UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

MATHEUS BARROS GARCEZ

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO COM PEPTIDEO
SINTETICO MIMETICO DE HSP60: UMA NOVA
ABORDAGEM PARA O DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

SAO LUIS - MA
2025



MATHEUS BARROS GARCEZ

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO COM PEPTIDEO
SINTETICO MIMETICO DE HSP60;: UMA NOVA
ABORDAGEM PARA O DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade Federal do
Maranhdo (PPGQuim - UFMA), como pré-requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em Quimica.

Area de concentracdo: Quimica

Orientadora: Prof* Dr® Luiza Maria Ferreira
Dantas.

SAO LUIS - MA
2025



Garcez, Matheus Barros.

Imunossensor eletroquimico com peptideo sintético
mimético de HSPGD @ uma nova abordagem para o diagndstico
da hanseniase / Matheus Barros Garce=. - 2025,

61 p.

Orientador(a) : Luiza Maria Ferreira Dantas.

Dissertacao (Mestrado)} - Programa de Pas-graduacio em
Quimica/ccet, Universidade Federal do Maranhao, 50 Luis -
Ma, 2025

1. Mycobacterium Lepras. 2. Mpmlid. 3. Antigeno. 4.
Hsp6l. 5. Biossensor. 1. Dantas, Luiza Maria Ferreira.
IT. Titulo.




MATHEUS BARROS GARCEZ

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO COM PEPTIDEO
SINTETICO MIMETICO DE HSP60: UMA NOVA
ABORDAGEM PARA O DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pdés- Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal do Maranhdo (PPGQuim - UFMA), para
obtencéo do titulo de Mestre em Quimica.

Aprovada em: 27/02/2025

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dr2. Luiza Maria Ferreira Dantas (Orientadora UFMA)
Universidade Federal do Maranhdo -UFMA

Prof. Dr. Luiz Ricardo Guterres e Silva (UFMA)
Universidade Federal do Maranhdo - UFMA

Prof. Dr. Paulo Cesar Mendes Villis (UNICEUMA)
Universidade Ceuma - UNICEUMA



Dedico a minha familia, que me ajudou até aqui
e sempre me incentivou a fazer boas escolhas

na vida.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus, por me conceder félego de vida e forca em meu
corpo e mente para seguir todos os dias da jornada académica do mestrado.

Aos meus pais, Aluisio e Eliane, por toda dedicacdo, apoio e esfor¢o para me
verem feliz, realizado e contente. Pelos abracos carinhosos de minha mée e pela satisfagéo
no sorriso de meu pai ao me apoiar. Meus profundos agradecimentos também a minha
irm&, Andressa.

A minha querida e amada namorada, Thaiz, por seu amor, carinho e compreensao,
que me confortaram durante toda a &rdua caminhada.

Aos meus familiares, que me envolveram com seus sorrisos e nunca mediram
esforcos para me ajudar. Sou eternamente grato e imensamente feliz por terem feito parte
dessa conquista.

A minha orientadora, professora Luiza Dantas, pela disponibilidade, paciéncia e
boa vontade em orientar-me desde a graduacdo; a professora Lais Brazaca, que me
auxiliou durante minha estadia na USP de Séo Carlos com orientacdes pertinentes aos
meus estudos; e a professora llanna Campelo, por sua assisténcia fundamental ao
trabalho. Aos demais professores, que sempre estiveram presentes e dispostos a auxiliar
em meu trabalho, meus sinceros agradecimentos.

Agradeco ao Laboratério de Eletroquimica da UFMA (LELQ), incluindo todos o0s
professores que contribuiram para meu trabalho, toda a equipe e colegas. Agradeco
também ao Laboratdrio de Pesquisa de Automacdo Analitica (LPAA); ao LabGeM, por
fornecer os materiais necessarios para a realizacdo deste projeto, e a todos que
participaram dessa parceria. Ao grupo de pesquisa Bioanalitica, Microfabricacdo e
Separacdo (BioMicS), situado no 1QSC-USP, e seus membros, que me ajudaram nos
momentos em que mais precisei.

A CAPES, pela bolsa de estudo, e 8 FAPEMA e ao CNPg, que financiaram os
recursos necessarios para a realizacédo deste projeto.

A UFMA e ao PPGQuim — UFMA, pela oportunidade de cursar o mestrado.

A todos que, direta ou indiretamente, participaram e colaboraram para a conclusédo
deste projeto, meus mais sinceros agradecimentos.



«“

ossas lentes podem se sujar com odio, raiva
e insatisfagdo; entretanto, tudo o que
necessitamos para que a paz reine em nossos

coracOes é Deus.’

Thaiz Carvalho



RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pela Mycobacterium
leprae, cujos principais sintomas incluem lesfes cutineas e perda de sensibilidade.
Embora a doenca tenha cura, pode deixar sequelas se o tratamento for iniciado
tardiamente. Neste sentido, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) busca novas
estratégias para o diagndstico precoce e para minimizar a incidéncia da doenca. Neste
trabalho é descrito o uso do MPML14, um peptideo sintético que mimetiza a proteina de
choque térmico HSP60, para fabricacdo de um imunossensor eletroquimico label-free
para a deteccdo de anticorpos IgG anti-M. leprae. O peptideo foi imobilizado na
superficie do eletrodo serigrafado de ouro por meio de monocamadas automontadas e,
posteriormente, funcionalizado com N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS). O MPML14 foi entéo adsorvido quimicamente na
superficie do transdutor. As etapas de modificacdo foram caracterizadas quimicamente
por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), e
fisicamente por microscopia eletrdnica de varredura acoplada a espectroscopia de energia
dispersiva (MEV-EDS). Foi possivel avaliar a performance do biossensor por voltametria
de pulso diferencial (VPD) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) com
Soros positivos e negativos para hanseniase e a melhor resposta foi obtida por VPD. O
volume de solucdo peptidica foi avaliado e escolhido como sendo 7 uL. Foi realizado um
estudo utilizando diferentes concentragdes de amostras, no qual toda a faixa de
concentracdes testada demonstrou uma resposta qualitativa capaz de distinguir soros
positivos de soros negativos. A concentracdo que apresentou o melhor desempenho foi
1:200 (v:v). Por fim, a especificidade do biossensor foi avaliada com amostras de criangas
saudaveis e adultos com HIV ou leishmaniose. E todas estas amostras apresentaram
respostas semelhantes as amostras de soro negativo, provando a excelente especificidade
do biossensor. Este estudo sugere que o biossensor eletroquimico baseado no MPML14

é promissor para uso em diagndstico de hanseniase.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae; MPML14; Antigeno; HSP60; Biossensor.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic disease caused by Mycobacterium leprae, whose main
symptoms include skin lesions and loss of sensitivity. Although the disease has a cure, it
can leave sequelae if treatment is started late. In this sense, the World Health Organization
(WHO) seeks new strategies for early diagnosis and to minimize its incidence. This work
reports the use of MPML14, a peptide that mimics the heat shock protein HSP60 present
in the bacillary wall of the M. leprae, for the manufacture of a label-free electrochemical
immunosensor for the detection of anti-leprosy 1gG antibodies. The peptide was
immobilized on the surface of the gold screen-printed electrode by means of self-
assembled monolayers and subsequently functionalized with EDC and NHS. MPML14
was then chemically adsorbed on the surface of the transducer. The modification steps
were chemically characterized by cyclic voltammetry (VC) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIE), and physically by scanning electron microscopy coupled
to dispersive energy spectroscopy (SEM-EDS). The performance of the biosensor was
evaluated using differential pulse voltammetry (DPV) and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) with positive and negative sera for leprosy, with the best response
obtained obtained by DPV. The volume of peptide solution was evaluated and chosen as
7 uL. A study was carried out using different sample concentrations, in which the entire
range of concentrations tested demonstrated a qualitative response capable of
distinguishing positive sera from negative sera. The concentration that showed the best
performance was 1:200 (v:v). Finally, the specificity of the biosensor was evaluated with
samples from healthy children and adults with HIV or leishmaniasis. All these samples
showed similar responses to the negative serum samples, proving the excellent specificity
of the biosensor. This study suggests that the MPML 14-based electrochemical biosensor

is promising for use in leprosy diagnosis.

Keywords: Mycobacterium leprae; MPML14; Antigen; HSP60; Biosensor.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca que afeta milhares de pessoas por todo o mundo. Entre
0s paises com maiores indices de novos casos, destaca-se a India e o Brasil, paises que
apresentam baixos indices de desenvolvimento social e econdmico (CARVALHO et al.,
2018; GAMA et al., 2018; ROSA et al., 2024). O Brasil esté entre 0s poucos paises que
ndo atingiram a meta de menos de um caso a cada 10.000 habitantes (MONTANHA et
al., 2023).

Mundialmente, o nimero de novos casos relatados esta diminuindo desde 2010,
com uma diminuicdo de 1 % ao ano. Cada pais deve atingir a meta de menos de 1 caso a
cada 10.000 habitantes para que ndo seja considerado um problema de salde publica
(OMS, 2021). Porém, a hanseniase é classificada como uma doenca tropical
negligenciada segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (RIBEIRO et al., 2023).
Mas também pode ser classificada como doenca duplamente negligenciada por afetar
principalmente populagdes pobres com pouca capacidade de vocalizacao e poder politico
de paises com baixo poder econdmico que apresenta dificuldade para combater esta
doenca.

Embora, nos ultimos 30 anos, mais de 30 milhdes de pacientes tenham sido
curados da hanseniase, a incidéncia da doenca ainda é alta, chegando a 200.000 novos
casos a cada ano (LETURIONDO et al., 2019). J4 em 2020, a taxa de detec¢do de novos
casos teve uma reducdo de 37 % em comparacdo com 2019, causada pela superlotacédo
dos hospitais devido a pandemia do COVID-19 (BARBOSA et al., 2022).

Mycobacterium leprae (M. leprae) é a bactéria causadora da hanseniase, doenca
que causa lesdes em nervos periféricos e na pele (QUEIROZ et al., 2019). Trata-se de um
patdgeno intracelular obrigatério com tropismo para células de Schwann e macroéfagos.
(CABRAL et al., 2022). Tem um crescimento extremamente lento com tempo de geracao
entre 12 a 14 dias, além de ndo se desenvolver em meios artificiais (JIN; AHN; AN,
2018).

A rota de transmissao ainda necessita de provas, mas acredita-se que a principal
rota seja por meio de exposicao ao bacilo presentes em aerossois expelidos por individuos
com altas cargas bacterianas (CABRAL et al., 2022). Os contatos de pacientes
multibacilares sdo de 5 a 8 vezes mais propicios a desenvolver a doenca (SCHREUDER,;
NOTO; RICHARDUS, 2016).
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A hanseniase tem cura e pode ser tratada submetendo o paciente a uma terapia
desenvolvida pela OMS em 1982, a poliquimioterapia (PQT), que consiste na
administracdo de diversos medicamentos combatentes contra a M. leprae. Os principais
medicamentos utilizados na PQT sao a dapsona, rifampicina, clofazimina, minociclina,
claritromicina e ofloxacina (ACEBRON-GARCIA-DE-EULATE; BLUNDELL;
VEDITHI, 2021). Embora esta estratégia seja altamente eficaz no tratamento de casos
individuais, ndo impede a propagacéo da doenca (SAUNDERSON; FASTENAU, 2022).

Para reduzir a disseminacdo da doenca e diminuir o risco de incapacidade fisica,
o diagnostico precoce é a estratégia principal (GAMA et al., 2020). Exames neuroldgicos,
dermatoldgicos e testes de esfregaco de pele para visualizagdo do bacilo em microscépio
sdo algumas das avaliagOes clinicas aplicadas para o diagnostico da hanseniase, tais
métodos podem ser suficientes para o diagnostico da maioria dos casos (AFONSO;
MADURRO; BRITO-MADURRO, 2021). Porém, alguns pacientes podem apresentar
baciloscopia negativa para esfregacos de pele (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).
Sendo assim, o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico, que tenham alta
sensibilidade e especificidade, e que ndo necessitam de profissionais altamente treinados,
além de poderem ser realizados sem necessidade de transporte da amostra, ou seja, o teste
é realizado no local de coleta da amostra (point-of-care), sdo extremamente necessarios
(AFONSO; MADURRO; BRITO-MADURRO, 2021).

A incapacidade de cultivar a M. leprae em meios artificiais tem dificultado o
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico. No entanto, atualmente, a
bioinformética e a sequéncia do genoma de M. leprae abrem novas possibilidades para a
pesquisa sobre hanseniase.

Peptideos sintéticos e materiais recombinantes estdo sendo cada vez mais
explorados para desenvolvimento de métodos de diagndsticos precoce da hanseniase
(YOTSUMOTO NETO et al., 2019). Os peptideos possuem boa estabilidade, afinidade
com o analito alvo, resisténcia a ambientes hostis e devido ao seu tamanho reduzido
apresenta maior densidade de imobilizag&o e maior facilidade de se ligar a um anticorpo,
devido a sua estrutura conformacional que deixa o epitopo mais exposto (Ql et al., 2014;
VANOVA et al., 2021).

A bioconjugacdo pode ser utilizada como estratégia para fabricacdo de
biossensores, possibilitando utilizar um peptideo como bioreceptor visando a sua
interacdo com um anticorpo especifico (LIU; WANG; BOYD, 2015). As técnicas

eletroquimicas podem ser empregadas para a visualizagdo da mudanca de sinal provocada
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por esta interacdo, por meio da variacao de corrente, potencial, condutancia ou resisténcia
(BALABAN HANOGLU et al., 2024). Estas técnicas sdo promissoras por apresentarem
alta sensibilidade e possibilitarem a miniaturizacao do sistema para aplicacdo em analises
in situ, caracteristica que a OMS define como requisito para fabricacdo de biossensores
(WU et al., 2023a).

Neste trabalho, o peptideo MPML14, mimético do antigeno HSP60 da
Mycobacterium leprae, foi utilizado para a fabricacdo de um imunossensor eletroquimico
label-free capaz de detectar anticorpos IgG em soro sanguineo de pacientes com
hanseniase, utilizando um eletrodo serigrafado de ouro. Foi possivel imobilizar o
MPML14 por meio de uma estratégia com monocamada auto-organizada, na qual seu
grupo terminal (-COOH) foi ativado com EDC e NHS para proporcionar uma ligagéo
covalente com o peptideo. O imunossensor apresentou respostas distintas quando
incubado com soro positivo e soro negativo para hanseniase, demonstrando alta
seletividade. Por fim, o imunossensor mostrou-se uma alternativa de baixo custo,
inovadora, econdmica, miniaturizada e com grande potencial para uso no diagnostico da

hanseniase, principalmente em paises com baixo poder econémico.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Hanseniase

A hanseniase é uma doenga crénica causada pelo bacilo M. leprae, que provoca
lesGes a pele e aos nervos periféricos (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). Os sintomas
clinicos podem aparecer entre 2 e 7 anos apds 0 paciente se tornar hospedeiro
(CARVALHO et al., 2018; GUEVARA et al., 2022). Entre os sintomas, destacam-se
lesBes cutaneas, inflamacao dos nervos, dor, perda de sensibilidade, atrofia e perda 6ssea
(BOUTH et al., 2023). Além dos inumeros maleficios a sadde fisica, a doenca também
carrega um forte estigma social.

A M. leprae infecta as células de Schwann presentes no sistema nervoso
periférico. Essas células desempenham fungdes importantes, como a regeneragdo de
nervos periféricos apos sofrerem lesdes, a producédo das bainhas isolantes de mielina e o
suporte trofico para os neurénios (MA; SVAREN, 2018; MONK; FELTRI; TAVEGGIA,
2015; MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 2020). Devido ao longo tempo de replicagdo, €
essencial que a M. leprae infecte a célula de Schwann para sua eventual sobrevivéncia
(CHAVARRO-PORTILLO; SOTO; GUERRERO, 2019).

A bactéria tem forma de um bacilo ligeiramente curvo, com comprimento que
varia de 1 a 8 um e espessura de 0,2 a 0,5 um. E éalcool-4cido resistente, ou seja, no
descolore quando lavada com alcool e &cido, devido ao seu alto teor lipidico
(CHAVARRO-PORTILLO; SOTO; GUERRERO, 2019; SUGAWARA-MIKAMI et al.,
2022).

Pouco se sabe sobre a via de transmissao da bactéria, mas estudos mostram que
pessoas que convivem com portadores de hanseniase possuem um risco maior de adquirir
a doenca (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). Acredita-se que a principal rota de
transmissdo seja por meio de goticulas aerossol, que entram pela via respiratéria (DE
ABREU et al., 2014; PIERNEEF et al., 2021).

A doenga pode ser classificada levando em consideracdo aspectos
histopatolédgicos e critérios clinicos, bacterioldgicos e imunolégicos pelo método de
Ridley e Jopling. As formas da doenca sdo tuberculdide (TT), dimorfa tuberculéide (BT),
dimorfa média (BB), dimorfa virchowiana (BL) e virchowiana (LL) sendo as formas TT
e LL consideradas polares (CHAVARRO-PORTILLO; SOTO; GUERRERO, 2019;
ROSA et al., 2024; SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022).
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Para facilitar o diagndéstico e o tratamento da hanseniase, especialmente em paises
com baixa renda, a OMS criou uma classificacdo baseada, essencialmente, no nimero de
lesbes e na presenca ou auséncia de bacilos em baciloscopia cutdnea. Os casos sdo
classificados em multibacilares (MB), com mais de 5 lesdes ou paucibacilares (PB) com

5 ou menos lesdes cutaneas (DUTHIE et al., 2016).

2.1.1. Diagnostico

Um paciente com suspeita de hanseniase, deve realizar exames laboratoriais,
sendo a baciloscopia um dos mais utilizados e considerado padréo ouro (SIWAKOTI et
al., 2016). Este exame consiste na coleta esfregacos de pele em locais padrdo (com lesdes
cutaneas, lobulos da orelha e cotovelos) para verificacdo se ha presenca dos bacilos com
0 auxilio de um microscépio (SIWAKOTI et al., 2016). Devido a resisténcia do bacilo ao
alcool e acido, utiliza-se a técnica de coloragdo de Ziehl Neelsen que consiste em deixar
os bacilos avermelhados para posterior observacdo em microscopio (SUGAWARA-
MIKAMI et al., 2022).

O ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -
ELISA) é um teste utilizado para verificar a presenca de anticorpos combatentes ao bacilo
(FABRI et al., 2016). O teste ELISA se baseia na interacdo chave-fechadura entre o
anticorpo e o antigeno e é composto por um substrato sélido, um elemento de
reconhecimento, uma parte de reconhecimento de sinal e um método de leitura (PENG et
al., 2022). O PGL-1 (Phenolic Glycolipid-1) é um glicolipidio que possui um trissacarideo
antigénico especifico do M. leprae, bastante utilizado em testes ELISA para detectar
anticorpos anti-PGL-1. Este marcador reflete a carga bacteriana e pode ser util para a
forma clinica da doenca multibacilar (MB) (CHEN et al., 2022).

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € baseada na replicacdo de
DNA ou RNA, consistindo em trés etapas: desnaturagdo, anelamento e extensdo. Essas
etapas sdo repetidas diversas vezes aumentando exponencialmente a concentragdo do
componente gendémico (SAJEER PARAMABTH; VARMA, 2023). O gene 16S rRNA,
especifico de M. leprae, permitiu em um estudo com PCR a deteccdo positiva de 94%
para pacientes com Hanseniase multibacilar e uma taxa menor para pacientes
paucibacilar. A implementacdo da PCR para o diagnostico da hanseniase apresenta
limitacdes devido ao alto custo e & necessidade de equipamentos laboratoriais

especializados. Além disso, como a PCR é apenas uma técnica de amplificagcdo do DNA,
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€ necessario um método de deteccdo, o que dificulta ainda mais sua aplicagdo em paises
com altos indices de pobreza. (SILVA et al., 2024). Mesmo assim, o DNA de M. leprae
pode ser detectado por PCR, facilitando o diagnostico precoce da hanseniase, mesmo em
pacientes com baixa carga bacteriana, como é o caso dos pacientes PB (MARTINEZ et
al., 2014).

2.2, Biossensores

Os sensores podem ser classificados em fisicos, quando detectam informacGes
como luz, som, temperatura e pressdo e em quimicos, quando a informacéo a ser detectada
for a composicao, concentracdo e identidade da substancia (YU et al., 2024). De acordo
com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), sensores quimicos
sdo transdutores miniaturizados que respondem de forma seletiva e reversivel a
compostos quimicos ou a ions, gerando um sinal elétrico mensuravel que depende da
concentracdo do analito (CHANDRA KISHORE et al., 2022).

Entre as diversas subclassificacGes de sensores, destacam-se 0s biossensores, que
sdo dispositivos analiticos, contendo um elemento de reconhecimento bioldgico integrado
a um transdutor. A IUPAC definiu biossensores como sensores que utilizam um
mecanismo bioquimico como sistema de reconhecimento (DURMAZ et al., 2023).

Varios desses biossensores utilizam marcadores, que sdo moléculas adicionais
capazes de gerar um sinal mensuravel e que encarecem o sistema e apresentam tempo de
ensaios mais longos. Na Figura 1A ¢é apresentado um exemplo de biossensor labelled com
um marcador fluorescente, neste caso o sinal é oriundo do marcador ligado ao anticorpo.
Enquanto os biossensores label-free (sem rotulos) ndo necessitam desses marcadores para
captar a interacdo bioguimica do analito com o bioreceptor (BARRIAS et al., 2019). Na
Figura 1B é representado o esquema para o biossensor label-free, em que a interacdo
bioguimica é monitorada pela variacdo de sinal da sonda redox devido ao blogueio da
superficie do transdutor. Neste caso, tem-se como referéncia o sinal gerado utilizando o
biossensor (sem a presencga dos anticorpos) como 100%, enquanto o sinal gerado pelo
biossenor com os anticorpos gera um sinal menor (< 100%).

Biossensores possuem quatro partes principais, o bioreceptor, que interage com o
analito; o transdutor, que traduz as informacdes quimicas ou fisicas oriundas da interacéo
entre o receptor e o analito em sinais elétricos; e um sistema de equipamentos eletrdnicos
para processamento das informactes (DURMAZ et al., 2023; NGUYEN et al., 2019;
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SONG et al., 2021). Dependendo do receptor, as principais classes de biossensores podem
ser enzimaticos, imunossensores, genossensores, celulares, peptidicos, entre outros. Essas
classificagBes tém se expandido continuamente (OZSOYLU; WAGNER; SCHONING,
2022; SONG et al., 2021).

@ 5
/)k\ /j(\ ﬂ AN ,ﬁ\
M Anticorpos Mo Sl
fluorescente fluorescente
Biossensor

Fez+/Fe
Maior sinal devido ao
Annwrpos bloqueio parcial do
eletrodo.
Biossensor Biossensor
Menor sinal devido ao
maior bloqueio  causado
Fe2*/Fe3t pelo anticorpo,

VPD

Figura 1: (A) Biossensor labelled. (B) Biossensor label-free.
2.2.1. Biossensores Enzimaticos

Em um biossensor enziméatico o elemento de reconhecimento utilizado é uma
enzima que faz parte da matriz de suporte mantida na superficie do transdutor (NGUYEN
et al., 2019). Com a caracteristica de ter alta seletividade e ser sensivel a molécula alvo,
as enzimas realizam uma reacdo quimica que consome o substrato e gera um produto
detectavel por meio da geracdo de um sinal mensurdvel (SANTHA; DOBAY;
HARSANYI, 2002).

Apds a coleta do sinal amostral, o produto da reacdo enzimatica é dissipado
liberando o sitio ativo para reagir com outra molécula alvo (SANTHA; DOBAY;
HARSANYI, 2002). O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lyons e
utilizado para medir a glicose em pessoas diabéticas, o qual emprega a enzima glicose
oxidase (GOx) na superficie de um transdutor para oxidar a glicose presente na matriz
sanguinea do paciente, gerando o acido glucdnico e o perdxido de hidrogénio (H202)
como produtos (CHERAGHI et al., 2022; POHANKA, 2021). O H20- é oxidado devido
a diferenca de potencial aplicada e a corrente elétrica é mensurada, desta forma, 0 nimero
de elétrons coletados é diretamente proporcional a quantidade de moléculas de glicose
presentes (MOHAMAD NOR; RIDHUAN; ABDUL RAZAK, 2022). As reacdes que
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ocorrem séo representadas na Reacdo 1. No entanto, devido ao alto custo com fios
macicos de platina e prata, aos procedimentos de ensaios e a facilidade de alteracdo com
fatores fisicos e quimicos, este biossensor tornou-se obsoleto e foi sofrendo melhorias até
que se chegasse a quarta geracdo, em que ndo se usa mais uma enzima (NAIKOO et al.,
2023; POHANKA, 2021).

Reacdo 1: Principio geral de um biossensor eletroquimico de glicose baseado em flavina
adenina dinucleotideo (FAD) dependente de glicose oxidase (GOX).

glicose + GOx(FAD) — acido gluconico + GOx(FADH,)
GOx(FADH,) + 0, - GOx(FAD) + H,0,

H,0, —» 2H, + 2e~

2.2.2. Genossensores

Genossensores, ou sensores de DNA, sdo uma classe de biossensores que utilizam
uma sequéncia de DNA de fita simples (sSDNA - single-stranded DNA) ou uma sonda
de DNA como agente de reconhecimento biolégico (FUKU; BILIBANA; IWUOHA,
2022). O principio de funcionamento do genossensor baseia-se na interacdo, altamente
eficiente e especifica entre a sonda bioldgica e a sequéncia alvo complementar, formando
um hibrido de fita dupla. Essa reacdo bioquimica é reconhecida pelo transdutor e
transformada em um sinal mensuravel (MELINTE et al., 2022; YANG; MCGOVERN,;
THOMPSON, 1997).

Com a pandemia de COVID-19, foram desenvolvidos diversos métodos de
diagnostico, incluindo os que envolvem genossensores (ALAFEEF et al., 2020;
CAIJIGAS et al., 2022; HUSSEIN et al., 2023). Desse modo, € possivel diagnosticar a
doenca pela deteccdo do RNA do virus (ALAFEEF et al., 2020) por meio da tecnologia

de genossensores.

2.2.3. Biossensor Celular

Assim como outras classes de biossensores que utilizam um componente de
reconhecimento bioldgico, os biossensores celulares empregam células vivas como
biorreceptores (OZSOYLU; WAGNER; SCHONING, 2022). Bactérias, leveduras e
células de animais podem ser utilizadas na fabricacdo desses sensores (YE; GUO; SUN,

2019). Uma vantagem dos biossensores celulares é que as moléculas necessarias para o
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sensoriamento, estdo em seu ambiente natural, podendo apresentar maior especificidade
e atividade em relagio ao analito (OZSOYLU; WAGNER; SCHONING, 2022).

Sua aplicabilidade inclui o0 monitoramento de interacbes farmaco-ligante, efeitos
de agentes bioativos e estudos de toxicidade ambiental (metais pesados, poluentes
inorganicos, etc.) (GUPTA et al.,, 2019; YE; GUO; SUN, 2019). Um exemplo € o
biossensor baseado em célula (BBC) para determinacgdo de ions cobre em amostras reais
de &guas, o qual utiliza a célula Saccharomyces cerevisiae como elemento de
reconhecimento bioldgico. A alteracdo de coloracgéo, que resulta em um tom avermelhado
na presenca de ions de cobre, possibilita estimar a concentracdo desses ions ao comparar
a coloragdo observada com a curva de calibracio (VOPALENSKA; VACHOVA;
PALKOVA, 2015).

2.2.4. Imunossensor

Imunossensores sdo responsaveis por monitorar a interacdo especifica entre um
antigeno e seu anticorpo (JANIK-KARPINSKA et al., 2022). Essa classe de biossensores
tem despertado grande interesse, devido a sua aplicacdo em diagndsticos clinicos, analise
ambiental, monitoramento industrial e controle alimentar (AYDIN; AYDIN;
SEZGINTURK, 2021). Quando o sensor monitora diretamente o imunocomplexo
formado pela ligacdo entre o anticorpo e o antigeno, a variacdo do sinal mensuravel
caracteriza o imunossensor como label-free (livre de rotulos). Ja quando o sinal € oriundo
de um marcador detectdvel, o imunossensor é chamado labelled (com marcador)
(CANCELLIERE et al., 2024). Na Figura 1B pode-se notar um exemplo de imunossensor
que utiliza um antigeno como elemento de reconhecimento bioldgico e seu anticorpo
como biomolécula alvo, o qual é baseado no bloqueio da superficie do transdutor. Quando
maior o numero de imunocomplexo, mais a superficie é blogqueada e menor sera o sinal
obtido.

Braz et al. 2022 desenvolveram um imunossensor utilizando um peptideo
mimético como antigeno e bioreceptor para reconhecimento de anticorpos SARS-CoV-2
(BRAZ et al., 2022). O imunossensor foi caracterizado fisicamente e eletroquimicamente
com espectroscopia de impedancia eletroguimica, voltametria ciclica e de pulso
diferencial. Este biossensor baseia-se na diminui¢do do sinal faradaico de uma sonda

redox quando um imunocomplexo é formado blogueando a superficie do transdutor.
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2.2.5. Biossensor peptidico

O Peptideo € uma escolha promissora para a utilizacdo em biossensores devido a
semelhante estrutura com outras proteinas, que permite ao peptideo uma ligacéo forte e
especifica com moléculas alvo (YUAN; LIU, 2021). Eles possuem uma estabilidade
contra desnaturacdo maior do que proteinas e possuem protocolo de sintese padrédo
(WANG et al., 2022). Estes peptideos podem ser acoplados a um transdutor por meio de
diversas estratégias servindo como elemento de biorreconhecimento para producdo de um
biossensor.

Alves et al. utilizaram um peptideo (Ac-NHWLSPL [Lys (FITC)]) como
biorreceptor em um eletrodo de pasta de carbono para deteccdo de glutamato, um
biomarcador para a doenca de Alzheimer. ApoOs as etapas de limpezas mecénica e
eletroquimica do eletrodo, foi gotejada uma aliquota de solucdo da sonda peptidica na
superficie do eletrodo e esta aliquota foi seca em temperatura de 35 °C por 35 min. 0s
eletrodos foram imersos em solucdo de albumina de soro bovino durante a noite. O
biossensor apresentou um pico em voltametria de pulso diferencial devido a oxidacéo do
isotiocianato de fluoresceina (FITC) na auséncia de glutamato. Na presenca do
biomarcador, houve um aumento da corrente devido a interacdo do glutamato com o
peptideo que deixou o FITC mais proximo da superficie do eletrodo facilitando a
transferéncia de elétrons. Deste modo o peptideo foi usado com sucesso para fabricacdo
de um biossensor (ALVES et al., 2016).

2.3.  Monocamadas automontadas

As monocamadas automontadas ou monocamadas auto-organizadas s&o
agregados de moléculas organicas que possuem um grupo com afinidade especifica com
0 substrato, sendo imobilizadas espontaneamente em sua superficie (ROBINSON;
JUSKA; O’RIORDAN, 2023). Normalmente elas sdo formadas a partir de solucgdes,
permitindo o revestimento de diversos tipos de superficies, ndo se limitando apenas a
superficies planas.

Esta estratégia de modificacdo de superficie apresenta como vantagens
experimentais, a facilidade de manuseio, a preparacdo, o baixo custo e a estabilidade
(KIM; YOO, 2021). O diagrama esquematico de uma monocamada automontada é

apresentado na Figura 2. Podemos observar a molécula da monocamada automontada
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com: grupo principal, o qual tem afinidade com o substrato; cadeia; e o grupo terminal,

que pode ser escolhido de acordo com o interesse.

— cadeia

|- grupo principal

- substrato

Figura 2: Diagrama esquematico de uma monocamada automontada.

Moléculas de alcanotiols sdo uma alternativa versatil e de custo baixo para
imobilizacéo de elementos de biorreconhecimento na superficie de um transdutor de ouro.
O seu grupo tiol na extremidade da molécula tem alta afinidade com o ouro, fazendo com
que a ligagcdo Au-tiol seja espontanea (TAN; LI; ZHOU, 2020; VANOVA et al., 2021).
A tecnologia de monocamada automontada € bastante vantajosa para biossensores
eletroquimicos, pois: os alcanotiols formam monocamadas estaveis e proporcionam uma
superficie de imobilizacdo uniforme; protegem as biomoléculas da superficie do
transdutor, evitando desnaturacdo; e as monocamadas podem ser adaptadas com grupos
funcionais terminais para imobilizacdo de um elemento de biorreconhecimento (WINK
etal., 1997).

O grupo carboxilico como grupo terminal pode ser ativado com N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) para
eventual imobilizacdo de proteina em monocamada automontada (LV; WANG; CHEN,

2009). Portanto, esta tecnologia é promissora para uso em biossensores eletroquimicos.

2.4. Peptideo

Peptideos sdo biomoléculas naturais ou artificiais formadas por ligacOes
peptidicas, que unem dois ou mais aminoacidos, formando uma cadeia curta (MOIOLA;
MEMEO; QUADRELLLI, 2019). Os aminoacidos, compostos por um grupo amina, uma
carboxila e cadeias laterais, apresentam cerca de 20 variacbes que conferem
caracteristicas e funcionalidades unicas. Por compartilharem a mesma estrutura basica
das proteinas, peptideos especificos podem desempenhar funcbes semelhantes as das
proteinas em analises bioldgicas (KARIMZADEH et al., 2018).
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Dependendo da sequéncia de um peptideo sintético, ele pode desempenhar a
funcdo de ligar-se com alta afinidade a um analito especifico, além de oferecer
estabilidade, rotas de sintese padronizadas e grande plasticidade (LIU; WANG; BOYD,
2015). Os peptideos, devido ao seu menor comprimento, oferecem maior estabilidade
quimica e conformacional para aplicacdo em biossensores, em relacdo as proteinas
(BALABAN HANOGLU et al., 2024). A técnica de Phage Display pode ser utilizada
para estudar a interacdo entre peptideos e outras biomoléculas, permitindo rastrear
peptideos com alta afinidade por um analito alvo para aplicacdo em biossensoriamento
(WANG et al., 2024).

Dado o desafio em se cultivar M. leprae e, consequentemente em obter seus
antigenos, peptideos podem ser usados para mimetizar os antigenos naturais desse
patdgeno, conservando sua especificidade e reatividade (LIMA et al., 2023; ZHOU et al.,
2024). Os peptideos sintéticos tém diversas aplicacBes, como em biossensoriamento,
diagndstico, tratamento, caracterizacdo de epitopos e desenvolvimento de vacinas
(TRIER; HANSEN; HOUEN, 2019).

24.1. MPML14

O MPML14 é um peptideo desenvolvido por Lima et al. (2023) para mimetizar a
proteina HSP60, presente na membrana do bacilo de M. leprae, funcionando como um
antigeno desse patdgeno (LIMA et al., 2023). Essas proteinas estimulam as células
apresentadoras de antigenos, que sdo responsaveis por apresentar os antigenos aos
linfocitos T, desencadeando uma resposta imune adaptativa (DUBANIEWICZ, 2010).
Devido a dificuldade de obtencdo de antigenos naturais de M. leprae, o peptideo
MPML14 é utilizado para contornar este problema.

O MPML14 é composto por duas sequéncias iguais de 7 aminoacidos, dispostas
para ampliar a area de interacdo entre antigeno e anticorpo. Essas sequéncias sao
separadas por um espagador (GGGS), cuja funcdo é manter uma conformacéo globular
tal que 0 MPML14 se alinhe entre 0s aminoacidos 125 e 131 da proteina mimetizada. Os
aminoéacidos presentes no peptideo sao tirosina (), glicina (G), cisteina (C), leucina (L),
treonina (T) e serina (S), os quais formam a sequéncia YGCLGTTGGGSYGCLGTT.

A subsequéncia GGGS representa o separador.
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2.5. Proteinas de Choque Térmico

As proteinas de choque térmico (HSP, Heat Shock Protein) tém a funcdo de
manter a estabilidade da estrutura e a funcdo de outras proteinas, desempenhando um
papel crucial no sistema de controle de qualidade proteico (WU et al., 2023b). As HSP
sdo encontradas na parede celular de M. Leprae, desempenhando um papel crucial no
crescimento e na sobrevivéncia da micobactéria ao infectar o hospedeiro
(CHAKRABORTY,; GHOSH; BISWAS, 2022; MARENGO et al., 2009; WIKER,;
TOMAZELLA,; DE SOUZA, 2011).

A funcdo de diferentes células do sistema imunoldgico pode ser ativada pelas
HSP. Um exemplo € a HSP65, presente em M. leprae, que se mostra um importante
antigeno da bactéria, capaz de induzir uma resposta imune no hospedeiro (BALDON et
al., 2014). Uma vez que proteinas de choque térmico podem ser reconhecidas pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro, diversos estudos relatam a interacdo de imunoglobulina G
(IgG) especifica para cada HSP patogénica estudada (ROJAS et al., 1997; ZHANG et al.,
2001).

Considerando a dificuldade de cultivo de M. leprae, 0s perigos associados ao
trabalho com essa bactéria, a atividade antigénica das HSP presentes no bacilo e o uso de
peptideos miméticos, é possivel combinar essas informacdes para a criacdo de métodos

diagnosticos.

2.6. Biossensores Eletroquimicos para Hanseniase

Algumas estratégias para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para
a hanseniase séo relatadas na literatura.

Afonso et al. 2021 construiram um genossensor eletroquimico capaz de detectar
produtos de PCR de M. leprae utilizando azul de metileno (AM) como indicador de
hibridizacdo. Uma sequéncia especifica do material genético da micobactéria foi
replicada por PCR e utilizada como sonda de captura e alvo complementar,
respectivamente (AFONSO; MADURRO; BRITO-MADURRO, 2021).

O eletrodo de grafite foi modificado por eletropolimerizacdo do monémero 4-
aminofenol, que serviu como substrato para adsor¢do da sonda de captura. Apos a
incubacéo da fita complementar ou ndo complementar, o0 AM foi adicionado a superficie
do eletrodo. O AM interage com as fitas de DNA por meio da base guanina, que esta mais

disponivel em fitas simples de DNA. Assim, ao realizar uma voltametria linear, a maior
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quantidade de AM em fitas de DNA nao hibridizadas gerava uma corrente de pico maior,
enquanto que uma fita dupla, por conter uma menor quantidade de AM, apresentava uma
corrente de pico menor. Sendo assim, este genossensor foi capaz de identificar o DNA de
M. leprae (AFONSO; MADURRO; BRITO-MADURRO, 2021).

Em uma abordagem de imunossensor fotoeletroquimico, Neto et al. (ano)
desenvolveram um biossensor utilizando o PGL1M3R, peptideo mimético do antigeno
glicolipideo fendlico (PGL1) de M. leprae, como elemento de reconhecimento e uma
plataforma fotoeletroquimica que consistia em sulfeto de cadmio (CdS) e hidroxido de
niquel (Ni(OH).) eletrodepositados em lamina de vidro com 6xido de estanho dopado
com fldor (FTO) (YOTSUMOTO NETO et al., 2019).

Ap0s o processo de construcdo da plataforma fotossensivel, a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) foi utilizada para monitorar a imobilizacdo do
PGL1M3R. O aumento da resisténcia de transferéncia de carga (Rtc) indicava que mais
peptideo estava sendo imobilizado na superficie. Apds a construcdo do biossensor
fotoeletroquimico proposto, PGL1M3R/CdS/Ni(OH)2/FTO, o dispositivo foi incubado
em pools de soro sanguineo de pacientes com e sem hanseniase. Os anticorpos presentes
nas amostras positivas se ligavam ao PGL1M3R/CdS/Ni(OH)./FTO, blogueando a
passagem da luz e gerando uma fotocorrente induzida menor. Em contrapartida, as
amostras negativas, por apresentarem auséncia de anticorpos contra M. Leprae, tinham a
superficie menos blogueada. Deste modo, este imunossensor fotoeletroquimico foi capaz
de detectar amostras contaminadas de hanseniase (YOTSUMOTO NETO et al., 2019).

2.7. Técnicas Eletroquimicas

Técnicas eletroanaliticas consistem em um conjunto de técnicas que relacionam
parametros elétricos, tais como corrente, potencial e carga, com parametros quimicos
(ESFANDIARI; ALIOFKHAZRAEI, 2024). A configuragdo mais comum nas analises
eletroanaliticas inclui um potenciostato ou galvanostato, uma célula eletroquimica e trés
eletrodos, sendo estes o eletrodo de trabalho, o contra eletrodo e o eletrodo de referéncia
(MOLLA; YOUK, 2023).

As tecnicas eletroquimicas possuem caracteristicas interessantes, como alta
sensibilidade, baixo custo operacional, rapidez na obtencdo dos resultados,
miniaturizagdo e a possibilidade de andlises in situ, sendo ideais para métodos de
diagnosticos de doencas (BARRETO; DA SILVA; CESARINO, 2023).
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As reacOes de interesse ocorrem na interface do eletrodo de trabalho. Esses
eletrodos podem ser solidos ou liquidos (eletrodo de mercdrio). Eletrodos soélidos
possuem as vantagens de serem mecanicamente mais estaveis, facilitando seu manuseio,
além de possuirem uma faixa anodica maior do que o eletrodo de mercurio (USLU;
OZKAN, 2011). O eletrodo de referéncia serve como referéncia para o potencial aplicado
no eletrodo de trabalho, enquanto o contra eletrodo tem a funcéo de fechar o circuito
elétrico para passagem da corrente (BANSOD et al., 2017).

Os eletrodos quimicamente modificados (EQM) possuem espécies quimicamente
ativas imobilizadas em sua superficie, o que melhora a seletividade e reatividade,
possibilitando o desenvolvimento de sensores em diversas areas, incluindo biossensores.

Assim, técnicas como voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial
(VPD) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) fornecem um amplo leque de
aplicacdes de sensoriamento, abrangendo desde a deteccdo de metais pesados até testes
imunolégicos (ANCHIDIN-NOROCEL et al., 2024; HAJI-HASHEMI et al., 2017;
ILKHANI; FARHAD, 2018).

2.7.1. Voltametria ciclica (VC)

Embora seja pouco usada para analise quantitativa, a voltametria ciclica (VC) é
bastante utilizada para estudar o comportamento eletroquimico de analitos e eletrodos,
modificados ou ndo. A popularidade da VVC pode ser atribuida a possibilidade de obter
informagdes como potencial redox, constantes de formagdo e reversibilidade dos
processos de transferéncia de carga, mesmo sem céalculos matematicos complexos.

A VC é realizada aplicando-se um potencial inicial (Eo) ao eletrodo de trabalho,
seguido por uma variacdo linear de potencial (rampa de potencial) até atingir o ponto de
inverséo (Ei), processo comumente chamado de varredura direta. A partir do E;, a variagcdo
de potencial € invertida até atingir um ponto final, que pode ou ndo coincidir com o
potencial inicial (Eo), como representado na Figura 3. Dessa forma, os potenciais sao
variados até que se chegue a valores nos quais uma ou mais rea¢des ocorram na superficie
do eletrodo.

Ao realizar uma VC, obtém-se um voltamograma ciclico, que € um grafico que
representa a variacdo de corrente em funcdo da variacdo do potencial aplicado ao eletrodo
de trabalho.
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A transferéncia de elétron ocorre na superficie do eletrodo quando o sistema
fornece energia suficiente para remover elétrons do analito, permitindo que sejam
coletados na superficie do eletrodo (ocorrendo a oxidacdo do analito, que resulta em uma
corrente de pico anddica, Ipa). O processo inverso também pode ocorrer, ou seja, elétrons
sdo transferidos do eletrodo para o analito (ocorrendo a reduc¢éo do analito, gerando uma
corrente de pico catddica, Ipc). Cada pico de corrente possui seu respectivo potencial de
pico redox (Epa e Epc).
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Figura 3: (A) Variacdo do potencial em funcéo do tempo na VC; (B) Representacédo da
variacdo da corrente em funcao do potencial (voltamograma).

Quando os potenciais de pico anddico (Epa) e catddico (Epc) de um par redox se
tornam cada vez mais separados com o aumento da velocidade de varredura, o sistema é
considerado quase reversivel ou irreversivel. No entanto, quando os picos estdo muito
separados entre si, o sistema é classificado como totalmente irreversivel. Portanto, quanto
mais proximos os valores de Epa e Epc, mas reversivel sera sistema.

Utilizando a Equacdo 1 de Randles-Sevcik, a VC possibilita a obtencdo de
informagBes como, nimero de elétrons (n), area eletroativa do eletrodo (A) em cm?,
coeficiente de difusdo (D) em cm? s%, concentragdo da espécie eletroativa (C) em mol
cm® e velocidade de varredura do em V s!. Desse modo, é possivel observar a
dependéncia da corrente em funcdo da variacdo da velocidade de varredura (TICHTER;
MARSHALL, 2022).

i, = 2,686x105n"2ACv'/2 Equagéo 1

2.7.2. Voltametria de Pulso Diferencial

As técnicas de pulso ganharam atencéo dos pesquisadores na década de 1950 por

sua capacidade de diminuir a corrente de fundo e aumentar a sensibilidade do sinal. Essas
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técnicas sdo utilizadas para estudar a natureza das reagdes eletroquimicas e determinar a
concentracédo de analitos em solugdo (OSTERYOUNG, 1983; USLU; OZKAN, 2011).

A corrente de fundo interfere diretamente na relacdo linear entre a corrente e a
concentracdo do analito, de modo que a equacéo i = kC torna-se i = kC + b, sendo i a
corrente, k o coeficiente linear (ou sensibilidade), C a concentracdo do analito e b a
contribuicdo da corrente ndo faradaica (OSTERYOUNG, 1983). O limite de detecgéo
depende principalmente da razdo alta entre corrente faradaica e corrente de carga
(MACFARLANE; ZHOU; NEWMAN, 2004).

Criada por Barker e Gardner em 1960, esta técnica tem como principais
parametros: Ea - Amplitude de pulso; tq - Largura de pulso; I1 — I - Periodo de
amostragem; t, - Periodo de pulso (OZKAN; USLU; ABOUL-ENEIN, 2003). Na
voltametria de pulso diferencial (VPD), sdo aplicados ao eletrodo pulsos de magnitude
fixa que sdo sobrepostos a uma rampa de potencial. A corrente é amostrada antes (I2) e
ao final (I1) do pulso, de forma que o voltamograma represente a diferenca entre essas
duas correntes. A perturbacdo do sistema pode ser visualizada na Figura 4, juntamente

com o voltamog rama.
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Figura 4: (A) Sinais de excita¢Oes para voltametria de pulso diferencial. (B) Variacéo da

corrente capacitiva e faradaica em funcdo do tempo de pulso. (C) Voltamograma
resultante.
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Com aaplicacgéo do pulso, duas correntes podem ser geradas, a corrente capacitiva
e a corrente faradaica. Com o passar do tempo de pulso, a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto a corrente faradaica decai mais linearmente, como pode ser
visto na Figura 4B. No entanto, o decaimento da corrente capacitiva € mais pronunciado,
enguanto a corrente faradaica diminui mais lentamente, resultando em um voltamograma
com a corrente faradaica discriminada, como mostrado na Figura 4C (COMPTON;
BANKS, 2018).

2.7.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) surgiu entre os anos de 1880
e 1900, com o inglés Oliver Heaviside, e foi aprimorada ao longo dos anos por diversos
cientistas. Em 1899, Warburg relatou pela primeira vez a impedancia para sistemas
eletroquimicos difusionais, e estes principios sdo utilizados até os dias atuais
(MACDONALD, 2006; RANDVIIR; BANKS, 2013). Atualmente, a EIE é uma técnica
eletroquimica que pode ser aplicada no desenvolvimento de imunossensores, detec¢do de
virus e hibridizacdo de DNA (LAZAR et al., 2016).

Em comparacdo com outros sistemas eletroquimicos, a EIE pode apresentar a
vantagem de ser aplicada em condicGes estacionarias, ao contrario da VC, que aplica uma
ampla faixa de potencial. Deste modo, percebe-se a ampla gama de aplicacdo da EIE na
area da bioanalitica.

Basicamente, a impedancia é a forca de oposicao que a corrente elétrica encontra
ao passar por um circuito elétrico composto por resistores, capacitores e indutores, e sua
unidade é a mesma da resisténcia, Q (NECHACHE; CASSIR,; RINGUEDE, 2014;
RANDVIIR; BANKS, 2013). H& uma relagdo de resisténcia (R), tensdo (V) e corrente ()
quando uma tensdo de corrente continua é aplicada a um circuito, correspondendo a Lei
de Ohm. Da mesma forma, quando é aplicada uma tensao de corrente alternada (CA), é
possivel obter uma relagdo entre V e |, também regida pela Lei de Ohm aplicada a um
circuito de corrente alternada (SACCO, 2017).

A EIE difere das outras técnicas eletroquimicas convencionais, pois uma diferenca
de potencial CA é aplicada em uma ampla faixa de frequéncia a um eletrodo, e a resposta
eletroquimica € mensurada (ARIYOSHI et al., 2022).
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A técnica utiliza um potencial (ou corrente) de pequena amplitude em diferentes
frequéncias, gerando uma perturbagdo no sistema. Apds mensurar a resposta do sistema
a essa perturbacdo, é calculada a impedancia (Z), que é definida como um numero
complexo dependente da frequéncia, de acordo com a Equacéo 2, em que o ¢ a frequéncia
angular, j( v/—1) é um nGmero imaginario, e a parte real, Z’, € uma resisténcia real e a
parte imaginaria, Z”, é uma reatancia, e ambas dependem da frequéncia (LAZANAS;
PRODROMIDIS, 2023; WANG et al., 2021).

Z(w)=Z'+ jZ" Equacdo 2

Os resultados podem ser interpretados de diversas maneiras, sendo um dos
graficos mais utilizados o gréafico de Nyquist acompanhado de um circuito equivalente.
O circuito equivalente é responsavel por representar todos os componentes que podem
estar presentes na célula eletroquimica, utilizando resistores, capacitores e/ou indutores
(NECHACHE; CASSIR; RINGUEDE, 2014).

Em um modelo de célula eletroquimica de Randles simplificado, tem-se um
capacitor (C1) que representa a interface eletrodo/solucdo, um resistor (R1) referente a
resisténcia da solucdo e outros componentes do circuito e por fim um resistor (R2) que
representa a resisténcia a transferéncia de carga (Rtc) na interface eletrodo/solucéo. Esse
modelo esta representado na Figura 5 com o grafico de Nyquist e o circuito equivalente
(CHOI et al., 2020). Por meio do grafico de Nyquist, projetando o semicirculo no eixo

7, é possivel calcular o valor de Ra.
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Figura 5: (A) Circuito equivalente. (B) Gréafico de Nysquist para o modelo simplificado
de célula de Randles.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um biossensor eletroquimico com peptideo mimético (MPML14),
combinado com materiais simples de ancoragem para sua imobilizacdo, para a detec¢édo

de hanseniase em amostras soroldgicas.

3.2. Objetivos especificos

» Avaliar as propriedades redox do eletrodo serigrafado de ouro utilizando técnicas
voltamétricas;

» Construir biossensores utilizando eletrodos de ouro e o peptideo mimético (MPML14),
especifico do antigeno de M. leprae;

» Testar os biossensores miméticos construidos por meio de técnicas eletroquimicas;

» Caracterizar os materiais presentes na superficie dos biossensores utilizando técnicas
de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva
(EDS).

» Aplicar os biossensores miméticos em amostras sorolégicas de doentes para deteccao

da hanseniase por meio de técnicas eletroquimicas.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.  Instrumentagéo

Para as medidas eletroquimicas, foi utilizado um potenciostato (Autolab
PGSTAT302N, Metrohm), conectado a um computador com o software NOVA versao
2.1. Para dissolucdo e homogeneizacdo dos reagentes e amostras foram utilizados um
banho ultrassénico (USC 1400, Unique) e um Vortex (Fisatom, modelo 772, 2800rpm).

A analise morfologica do eletrodo serigrafado de ouro (SPGE) e das diferentes
etapas da fabricacdo do biossensor foi feita por microscopia eletrénica de varredura -
MEV (JSM 7200F, JOEL) e andlises de espectroscopia de energia dispersiva — EDS
(XFLASH 6-60, BRUKER).

4.2. Reagentes e Solucdes

Todas as solucdes 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 purificacédo prévia.

A solucio de tampao fosfato 0,1 mol L™t (pH 7,4) e H2SO4 (Isofar, 85 %) 0,5 mol
L~* foram utilizadas como eletrolito suporte nas medidas eletroquimicas e armazenadas
sob refrigeracéo.

As solugdes de Ka[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e] (Synth, 99 % e 98,5 %) e glutaraldeido
(GTA) (Sigma-Aldrich, 25%) foram preparadas diariamente para evitar degradacdo. A
solugdo de Kz[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] foi preparada dissolvendo o soluto em tampéo
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,4) e armazenada em frasco ambar para evitar possiveis
degradacfes. As solucdes de peptideo mimético (MPML14), N-(3-dimetilaminopropil)-
N'-etilcarbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich, 98 %), N-hidroxisuccinimida (NHS)
(Sigma-Aldrich, 97%), albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin — ASB) (Sigma-
Aldrich, 98%) e as amostras de pools de soro sanguineo positivo (SP) e negativo (SN)
foram diluidas em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,4) e condicionadas em baixas
temperaturas. Enquanto a solucdo de &cido 3-mercaptopropidnico (3AMP, Sigma-

Aldrich, 99%) foi preparada em agua ultrapura.
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4.3. Ativacéo do Eletrodo serigrafado de Ouro

O SPGE foi submetido a uma ativagdo eletroquimica em H2SO4 0,5 mol L,
aplicando potenciais de 1,4 V e —0,35 V por 10 s cada, seguidos por 10 ciclos de
voltametria ciclica (VC) a 0,1 V s1. A eficéacia da ativacgéo foi verificada com 15 ciclos
de VC a 100 mV s*. Se o perfil voltamétrico apresentasse picos bem definidos de ouro,
0 SPGE seria considerado pronto para as proximas etapas, caso contrario, seria reativado
(ZHANG et al., 2007). Antes da construcdo do biossensor, foi realizado um ciclo de VC
em solucdo equimolar de Ks[Fe(CN)s]/K4s[Fe(CN)s].

4.4. Construcdo do Biossensor

O SPGE ativado foi imerso em solugdo de 3AMP 1,0 mmol L™t por 15 min,
seguido de lavagem com agua desionizada em abundancia. Em seguida, 7,0 uL de uma
solugdo contendo 0,05 mol L™ de EDC e 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. Apds esse tempo, o eletrodo foi lavado com &gua
desionizada.

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
uL desta mistura na superficie do eletrodo e, apds a secagem, o biossensor estava pronto
parauso (YOTSUMOTO NETO et al., 2019). O processo pode ser melhor visualizado na
Figura 6.
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Figura 6: Processo de fabricagéo do biossensor.
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4.5. Incubagédo das Amostras

As amostras de soro positivo (SP) e negativo (SN) foram diluidas na proporcéo
de 1:100 (v/v) em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,4) e um volume de 15,0 pL foi
imobilizado na superficie do biossensor (BIO/SN e BIO/SP) por 30 min em ambiente
umido para evitar a evaporacgdo (LIMA et al., 2025). Apds a lavagem com tampao fosfato,

0 biossensor foi analisado.

4.6. Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroguimicas, independente da técnica empregada, foram feitas em
uma célula eletroquimica de vidro com capacidade de 10,0 mLa temperatura ambiente e
na presenca de oxigénio. Voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial
(VPD) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram as técnicas exploradas
neste trabalho.

As analises foram realizadas utilizando um eletrodo serigrafado de ouro da
Metrohm Dropsens, modelo 250AT, produzido com tecnologia de cura com alta
temperatura, o qual ¢ composto por um eletrodo de trabalho de ouro (¢ = 4,0 mm), um
pseudo-referéncia de prata e um contra eletrodo de platina. O sistema eletroquimico

completo € ilustrado na Figura 7.

) Eletrodo
" P°‘e”°'°5‘at°_w — O Motrohm Auxiliar: Platina
>— 250AT
!m Trabalho: Ouro
T Pseudo-Referéncia: Prata

Computador Célula noa
eletroquimica

Figura 7: Sistema eletroquimico.

A sonda Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] equimolar 5,0 mmol L™ em tamp&o fosfato
0,1 mol L™* (pH 7,4) foi utilizada para as medidas de EIE. Primeiramente, era realizada
uma VC para obtencdo do potencial de meia onda. Este potencial era aplicado na medida

de EIE para obtencdo do espectro de impedéancia eletroquimica. Esta técnica foi utilizada
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com os seguintes parametros: frequéncia variando entre 100 kHz a 0,1 Hz; amplitude de

0,01 V; e nimero de frequéncia por década de 10 pontos.

4,7. Amostras de Pacientes

As amostras sorologicas foram coletadas de pessoas que residem em Séo Luis,
Maranhdo — Brasil, sendo que essa cidade estd caracterizada por ser uma regido
hiperendémica de hanseniase. Todas as amostras foram coletadas de acordo com o Comité
Etico de Pesquisa, com numero de parecer 3.921.094. Cada pool de amostra soroldgica
foi preparado misturando 5 amostras individuais, diluidas em tampéo fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,4) para cada tipo de amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a inatividade eletroquimica dos peptideos, € necessario o uso de uma
sonda eletroquimica para visualizar as alteracdes na corrente de pico. Neste estudo, foi
utilizada a sonda Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e], que possui um comportamento reversivel.
Para tornar possivel a imobilizacdo do peptideo na superficie do transdutor, foi utilizado
um eletrodo de ouro, que serve como substrato para a formacdo de monocamadas auto-
organizadas por meio da interacdo ouro-tiol (VANOVA et al., 2021). Em seguida foram
realizadas etapas capazes de funcionalizar os grupos carboxilicos da monocamada

automontada, permitindo a imobilizagéo do peptideo MPML14.

5.1. Tratamento do Eletrodo

Para uma melhor resposta do eletrodo, este passou por um processo de ativagéo e

limpeza eletroguimica e os resultados comparativos sdo mostrados a seguir.

5.1.1. Voltametria Ciclica

Inicialmente, foi avaliado o perfil voltamétrico do SPGE em H2SO4 0,5 mol L™,
antes e apds o tratamento eletroquimico. Com o SPGE sem o tratamento, pode-se observar
picos com pouca definicdo e valores de corrente muito baixos. Em comparacao, apds o
tratamento eletroquimico, um perfil mais caracteristico de eletrodo de ouro é observado
no voltamograma da Figura 8A. A partir do potencial de 0,85 V a monocamada de 6xidos
de ouro é formada, evidenciadas por trés picos de oxidacdo, com o inicio do processo
ocorrendo em torno de 0,87 V. Os 6xidos formados sdo reduzidos durante a varredura
anodica em potencial de 0,67 V.

Quando avaliada a resposta eletroquimica da sonda [Fe(CN)e]*>7*", observa-se
uma grande diferenca de sinal, com picos mais definidos no SPGE ap06s o pré-tratamento,
como mostrado na Figura 8B. Para as correntes de pico de oxidagéo e reducdo, houveram
aumentos de 50 % e 58 %, respectivamente, indicando uma melhor resposta para 0 SPGE
tratado.

Quando comparadas as diferencas do potencial de pico (AEp), nota-se que o menor
valor foi obtido para o eletrodo tratado, com AE, = 0,10 V, enquanto para 0 SPGE sem
pré-tratamento obteve-se AE, = 0,51 V, representando uma melhora de 80 %. Esta

melhora pode ser explicada pela remoc¢&o de material organico presente na tinta de ouro
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que inibem érea eletroativa do eletrodo (DA SILVA et al., 2020) . Deste modo, 0 SPGE
tratado apresentou um sistema com melhor reversibilidade, com um menor AEp,
indicando uma relagdo de taxa de transferéncia de elétrons/taxa de transferéncia de massa
maior (YAMADA et al., 2022).

501 = SPGE sem tratamento 1401 — SPGE sem tratamento
= SPGE com tratamento = SPGE com tratamento
01 7 704
g 50 < 0
~ [~
-100+ -70-
-150+ BV -1401 B
00 02 04 06 08 10 12 -04 -02 00 02 04 06
E /V vs pseudo-ref de Ag E / V vs pseudo-ref de Ag

Figura 8: (A) VC em H2S04 0,5 mol L™* com SPGE sem tratamento e com tratamento,
insert: SPGE sem tratamento. (B) VC em Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™t em
tampéo 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 ™.

5.1.2. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A EIS também foi usada para avaliar a eficacia do tratamento eletroquimico e 0s
resultados podem ser observados na Figura 9. Como era esperado, 0 SPGE néo tratado
obteve maior resisténcia a transferéncia de carga (Rtc) em comparacdo 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 (ZHANG et al., 2007).

Deste modo, pode-se notar que os resultados obtidos na EIS corroboram com os
resultados obtidos por VC tanto em &cido sulfirico, quanto na sonda [Fe(CN)s]* 7,
mostrando que esta etapa prepara a superficie do eletrodo para uma melhor performance
nas medicdes e reacOes especificas, possibilitando uma melhor transferéncia de carga.

Sendo assim, este tratamento precede todas as etapas para a fabricagéo do biossensor.
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Figura 9: Grafico de Nyquist com SPGE sem e com tratamento, insert: SPGE sem
tratamento. Condices experimentais: Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™t em tampéo
fosfato 0,1 mol L™* pH 7,4 na faixa de frequéncia de 1.10° - 0,1 Hz.

5.2. Etapas da construcao do Biossensor por EIS

A cada etapa da fabricacdo do biossensor foi avaliada a resiténcia a transferéncia
de carga (Rtc), que limita o processo de transferéncia de elétrons, e esta associada ao
tamanho dos semicirculos apresentados nos espectros de impedancia eletroquimica. A
variacdo do tamanho dos semicirculos caracterizou a modificacdo da superficie do

eletrodo. Na Figura 10 esta ilustrado cada etapa da construcao do biossensor.
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Figura 10: Etapas da construcdo do biossensor

Ap0s cada etapa de modificacdo, ndo foi possivel observar grandes mudancas no
valor da resisténcia 6hmica da solucdo eletrolitica (Rsol), indicando que ndo houve
alteracdo da Rsol pelas etapas de modificacdo da superficie do eletrodo. Deste modo, as
grandes alteragOes dos valores de Rtc para cada etapa de modificagdo se mostrou ser mais
adequado para efeito de comparagéo.

Na Figura 11A esta representado os graficos de Nyquist correspondente as

diferentes etapas da fabricacdo do biossensor, acompanhadas pelo gréafico de barras com
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os valores de resisténcia a transferéncia de carga (Figura 11B). O ouro é 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¢éo do
3AMP, espera-se a formacdo de uma monocamada isolante na superficie do eletrodo. O
semicirculo nesta etapa apresentou uma grande variacao, resultando em um valor de Rtc
de 181,4 Q, indicando que a monocamada de 3AMP cobriu substancialmente a superficie
do eletrodo. Esse aumento pode ser explicado pela formagéo da camada que age como
um isolante na superficie do eletrodo. Os grupos carboxilicos presentes na extremidade
do 3AMP repelem as cargas negativas da sonda redox dificultando a transferéncia
eletronica (NETO et al., 2018).
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Figura 11: (A) Gréafico de Nyquist em diferentes etapas de fabricacdo do biossensor. (B)
Efeito da etapa de modificacdo sobre o valor da resisténcia a transferéncia de carga.
Condicdes experimentais: Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™t em tampdo fosfato 0,1
mol L™* pH 7,4 na faixa de frequéncia de 1.10° — 0,1 Hz.

Na etapa seguinte, foi adicionado uma aliquota de solucéo contendo EDC e NHS.
O EDC funciona como um ativador do grupo reativo (carboxila) do 3AMP formando um
intermediario instavel, em seguida ocorre a formacdo de um éster NHS (ERTEKIN;
OZTURK; OZTURK, 2016). Nesta etapa, a Rtc diminuiu significativamente para 65,8
Q. 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)s]* " até a superficie do ouro, pois ndo tera o efeito de repulso; (11) O EDC/NHS
pode apresentar um efeito eletrocatalitico devido as ligagdes duplas existentes no
conjunto de moléculas (LI et al., 2011).

Na ultima etapa da construcdo do biossensor, ¢ formado um filme na superficie
do eletrodo. O peptideo MPML14 é adsorvido na superficie por meio dos seus grupos

aminos laterais, que reagem com o éster NHS reativo de amina, de forma que o NHS é
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substituido pelo peptideo (VASHIST, 2012). A albumina de soro bovino (ASB) foi
utilizada para bloquear grupos reativos, reduzindo as ligacdes ndo especificas,
diminuindo a probabilidade de resultados falsos negativos (BLASQUES et al., 2023). O
GTA foi utilizado para aumentar a estabilidade do biossensor. Ele é um agente de
reticulacdo, capaz de formar ligagcdes cruzadas entre grupos aminas livres, formando
bases de schiff (AKYILMAZ; YORGANCI, 2008; ZHANG et al., 2018). Nesta etapa, a
Rtc tem seu valor consideravelmente aumentado em relacdo as etapas anteriores, devido

ao aumento de material na superficie do eletrodo, chegando a um valor de 423,1 Q.

5.3.  Caracterizacao do Biossensor

5.3.1. Voltametria de Pulso Diferencial

A caracterizacdo eletroquimica do imunossensor foi realizada por VPD e EIE em
uma mistura equimolar de Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™ em tampao fosfato 0,1
mol L™ pH 7,4. A corrente relativa (I/1po) do BIO, BIO/SN e BIO/SP é mostrada na
Figura 12A, ela é uma corrente comparativa entre a corrente de pico do BIO/SN ou
BIO/SP (Ip) com a do BIO (Ipo). A corrente relativa serve para normalizar os dados
coletados, sempre fazendo uma comparagdo com o valor de corrente do BIO (valor de
referéncia), minimizando interferéncias. A variacado relativa de corrente de pico (Figura
12B) refere-se a variagdo de corrente entre a corrente de pico do BIO (Ipo) com a corrente
do BIO/SP (ou BIO/SN) (Ip) em relagdo a Ipo. De forma que a soma da corrente de pico
relativa com a variagdo de corrente de pico relativa é sempre igual a 1. A corrente relativa
do BIO tem um méximo de valor igual a 1, porém ao adicionar amostra de soro sanguineo
negativo (BIO/SN), o sinal decai para 0,35 do valor de referéncia. Quando adicionado
amostra de soro sanguineo positivo (BIO/SP), a resposta diminui ainda mais, em
consequéncia do bloqueio maior da superficie do eletrodo referente as ligagdes especifica
dos anticorpos com 0 MPML14, este decaimento pode ser notado através do grafico de
barra mostrado na Figura 12B. Sendo assim, h4 uma diferenca de resposta quando
incubadas amostras de pacientes com (soro positivo - SP) e sem hanseniase (soro negativo
- SN) na superficie do biossensor, mostrando a capacidade de diferenciacdo na resposta

de acordo com a amostra.
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Figura 12: (A) corrente relativa usando Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™t em tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4 com BIO, BIO/SP e BIO/SN. (B) variacéo relativa de I, apds
incubacdo com SN (1:100) e SP (1:100). Condicdes experimentais: faixa de potencial de
—-0,3 a +0,6 V, amplitude de pulso de 0,05 V, periodo de pulso (tpuso) de 50 ms e
velocidade de varredura de 10 mV s,

BIO/SN BIO/SP

O teste t para diferenca entre médias foi aplicado para verificar se as duas médias
diferem a um nivel de confianca de 95 % com grau de liberdade igual a 4 e foi verificado

que os dois valores diferem estatisticamente.

5.3.2. Espectroscopia de impedancia eletroquimica

Na Figura 13A, esté represento as respostas da EIE para o BIO, BIO/SP e BIO/SN.
Como observado também para a VPD, 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 e 697,0 Q, respectivamente (Figura
13B).

Essa diferenca pode ser atribuida a presenca de anticorpos IgG no pool de
amostras SP, que se ligam especificamente ao peptideo MPML14, bloqueando de maneira
mais acentuada a superficie do biossensor. Assim como na VPD, pode-se notar a
capacidade de alteracdo da resposta do sensor a depender da amostra condicionada em
sua superficie.

O teste T para diferenca entre duas médias foi aplicado seguindo 0 mesmo
procedimento utilizado para VPD, com a diferenca que agora as médias sdo as Rtc. O
valor de t estatistico foi calculado e verificou-se que seu valor s6 & maior do que o valor
de twap para um nivel de confianca de 90%, ou seja, as médias s diferem a um nivel de no

méaximo 90%. Sendo assim, a técnica de VPD foi utilizada para continuar com os estudos.
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Figura 13: (A) Grafico de Nyquist com BIO, BIO/SN e BIO/SP. (B) variacgéo relativa de
Rtc do BIO ap6s incubagdo com SN (1:100) e SP (1:100). Condic¢des experimentais:
Ka[Fe(CN)s)/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™ em T. Fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4 na faixa de
frequéncia de 1.10° — 0,1 Hz.

533. MEV

Anélise de MEV e EDS foram realizadas para avaliar a morfologia e a composi¢éo
elementar do SPGE e das diferentes etapas de modificacdo. A superficie do SPGE
apresentou espacos que ndo foram preenchidos pela tinta de ouro, como pode ser
observado na Figura 14A-C. O SPGE apresenta camadas de cristais de ouro com
diferentes geometrias. Para 0 SPGE, era de se esperar apenas a presenca do ouro, porém,
foram detectados também o oxigénio, carbono e aluminio por EDS (Figura 15A-C), pois
estes elementos estdo presentes em materiais ceramicos (substrato do eletrodo). Os
elementos do substrato podem ser detectados por dois motivos: (1) O feixe de radiagédo
pode atravessar a camada de ouro chegando ao substrato ceramico; (Il) as lacunas
deixadas pela tinta de ouro expdem o substrato. Além de que as composic¢des verdadeiras
dos eletrodos comerciais muitas das vezes sao confidenciais para as empresas fabricantes.
Dessa forma, é possivel que se utilizem aglutinantes e solventes que possuam esses
elementos em suas composic¢des (STAN et al., 2022). Nas outras etapas de modificacéo,
ndo foi possivel observar mudanca na morfologia (Figura 14B-C).

Como mostrado na Figura 14D, ha uma grande mudanca superficial, devido a
formagédo do filme do biossensor. O filme apresentou uma superficie homogénea e
ondulada devido a rugosidade do substrato. Na Figura 14E € mostrado 0 mapeamento de
elementos presente em uma area sem filme (area azulada) e com filme (area escura).
Pode-se observar a presenca de oxigénio e aluminio nas lacunas deixadas pela tinta de
ouro e uma presenca maior de carbono, oxigénio e nitrogénio presentes no filme, alem de

uma grande area azulada referente ao ouro do eletrodo.
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Figura 14: Microscopia eletronica de varredura para diferentes etapas de modificacdo do
biossensor para (A) SPGE; (B) SPGE/3AMP; (C) SPGE/3AMP/EDC+NHS; (E)
mapeamento de elementos do SPGE-BIO.

As diferentes etapas de modificacdo que consistem na adicdo de 3AMP
(CsH602S), EDC (CgH17N3) e NHS (C4HsNO3) foram avaliadas por EDS (Figura 15), no
entanto, devido a quantidade de N e S serem baixas, ndo foi possivel detecta-los, e suas
concentragdes ficaram abaixo do nivel de detec¢cdo do equipamento. Porém, pode-se notar
principalmente a presenca de carbono e oxigénio, decorrente das moléculas organicas
imobilizadas no substrato do eletrodo, além de que esses elementos também estdo
presentes nos eletrodos sem modificagdo. O espectro de EDS do filme (Figura 15D)
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apresentou picos referentes ao carbono, nitrogénio e oxigénio, que sao referentes as

composi¢des quimicas das biomoléculas que possuem varios aminoacidos em suas
composigoes.
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Figura 15: Espectroscopia de energia dispersiva das diferentes etapas de modificagOes
para (A) SPGE; (B) SPGE/3AMP; (C) SPGE/3AMP/EDC-NHS; e (D) BIO.

5.4. Otimizacdo do volume de solucéo de peptideo

O volume de solucgéo de peptideo MPML14 depositado na superficie do eletrodo,
de mesma concentracdo, para formacéo do filme foi avaliado com o intuito de verificar
um volume capaz de fornecer uma alta relacdo de resposta eletroquimica/volume de
material. Na Figura 16 esta representado os valores de corrente relativa para os volumes
de 5, 7 e 10 L, utilizando pools de soro positivo e negativo. A menor variacao de corrente
entre os sinais de BIO/SP e BIO/SN foi obtida para o volume de 5 pL, seguida pela
variacao do volume de 10 puL. Uma maior distin¢do entre estes dois sinais, foi obtida para
0 volume de 7 pL.
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Figura 16: Variacdo relativa de I, em Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L™t em tampéo
fosfato 0,1 mol L™t pH 7,4 com BIO/SN (=) e BIO/SP (=) em diferentes volumes de
solucdo peptidica (5, 7 e 10 pL).

Dessa forma, o volume de 7 pL foi selecionado para os testes subsequentes, pois

proporcionou uma combinacdo ideal entre distin¢do de sinal e economia de material.

5.5. Avaliacédo das diluicdes dos pools

Para avaliar o desempenho do imunossensor em relacdo as amostras, este foi
incubado em amostras de pacientes SN e SP por 30 min, e suas respectivas correntes
relativas obtidas por VPD foram calculadas para diferentes diluicbes em solugdo tampao
fosfato pH 7,4: 1:50, 1:80, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:600. A Figura 17 mostra as correntes
relativas para o BIO/SP.

1,04

0,0 0,3 0,6
E /V vs pseudo-ref de Ag

Figura 17: (A) Respostas de correntes relativas para BIO/SP e (B) histograma com
corrente de pico relativa para BIO/SP sob condig¢bes otimizadas do BIO apds incubagéo
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em amostras de soro positivo diluidas em tampao fosfato (pH 7,4) a diferentes diluicdes
(v/v; 1:50, 1:80, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:600).

Na Figura 18A, observa-se uma correlacdo linear entre a variacdo relativa de
corrente de pico e logaritmo da dilui¢cdo da amostra SP. Para a amostra SP, foi possivel
observar que a medida que a amostra se torna mais diluida, a diferenca entre a corrente
de pico do BIO e BIO/SP se torna menos evidente. Quando a amostra de paciente com
hanseniase (SP) esta mais concentrada, a diferenca é maior, pois a quantidade de
anticorpos na amostra SP é maior causando um boqueio mais pronunciado.

O comportamento linear foi observado em toda a faixa de diluicdo estudada para
aamostra SP. A curva apresentou um coeficiente de determinacéo de R? = 0,979. Houve
uma diferenca de sinal para BIO/SN e BIO/SP em toda a faixa de diluicdo estudada,
porém uma relacdo de maior diferenca entre os sinais e maior diluicdo foi obtida para
1:200. Deste modo esta dilui¢do foi escolhida para ser utilizada no teste de seletividade.
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Figura 18: (A) Variagdo relativa de I, sob condi¢Bes otimizadas do BIO apds incubacéo
em amostras de soro positivo e negativo diluidas em tampéo fosfato (pH 7,4) a diferentes
dilui¢des (v/v; 1:80, 1:50, 1:200, 1:400 e 1:600). (B) Histograma do BIO/SN e BIO/SP
para diferentes diluicGes.

Para as diluicdes de SN néo foi observado um comportamento linear. A resposta
ndo seguiu nenhuma tendéncia clara com as diferentes diluicdes. Ademais, € possivel
observa uma linha imaginaria em aproximadamente y = 0,48 entre os pontos referentes a
BIO/SP e BIO/SN. De modo que é possivel diferenciar uma amostra positiva de outra
negativa para utilizagdo de um biossensor qualitativo. Este imunossensor apresenta alta

seletividade, ja que é capaz de detectar anticorpos anti-M. leprae em amostras complexas.
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6. Estudo de seletividade

Para o teste de especificidade, foram utilizados pools soroldgicos de criangas
saudaveis e pessoas adultas com leishmaniose ou HIV com diluicdo de 1:200 e testados
nas mesmas condicdes previamente otimizadas. As amostras de criancas foram utilizadas
como controle, uma vez que elas possuem um sistema imunol6gico ainda em
desenvolvimento (SIMON; HOLLANDER; MCMICHAEL, 2015). Como € apresentado
na Figura 19, pode-se notar que todos as trés amostras geraram sinal abaixo de y = 0,48.
Esse comportamento pode ser atribuido & auséncia de anticorpos IgG anti-M. leprae, o
que impede um bloqueio significativo no biossensor, evidenciando o potencial de

especificidade do dispositivo.

BIO/CRI BIO/LEI BIO/HIV

Figura 19: Histogramas das respostas eletroquimicas do biossensor incubado com
amostras de crianga (BIO/CRI), leishmaniose (BIO/LEI) e HIV (BIO/HIV) em dilui¢des
de 1:200.

7. CONCLUSOES

Este trabalho demonstra o desenvolvimento de um biossensor eletrogquimico sem
rotulo inovador e econdmico para a deteccdo de hanseniase utilizando o peptideo
mimetico MPML 14. Este biossensor oferece uma alternativa promissora aos métodos de
diagnostico tradicionais, como baciloscopia e ELISA. A capacidade do biossensor para
diferenciar amostras de soro positivo e negativo para hanseniase em uma ampla faixa de
diluicdes destaca seu potencial para aplicacdes clinicas. A seletividade do biossensor foi
ainda validada por sua falta de reatividade cruzada com amostras de criangas saudaveis e

adultos com HIV ou leishmaniose, indicando alta seletividade para anticorpos anti-M.
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leprae. Além disso, a natureza sem rotulo da plataforma do biossensor simplifica o
procedimento de ensaio, reduzindo o tempo e 0 custo associados ao diagnostico. A
capacidade de fabricacdo do biossensor utilizando materiais prontamente disponiveis e
técnicas de imobilizacdo simples aumenta ainda mais seu apelo pratico, particularmente
em ambientes com recursos limitados. O biossensor eletroquimico baseado em MPML14
apresenta resultados promissores para a deteccdo de hanseniase, com potencial para
diagndstico precoce e intervencgdes terapéuticas oportunas. No entanto, estudos clinicos
adicionais com tamanhos de amostra maiores sao necessarios para validar completamente

sua eficacia e desempenho em um cenario do mundo real.
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