e 98,5%) e
glutaraldeido (GTA) (Sigma-Aldrich, 25%) foram preparadas diariamente para evitar
degradacao. A solucdo de K3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] foi preparada dissolvendo o soluto em
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,4) e armazenada em frasco mbar para evitar possiveis
degradacdes. As solugdes de peptideo mimético (MPML14), N-(3-dimetilaminopropil) N'-
etilcarbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich, 98%), N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma-Aldrich,
97%), albumina de soro bovino (ASB) (Sigma Aldrich, 98%) e as amostras de pools de soro
sanguineo positivo (SP) e negativo (SN) foram diluidas em tampao fosfato 0,1 mol L™! (pH 7,4)
e condicionadas em baixas temperaturas. Enquanto a solu¢ao de acido 3-mercaptopropionico
(3AMP) (Sigma Aldrich, 99%) foi preparada em agua ultrapura.

O eletrodo serigrafado de ouro (screen-printed gold electrode — SPGE) foi submetido a
uma ativagdo eletroquimica em H>SO4 0,5 mol L™!, aplicando potenciais de 1,2 Ve — 0,35V
por 10 s cada, seguidos por 10 ciclos de voltametria ciclica (VC) a 0,1 V s!. A eficicia da
ativacdo foi verificada com 15 ciclos de VC a 100 mV s7'. [12]

O SPGE ativado foi imerso em solugdo de 3AMP 1,0 mmol L™! por 15 min, seguido de
lavagem com agua desionizada em abundancia. Em seguida, 7,0 pL de uma solug¢do contendo
0,05 mol L' de EDC ¢ 0,25 mol L™ de NHS foram gotejados na superficie do eletrodo, e este
foi mantido em ambiente umido (placa de Petri contendo um papel umedecido) por 30 min.
Apos esse tempo, o eletrodo foi lavado com agua deionizada. A mistura do peptideo MPML14,
ASB e GTA (680,0 mg L™, 3,2% e 0,2%, respectivamente) foi preparada previamente antes de
cada uso. Foram depositados 10,0 pL desta mistura na superficie do eletrodo e, apos a secagem,
o biossensor (BIO) estava pronto para uso. [9]

As amostras de soro positivo (SP) e negativo (SN) foram diluidas na proporcao de 1:100
(v/v) em tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,4) € um volume de 15,0 uL foi imobilizado na
superficie do biossensor (BIO/SN e BIO/SP) por 30 min em ambiente imido para evitar a
evaporagdo. [13] Apos a lavagem com tampao fosfato, o Imunossensor foi analisado.

Resultados e Discussao

Inicialmente, foi avaliado o perfil voltamétrico do SPGE em H2SO4 0,5 mol L™, antes
e apos o tratamento eletroquimico, Figura 1A. Com o SPGE sem o tratamento, pode-se observar
picos com pouca defini¢do e valores de corrente muito baixos. Em comparagdo, apos o
tratamento eletroquimico, um perfil mais caracteristico de eletrodo de ouro ¢ observado. A
partir do potencial de 0,85 V a monocamada de 6xidos de ouro ¢ formada, evidenciadas por trés
picos de oxida¢do, com o inicio do processo ocorrendo em torno de 0,87 V. Os 6xidos formados
sao reduzidos durante a varredura anddica em potencial de 0,67 V. Quando avaliada a resposta
eletroquimica da sonda [Fe(CN)e] 34, observa-se uma grande diferenca de sinal, com picos
mais definidos no SPGE apds o pré-tratamento, como mostrado na Figura 1B. Para as correntes
de pico de oxidacdo e redugdo, houve aumento de 50% e 58%, respectivamente, indicando uma
melhor resposta para o SPGE tratado. Quando comparadas as diferengas do potencial de pico
(AEp), nota-se que o menor valor foi obtido para o eletrodo tratado, com AEp = 0,10 V,
enquanto para o SPGE sem pré-tratamento obteve-se AEp =0,51 V, representando uma melhora
de 80% em relacdo ao AEp do eletordo ndo tratado. Essa diferenca indica que o pré-tratamento
removeu material organico presente na tinta de ouro, aumentando a area eletroativa disponivel
no eletrodo.[14] Deste modo, o SPGE tratado apresentou um sistema com melhor
reversibilidade, evidenciado pelo menor AEp, indicando uma relagdo de taxa de transferéncia
de elétrons/taxa de transferéncia de massa maior. [15]
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Figura 1: (A) VC em H,SO4 0,5 mol L™! com SPGE sem tratamento e com tratamento, insert: SPGE
sem tratamento. (B) VC em [Fe(CN)g]>* 5 mmol L™! em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,4 com
SPGE sem tratamento e com tratamento. Passo de potencial de 5 mV, velocidade de 100 mVs™'.

A EIS também foi usada para avaliar a eficidcia do tratamento eletroquimico e os
resultados podem ser observados na Figura 2. Como era esperado, o SPGE nio tratado obteve
maior resisténcia a transferéncia de carga (Rtc) em comparagdo com o SPGE tratado. Essa
reducdo na Rtc pode ser atribuida a limpeza eletroquimica do SPGE, capaz de remover parte da
impureza presente na superficie do eletrodo. [12] Deste modo, pode-se notar que os resultados
obtidos na EIS corroboram com os resultados obtidos por VC tanto em acido sulfurico, quanto
na sonda [Fe(CN)s] >, mostrando que esta etapa prepara a superficie do eletrodo para uma
melhor performance nas medicdes e reagdes especificas, possibilitando uma melhor
transferéncia de carga. Sendo assim, este tratamento precede todas as etapas para a fabricacao
do imunossensor.
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Figura 2: Grafico de Nyquist com SPGE sem e com tratamento, insert: SPGE sem tratamento. Condic¢des

experimentais: [Fe(CN)e]>~* 5 mmol L™' em tampao fosfato 0,1 mol L™' pH 7,4 na faixa de frequéncia
de 1.10° - 0,1 Hz.

A cada etapa da fabricagdo do imunossensor foi avaliada a resisténcia a transferéncia de
carga (Rtc), que limita o processo de transferéncia de elétrons, e estd associada ao tamanho dos
semicirculos apresentados nos espectros de impedancia eletroquimica. Apos cada etapa de
modificagdo, ndo foi possivel observar grandes mudangas no valor da resisténcia 6hmica da
solugdo eletrolitica (Rsol), indicando que ndo houve alteracdo significativa apos as etapas de
modificagao da superficie do eletrodo. Deste modo, as grandes alteracdes dos valores de Rtc
para cada etapa de modificagdo se mostrou ser mais adequado para efeito de comparacdo. Na
Figura 3A esta representado os graficos de Nyquist correspondente as diferentes etapas da
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fabricacdo do imunossensor, acompanhadas pelo grafico de barras com os valores de resisténcia

a transferéncia de carga (Figura 3B).
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Figura 3: (A) Grafico de Nyquist em diferentes etapas de fabricacdo do imunossensor. (B) Efeito da
etapa de modificacdo sobre o valor da resisténcia a transferéncia de carga. Condig¢des experimentais:
[Fe(CN)s] ¥ * 5 mmol L' em tampdo fosfato 0,1 mol L™! pH 7,4 na faixa de frequéncia de 1.105 - 0,1
Hz.

O ouro ¢ um metal altamente condutor, por conta desta caracteristica, o grafico de
Nyquist para o SPGE apresentou um semicirculo relativamente pequeno com Rtc de 16,7 Q.
Com a adi¢ao do 3AMP, espera-se a formagao de uma monocamada isolante na superficie do
eletrodo. O semicirculo nesta etapa apresentou uma grande variagdo, resultando em um valor
de Rtc de 181,4 Q, indicando que a monocamada de 3AMP cobriu substancialmente a superficie
do eletrodo. Os grupos carboxilicos presentes na extremidade do 3AMP repelem as cargas
negativas da sonda redox dificultando a transferéncia eletronica. [16]

Na etapa seguinte, foi adicionado uma aliquota de solugdo contendo EDC e NHS. O
EDC funciona como um ativador do grupo reativo (carboxila) do 3AMP formando um
intermediario instavel, em seguida ocorre a formacao de um éster NHS. [17] Nesta etapa, a Rtc
diminuiu significativamente para 65,8 €. Esta diminuicdo pode ser explicada por dois
processos: (I) as cargas negativas do grupo carboxilico terminal do 3AMP foram neutralizadas,
permitindo a passagem do [Fe(CN)g]>* até a superficie do ouro, pois ndo terd o efeito de
repulsdo; (II) O EDC/NHS pode apresentar um efeito eletrocatalitico devido as ligagdes duplas
existentes no conjunto de moléculas. [18]

Na ultima etapa da constru¢do do imunossensor, forma-se um filme na superficie do
eletrodo, no qual o peptideo MPML14 ¢ adsorvido na superficie por meio dos seus grupos
aminos laterais, que reagem com o éster NHS reativo de amina, de forma que o NHS ¢
substituido pelo peptideo. [19] A albumina de soro bovino (ASB) foi utilizada para bloquear
grupos reativos, reduzindo as ligagdes ndo especificas, diminuindo a probabilidade de
resultados falsos negativos. [20] O GTA foi utilizado para aumentar a estabilidade do
imunossensor. Ele ¢ um agente de reticulacdo, capaz de formar ligagdes cruzadas entre grupos
aminas livres, formando bases de Schiff. [21, 22] Nesta etapa, a Rtc tem seu valor
consideravelmente aumentado em relagdo as etapas anteriores, devido ao aumento de material
na superficie do eletrodo, chegando a um valor de 423,1 Q.

Na Figura 4A, ¢ representado as respostas da EIE para o BIO, BIO/SP e BIO/SN. A EIE
do BIO teve uma resisténcia a transferéncia de carga (Rtc) menor com valor de 271,0 €, devido
a superficie estar menos bloqueada. Porém, ao adicionar as amostras, observa-se que houve
aumento no valor de Rtc. Para o BIO/SN e BIO/SP, os valores obtidos foram de 475,0 € 697,0
Q, respectivamente (Figura 4B). Essa diferenca pode ser atribuida a presenca de anticorpos no
pool de amostras SP, que se ligam especificamente ao peptideo MPML14, bloqueando de
maneira mais acentuada a superficie do imunossensor. Pode-se notar a capacidade de altera¢ao
da resposta do sensor a depender da amostra condicionada em sua superficie. O teste T para
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diferenga entre duas médias foi aplicado. O valor de t estatistico foi calculado e verificou-se
que seu valor s6 ¢ maior do que o valor de tw» para um nivel de confianca de 90%, ou seja, as
médias diferem a um nivel de 90% de confianga.
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Figura 4: (A) Grafico de Nyquist com BIO, BIO/SN e BIO/SP. (B) variagao relativa de Rtc do BIO apods
incubacido com SN (1:100) e SP (1:100). Condigdes experimentais: [Fe(CN)e] > * 5 mmol L' em T.
Fosfato 0,1 mol L™! pH 7,4 na faixa de frequéncia de 1.10° — 0,1 Hz.

Conclusoes

O imunossensor eletroquimico desenvolvido, baseado no peptideo sintético MPML14
mimético da HSP60 de Mycobacterium leprae, apresentou desempenho promissor para o
diagnostico da hanseniase. O tratamento eletroquimico do eletrodo foi essencial para deixar a
superficie mais limpa e condutiva, resultando em melhor resposta eletroquimica. A aplicagdo
do imunossensor em amostras de soro positivo e negativo, por meio da espectroscopia de
impedancia eletroquimica, permitiu observar diferengas significativas nos valores de resisténcia
a transferéncia de carga, especialmente para o BIO/SP, indicando interacdes especificas entre
o peptideo MPML 14 (antigeno) e os anticorpos presentes na amostra positiva. Esses resultados
evidenciam o potencial do dispositivo baseado no peptideo sintético MPML 14 associado a EIE,
para contribuir com testes rapidos para o diagndstico da hanseniase em ambientes point-of-care.

Entretanto, ¢ importante destacar que os ensaios foram realizados com numero limitado
de amostras e utilizando pools de soro, o que restringe a generalizagdo dos resultados. Assim,
futuros estudos devem incluir maior diversidade de amostras clinicas e andlises estatisticas mais
robustas, a fim de validar o desempenho do dispositivo em condig¢des reais de diagnostico.
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