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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVO ELETROQUIMICO E SUA
APLICACAO NA DETECCAO DE ANTICORPOS VOLTADOS PARA O
DIAGNOSTICO DE HANSENIASE. A hanseniase ¢ uma doenca tropical
negligenciada, causada pela bactéria Mycobacterim leprae que afeta
principalmente os nervos periféricos, sendo o seu diagnostico realizado em sua
maioria por meio de exame clinico. Neste trabalho, foi desenvolvido um magneto-
imunoensaio para a deteccao de anticorpos anti-M. leprae em soro utilizando
nanoparticulas de prata como marcador eletroquimico, visando sua aplicagao para
o diagnostico da hanseniase. Para isto foram confeccionados dispositivos
eletroquimicos serigrafados com tinta de carbono e colados imas na base de cada
eletrodo de trabalho. As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram sintetizadas e
caracterizadas tanto por Espectroscopia do UV visivel (UV-vis) quanto por
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). Foram utilizadas particulas
magnéticas (PM) modificadas com peptideos sintéticos obtidos da proteina 85B
da M. leprae. Além disso, foram marcadas as AgNPs com um anticorpo
secundario anti-IgG humano, de forma que ao final, ocorreu a formagdo do
bioconjugado final PM/Pep-Anti-M. leprae-Anti-IgG/AgNP, sendo este, utilizado
para realizas as medidas eletroquimicas nos eletrodos impressos pela técnica de
Voltametria de Pulso Diferencial (DPV). As nanoparticulas apresentaram
caracteristicas adequadas e satisfatorias para imunoensaios, sendo condizente
com a referéncia. A confirmacdo da ligacdo entre o anticorpo secundario e a
nanoparticula de prata, ocorreu por meio da caraterizacdo por UV-vis.
Otimizacdes univariadas do método foram realizadas, assim como um
planejamento experimental. Com ambos, foi possivel encontrar as melhores
condicoes dentre as avaliadas, obtendo ao final uma curva ROC com o valor da
area sobre a curva (AUC) de 0,813. Dessa forma, foi possivel diferenciar amostras
saudaveis de amostras infectadas com hanseniase multibacilar, sendo considerado
um método mais barato por utilizar nanoparticulas de prata como marcador
eletroquimico, quando comparados com outros nanomateriais como as
nanoparticulas de ouro. Também pode-se considerar um método promissor para
ser utilizado no diagnostico de hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase, sensor eletroquimico, nanoparticulas de prata,
diagnostico de doencas.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AN ELECTROCHEMICAL DEVICE AND ITS
APPLICATION IN THE DETECTION OF ANTIBODIES FOR THE
DIAGNOSIS OF LEPROSY. Leprosy is a neglected tropical disease, caused by
the bacteria Mycobacterim leprae that mainly affects the peripheral nerves, and
its diagnosis is mostly carried out through clinical examination. In this work, a
magneto-immunoassay was developed for the detection of anti-M. leprae in serum
using silver nanoparticles as an electrochemical marker, aiming for its application
in the diagnosis of leprosy. For this purpose, electrochemical devices were made
screen-printed with carbon ink and magnets were glued to the base of each
working electrode. Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized and
characterized by both UV-visible spectroscopy (UV-vis) and Transmission
Electron Microscopy (TEM). Magnetic particles (PM) modified with synthetic
peptides obtained from the M. leprae protein 85B were used. Furthermore, the
AgNPs were labeled with an anti-human IgG secondary antibody, so that the final
PM/Pep-Anti-M bioconjugate was formed. leprae-Anti-IgG/AgNP, which is used
to perform electrochemical measurements on electrodes printed using the
Differential Pulse Voltammetry (DPV) technique. The nanoparticles presented
adequate and satisfactory characteristics for immunoassays, being consistent with
the reference. Confirmation of the connection between the secondary antibody
and the silver nanoparticle occurred through UV-vis characterization. Univariate
optimizations of the method were carried out, as well as experimental planning.
With both, it was possible to find the best conditions among those evaluated,
ultimately obtaining a ROC curve with an area over the curve (AUC) value of
0.813. In this way, it was possible to differentiate healthy samples from samples
infected with multibacillary leprosy, being considered a cheaper method as it uses
silver nanoparticles as an electrochemical marker, when compared to other
nanomaterials such as gold nanoparticles. It can also be considered a promising
method to be used in the diagnosis of leprosy.

Key-words: Leprosy, electrochemical sensor, silver nanoparticles, desease
diagnosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Hanseniase

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa causada pela bactéria
Mycobacterium leprae que pode acometer humanos e outros animais como tatus
e camundongos'. E considerada pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) uma
doenga tropical negligenciada, que afeta principalmente pessoas em situagdo de
vulnerabilidade?. O Brasil definiu doengas negligenciadas como aquelas que ndo
sO0 prevalecem em condi¢gdes de pobreza como contribuem para a desigualdade.
Elas s3o causadas por agentes infecciosos ou parasitantes. Recebem
historicamente baixa atencdo por meios das industrias devido a elas estarem
presentes majoritariamente em populagdes de baixa renda com pequena
capacidade de pagamento?.

A hanseniase apesar de ndo ser fatal, pode gerar sequelas
irreversiveis quando ndo tratada corretamente, o que pode comprometer a
qualidade de vida do paciente*. Ela é conhecida desde os tempos em que
ocorreram os acontecimentos biblicos, sendo chamada de “lepra”, termo que foi
banido no Brasil, por ser considerado pejorativo, sendo entdo chamada de
hanseniase’. H4 relatos da doenca de mais de 4.000 a.C. na China, Egito e India®.
No continente americano, a doenga chegou entre os séculos XVI e XVII com os
colonizadores. J& no Brasil, os primeiros casos notificados ocorreram por volta de
1600, na cidade do Rio de Janeiro, onde mais tarde seria criado o primeiro
“lazareto”, que seria destinado a abrigar os doentes da hanseniase®.
Historicamente a hanseniase esta relacionada a exclusdo social, e no passado, o
isolamento social dos doentes em coldnias era considerado o tinico método de
controle da disseminacdo, ocorrendo até meados do século XX’ .

A M. leprae ¢ um organismo intracelular obrigatorio, ou seja,
necessita de outro organismo para completar o seu ciclo de vida®®. O formato

dessas bactérias ¢ levemente curvado em forma de bastonete, medindo entre 1 a 8



um de comprimento e 0,3 a 0,5 um de didmetro. Ela ¢ um bacilo 4lcool-acido
resistente, sendo relatado que consegue sobreviver no ambiente por até 46 dias®.
E uma doenca infecciosa, transmissivel e cronica que afeta principalmente a pele
e os nervos periféricos. A bactéria invade preferencialmente as células de
Schwann nos nervos periféricos, € na pele as lesdes ocorrem como manchas
palidas ou erupgdes cutaneas. Ela acomete ambos os sexos e todas as faixas etarias
que se ndo tratada, ou ocorrendo tardiamente, acontece a progressao lenta que
pode gerar sequelas irreversiveis como deformidades e incapacidades fisicas®”.

A transmissdo da M. leprae ocorre por meio do contato prolongado
com pessoas contaminadas, via goticulas de saliva que entram no organismo pelas
vias respiratdrias e seu tempo de incubagdo ¢ considerado longo, entre 2 e 10 anos
em média'®!2. Como essa bactéria ndo forma esporos, além do seu tempo longo
de incubacido, ndo € viavel o seu cultivo in vitro, o que dificulta enormemente a
produg¢io de uma vacina'2,

A doenca afeta principalmente os nervos periféricos e superficiais da
pele, sendo que os sintomas variam para cada paciente de acordo com a resposta
imune e grau de endemicidade que se encontra!®. Podem aparecer manchas pelo
corpo que tem coloragdo variando de mais esbranquigadas até as mais
avermelhadas e em casos mais graves podem aparecer hansenomas, que sao lesoes
cutaneas tendendo a ser assimétricas e multiplas, podendo ter coloragao mais
amarelada'>!*,

Com relagdo ao numero de casos diagnosticados, em 2021, obteve a
notificacdo de 140.594 novos casos de hanseniase, que em comparagao ao ano de
2019 (202.185 novos casos), indicam uma queda consideravel no nimero de
notificagdes. O mesmo pode ser observado nos trés primeiros paises no ranking
de maior nimero de novos casos. Em primeiro lugar estd a India 114.437 (2019)
e 75.358 (2021), em segundo lugar o Brasil 27.902 (2019) e 18,318 (2021), e em
terceiro lugar a Indonésia com 17.387 (2019) e 11.106 (2021). Essa queda no

numero de notificacdes se deve principalmente a pandemia da COVID-19, que



impossibilitou as pessoas irem até os centros de saiude para passarem pelo
diagndstico, tanto devido as recomendagdes de isolamento social como por conta
da superlotacdo dos centros de saude, sendo entdo um contribuinte para a
subnotifica¢do da doenga *'>16,

No ano de 2022, sendo os dados mais atuais, o numero de novos
casos mundialmente falando que foram registrados foi de 174.087, de forma que
o Brasil permanece em segundo lugar no ranking. Entre os anos de 2013 a 2022
foram registrados 254.918 novos casos no pais, ocorrendo uma redugdo na
notificacdo de novos casos de 28,9%. Como mencionado anteriormente, essa
queda no numero de notificacdes se deve principalmente a pandemia da COVID-
19. Em 2022 o total de novos casos notificados foram de 19.635, onde os dois
estados no topo do ranking com maior valor de taxa de detec¢do por 100 mil
habitantes ¢, o Mato grosso (MT) com 66,20 ¢ o Tocantins (TO) 50,88 novos
casos!’. Portanto, visto que os numeros de novos casos ainda sdo altos, € ¢ um
problema de saude publica, ¢ necessario novas formas de diagnostico eficazes
tanto para os casos paucibacilares como os multibacilares e que sejam acessiveis.

A hanseniase tem cura, sendo esta recomendada pela OMS desde
1982, e ¢ disponibilizada pelo Sistema Unico de Satde (SUS) desde 1990°. A
Poliquimioterapia Unica (PQT-U) é uma combinagdo de farmacos utilizado no
tratamento, sendo esses: a rifampicina, clofazimina e dapsona. A duracao do
tratamento vai depender de cada caso, sendo de 6 meses a até 18 meses '*. A OMS
classificou a hanseniase em duas categorias como forma de facilitar o
direcionamento do tratamento. Essas sdo a hanseniase Multibacilar (MB) e
Paucibacilar (PB) que sdo classificadas de acordo com a intensidade dos
sintomas®. Os casos PB apresentam baixa quantidade de bacilos no organismo,
portanto, sdo dificeis de diagnosticar por métodos sorologicos, uma vez que ha
baixa producdo de anticorpos. Apresentam baciloscopia negativa e cinco ou
menos lesdes pelo corpo %!, Neste estagio o indice de bacilos € baixo € o paciente

nao tem capacidade de infectar outros individuos sendo o tempo de tratamento de
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6 meses.”!? J4 os casos MB sdo caracterizados pela baciloscopia positiva € a
presenca de seis ou mais lesdes na pele. Porém alguns pacientes manifestam
sintomas apenas apds um longo periodo de incubagao, podendo apresentar apenas
problemas nos nervos que podem levar a lesdes irreversiveis'®.

A doenca estd relacionada a estigma e discriminagdo social, sendo
necessario medidas publicas de controle da doenga, visto que esta afeta toda a
sociedade, principalmente o paciente infectado, pois a hanseniase pode deixar
sequelas permanentes que podem impossibilitar a pessoa de viver uma vida

funcional®.

1.2 Diagnostico de hanseniase

Atualmente o diagndstico no Brasil se da principalmente por meio do
exame clinico, avaliando-se os sintomas. O profissional da saude ird avaliar as
lesdes cutaneas hipopigmentadas ou manchas avermelhadas com perda parcial
e/ou total da sensibilidade. Os nervos periféricos também sao outra caracteristica
da doenga, podendo haver a perda de sensibilidade. A baciloscopia ¢ utilizada
como diagnostico complementar por meio do qual se coleta amostras intradermais
das feridas, o que ¢ considerado um método invasivo € que gera grande
desconforto?’. A baciloscopia, como mencionado anteriormente, nio ¢ eficaz para
diagnostico dos casos PB, visto que eles apresentam baixa titulo do bacilo no
organismo. Deste modo, a hanseniase pode ser dividida em:

A) Indeterminada (PB): ¢ o primeiro estagio de manifestacdo da
doenca, porém nem todos os pacientes manifestam essa etapa. E identificada a
partir de manchas na pele mais claras na regido central, as quais podem perder
sensibilidade térmica e/ou dolorosa, porém ¢ comum manter a sensibilidade ao
toque. Dessa forma, a andlise por baciloscopia e bidpsia (exame complementar)
ndo sao eficazes, pois podem apresentar falso negativo, ndo identificando o
bacilo!®2!,

B) Tuberculoide (PB): a doenca se manifesta na forma de manchas

em alto relevo ou com a borda em relevo bem delimitado € o centro claro. Possui



o tempo de incubagdo de até cinco anos, podendo se manifestar mesmo em
criangas de colo. Nesse estado, o sistema imune do paciente consegue destruir os
bacilos espontaneamente. A baciloscopia € negativa e a bidpsia quase sempre nao
apresenta bacilos, sendo o diagnostico realizado a partir da avaliagdo das
manchas!'%?!,

C) Dimorfa ou Borderline (MB): ¢ caracterizado por manchas
avermelhadas ou esbranquicadas com a borda mal delimitada em alto relevo, ou
multiplas lesdes com a borda bem delimitada, semelhante as da tuberculose. Cerca
de 70% dos casos de hanseniase sao da forma dimorfa, com tempo de incubacao
longo (maior que 10 anos). Ha perda parcial ou total da sensibilidade, sendo que
em alguns casos pode gerar dor intensa nos nervos. O seu diagndstico
majoritariamente ¢ realizado a partir da avaliagdo das lesdes, porém a baciloscopia
¢ em sua maioria positiva 12!,

D) Virchowiana (MB): apresenta-se por manchas pouco visiveis,
vermelhidao, pele ressecada, poros dilatados semelhantes a uma casca de laranja
que aparecem geralmente as regidoes mais quentes do corpo, como axilas e couro
cabeludo. Quando evoluido, apresentam hansenomas, ocorrendo também a perda
de pelos e sobrancelhas. Essa etapa ¢ muito confundida com reumatismo e
problemas de circulagdao. Essa ¢ a forma mais contagiosa da doenca, sendo
diagnosticada a partir da baciloscopia!®?!.

Caso os resultados do exame clinico ndo sejam determinantes para o
diagnostico da doenga, é realizada a baciloscopia, 2!que é considerada uma técnica
muito invasiva, que gera grande desconforto ao paciente. Além disso, ela € pouco
sensivel, visto que os casos PB nio podem ser identificados, 2.

Como para ocorrer o contdgio com a doenga ¢ necessario o contato
prolongado, ¢ considerado contato com individuos com hanseniase, pessoas que
residiram no mesmo lugar nos ltimos 5 anos, sendo familiar ou ndo*. Em geral,

a primeira medida a ser tomada ao identificar um caso de hanseniase ¢ ofertar a

revacinacdo com a vacina Bacilo de Calmette ¢ Guérin (BCG) para quem nao



recebeu as duas doses antes. Ela € preparada a partir da Mycobacterium bovis, que
¢ um tipo de micobactéria bovina similar a M. leprae e a M. tuberculosis. A
revacinacdo com a BCG melhora a imunidade, tornando o individuo resistente ao
bacilo. No Brasil, ela é obrigatoria em criangas com menos de 1 ano de idade,
protegendo das formas graves de tuberculose?*?>.

Atualmente ¢ possivel realizar o teste molecular de reagdao de cadeia
em polimerase em tempo real (QPCR) pelo SUS, analisando amostras de pele e
nervos. Exames PCR sao bem eficientes em detectar diversas doencas,
apresentando melhores resultados em identificar casos PB?°. Porém esse teste €
indicado para uso exclusivo de pacientes confirmados com hanseniase,
monitorando se o bacilo esta se reproduzindo e presente na amostra®’. Além do
mais, € uma técnica com custo atribuido elevado, devido a diversos fatores como
necessidade de equipe treinada e laboratério de andlises centralizado. Dessa
forma, o exame ¢ solicitado apenas nos casos em que os demais exames foram
inconclusivos, sendo pouco utilizado na pratica clinica.

Além da técnica de PCR, ha outras técnicas na literatura, como o
ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) e os testes imunocromatograficos, também chamados de
ensaios de fluxo lateral (LFA , do inglés lateral flow assays)*®*. Na abordagem
via ELISA, uma aliquota da amostra contendo o antigeno ¢ adicionada no
anticorpo de fase solida, ocorrendo a ligagdo entre os dois. Apds a lavagem ¢
adicionado um anticorpo marcado com a enzima formando um complexo. A
quantidade de produtos gerado ¢ proporcional a quantidade de antigeno na
amostra®®. Atualmente essa técnica é eficaz e apresenta bons resultados para
hanseniase MB, porém para os casos PB possui baixa capacidade de
identifica¢do’!*2.

O LFA, conhecido como teste rapido, ¢ aplicado de forma comercial

para diagnostico de diversas doengas. Possui tempo de analise que dura em torno

de 15 minutos, € ndo necessita de pessoal qualificado para coleta e interpretagao



dos resultados. Utilizam uma membrana de nitrocelulose onde a amostra ira
percorrer, atingindo a linha de teste, que estdo os reagentes, o alvo ira de ligar e
caso o teste seja positivo, ird aparecer uma linha colorida®*~*°. Para a hanseniase,
esse teste ¢ limitado para os casos PB devido a baixa quantidade de anticorpos,
gerando alta taxa de falsos-negativos. Portanto, esse teste ¢ utilizado
principalmente para identificar os casos MB, mas nio tem se mostrado efetivo™.

Dessa forma, apesar de haver técnicas capazes de gerar o diagnostico
da hanseniase, em sua maioria, estas possuem alguma eficicia para o diagnostico
dos casos MB. Além disso, muitas delas necessitam de pessoal qualificado,
algumas muito invasivas e possuem longo tempo de resposta. Portanto, faz-se
necessarios novos métodos para diagnostico rapido da hanseniase e,

preferencialmente, capazes de classificar os pacientes em PB e MB.

1.3 Imunoensaios e Imunossensores

Imunodiagnostico ¢ um termo utilizado para designar o diagndstico
laboratorial realizado com uso de técnicas imunoldgicas que buscam revelar a
presenca de anticorpos ou antigenos no organismo do paciente®’. De forma geral,
imunoensaios sao métodos baseados na interagdo entre anticorpo e antigeno.
Anticorpos sdo produzidos por plasmocitos, originados dos linfocitos B ativados.
Ja os antigenos sdo toda estrutura capaz de reagir com células do sistema imune
ou interagir com anticorpos’’. Qualquer espécie que gere uma rea¢do no sistema
imune pode ser considerado antigeno, como substancias (toxinas) até patdogenos
(virus, bactérias, fungos)*®3°.

O anticorpo ou imunoglobulina (Ig) possui sua estrutura dividida em
forma de Y, sendo dois polipeptideos pesados idénticos, e duas cadeias
polipeptidicas leves idénticas, que sao unidas por meio de ligacao de dissulfeto.
Cada anticorpo ¢ constituido por uma regido contante e uma variavel, no qual a

constante ¢ similar em todos os anticorpos de mesma classe *°. J4 na regido

variavel ocorre a ligacdo com ao antigeno, que pode se ligar especificamente a



duas moléculas de uma vez®8. Na FIGURA 1.1 é possivel observar a estrutura de

um anticorpo.

> Regiio variavel

~—Regiio constante

Cadeia pesada

FIGURA 1.1 - Estrutura de um anticorpo, sendo as cadeias leves representadas em vermelho e
em amarelo as cadeias pesadas, ligadas por pontes de dissulfeto (-S-S-).

Fonte: Adaptado de Kellie e Al-Mansour*' e Valle de Almeida®’.

Os cinco principais is6topos de anticorpos sao o IgG, IgM, IgA, IgE
e IgD, destes as classes mais comuns sdo: o IgG para infeccdes mais antiga e o
IgM para as mais recentes®’. O IgG ¢é caracterizado pela meia-vida sérica longa,
além de serem os anticorpos mais abundantes*’. O IgA tem o papel de proteger as
secrecoes da mucosa em sua forma dimérica, mas também ¢é encontrado na
circulacdo sanguinea. O IgM esta presente nas fung¢des complementares do
sistema imunoldgico e combate antigenos invasores. Ja o IgE estd presente no
soro nas menores concentracoes, estando associado a reagdes de
hipersensibilidade. E o IgD, também encontrado na circulacao sanguinea, tem seu
papel na resposta imunoldgica em grande parte desconhecida*°.

No caso de biossensores, faz-se o uso de processos de
reconhecimento bioldégico podendo fazer uso de enzimas, antigenos, anticorpos,

ou material genético como DNA ou RNA, entre outros. Ao interagir com o analito

uma resposta ¢ gerada podendo envolver processos de variagdo de massa, ou uma



resposta elétrica, térmica ou Optica e um transdutor ira transformar esta em um
sinal elétrico que podera ser mensurado e correlacionado com a concentragdo do
analito. No caso do uso de antigenos ou anticorpos como elemento de
biorreconhecimento o qual ird levar a formag¢dao de um complexo imune com o
analito temos um Imunossensor *7. Tais biossensores tem vantagens como a sua
facilidade de produgdo, serem rapidos e portateis. Possuem alta especificidade e
baixos limites de detecgio®®, sendo aplicados em analises ambientais*’, forense™,
deteccdo de contaminantes em alimentos®', andlise de virus®?, entre outras.
Atualmente os biossensores sao utilizados majoritariamente na area da saude, para
diagnosticar, tratar ¢ monitorar doengas, utilizando amostras de saliva, sangue e
urina®®,

Os métodos que visam a deteccdo de anticorpos ou antigenos sao
conhecidos genericamente por imunoensaios ou “teste  sorologico”
independentemente do tipo de amostra que serd utilizada, podendo ser analisadas
amostras de sangue, plasma ou soro>*-*. Imunoensaios desenvolvidos para o
diagnostico de hanseniase envolvem comumente o alvo PGL-I e seus anticorpos
anti-PGL-I. Para os casos MB ¢ considerado eficiente os testes de PGL-I e o
mesmo ndo pode ser dito para os casos PB, que ndo apresentam alta sensibilidade.
Em zona endémicas, pacientes sauddveis podem apresentar anticorpos anti-PGL-
I e esse teste pode gerar alta taxa de falsos-positivos por esse motivo>>. Também
individuos com tuberculose, que ¢ causada pela Mycobacterium tuberculosis,
podem apresentar alta taxa de falsos diagndsticos devido a grande chance de
reacao cruzada e ao fato de as bactérias serem parecidas. Proteinas recombinantes
e peptideos sintéticos como antigenos podem ser uma forma de se detectar

anticorpos anti-M. leprae’®.

1.4 Peptideos sintéticos

Os peptideos sdo moléculas organicas formadas por dois ou mais
aminoacidos ligados em cadeia, possuindo massa molecular menor que 6 kDa. A

ligacdo entre aminoacidos ¢ nomeada de ligagdo peptidica formada pela ligacao
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covalente entre a carboxila de um aminoacido e o grupo amina de outro. Quando
um peptideo é formado por mais de 50 aminoacidos e apresenta massa molecular
maior que 6 kDa ele passa a ser considerado uma proteina®’-8,

Os peptideos sdao muito interessantes para aplicagdes em
imunoensaios, eles mimetizam regidoes especificas de epitopos de proteinas
antigénicas, assim evitando a interacdo com regioes ndo especificas. Isso aprimora
a sensibilidade e especificidade, gerando maior eficiéncia do ensaio®®. O grande
interesse no uso de peptideos sintéticos ocorre quando a proteina antigénica de
interesse nao se encontra disponivel, como para a M. leprae que nao pode ser
cultivada in vitro devido ao seu longo tempo de incubacdo. Assim, evitando ainda
processos morosos ¢ complicados de producao de proteinas recombinantes, ¢
possivel empregar peptideos sintéticos derivados das sequéncias de aminoacidos
das proteinas antigénicas especificas, como no caso da M. leprae, na detecc¢ao de
anticorpos*?00-62,

O antigeno 85 ¢ um complexo formado por trés proteinas (85A, 85B
¢ 85C) presente em todas as micobactérias®®%*. O antigeno 85B ¢ o mais
abundante na M. leprae®. Alban et al. (2014), conseguiu detectar o anticorpo da
M. leprae MB em 73,9% dos pacientes que participaram, tendo utilizado a técnica
ELISA. Porém para os casos PB nao houve resposta positiva, se mostrando pouco
eficiente identificando cerca de 30% dos casos®®.

Desta forma, o uso de peptideos sintéticos ¢ uma forma de diminuir
os custos ¢ permitir a seletividade e sensibilidade do método, permitindo o

desenvolvimento de um dispositivo capaz de detectar a M. leprae visando o

diagnostico da hanseniase.

1.5 Emprego de particulas magnéticas em imunoensaios

Particulas magnéticas (PM) vem sendo utilizadas em imunoensaios
como forma de permitir a captura e separagdo magnética do analito dos demais
compostos da amostra. Essa captura e separagdo ¢ possivel devido a grande area

superficial das PMs e também devido a possibilidade de funcionalizagdo da
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superficie como bioreceptores®’. Com PMs funcionalizadas com ligantes
especificos, € possivel fazer a captura do alvo e, com auxilio de um ima, € possivel
realizar a separacao magnética deste da matriz da amostra. Com isto, € possivel
eliminar os interferentes, o que pode levar a métodos com elevada seletividade,
além disto, ¢ possivel realizar a pré-concentracdo do analito o que pode levar a
baixos limites de detec¢io®®.

Ecke et al. desenvolveu um método eficiente, além de rapido e
preciso, baseado em um magneto-imunoensaio (ensaio imunologico utilizando
particulas magnéticas) para a deteccdo de diclofenaco em agua. Os resultados
foram promissores, com limite de detec¢do de 400 ng/L. e com bons resultados
quando comparado com os resultados obtidos com a técnica de LC-MS/MS®. Ja
os autores Fernandez et al. (2020), propuseram um magneto-imunoensaio do tipo
sanduiche para a detec¢ao de procalcitonina (PCT) em amostras de soro. A PCT
que ¢ um marcador de inflamagdo utilizado para diagndstico de infecgoes
bacterianas’®. Nesse trabalho, utilizou-se também os eletrodos serigrafados
descartaveis, obtendo limites de detec¢ao de 0,1 ng/mL com uma faixa de trabalho
de 0,5 — 1000 ng/mL, sendo considerado adequado para concentragdes
clinicamente relevantes®.

As particulas magnéticas permitem a otimizacao dos resultados, visto
que as suas propriedades favorecem a eliminacdo de interferentes de forma
efetiva, por meio da captura do alvo na particula. Além disso € possivel gerar uma

pré-concentragao do alvo, assim havendo a amplificacdo do sinal analitico.

1.6 Nanoparticulas de prata
1.6.1 Nanoparticulas e suas caracteristicas

Devido as diversas propriedades quimicas e eletronicas que as
nanoparticulas (NPs) metalicas possuem, tém representado grande potencial
cientifico e tecnologico. As NPs possuem caracteristicas como Optica, catalitica,

eletronica e magnética que sdo favorecidas devido a maior area superficial da
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nanoparticula, que permitem a funcionalizacdo de sitios ativos, estabilidade e
capacidade de adsor¢do. As NPs em geral possuem tamanhos entre 1 e 100 nm de

tamanho’'-7?

e muitas de suas propriedades sdo dependentes do tamanho. Isso
pode ser observado por meio da coloragdo da dispersdao, a qual tem origem na
excitagdo dos elétrons com sob irradiacdo no visivel resultando na oscilagao
coletiva dos elétrons de conducao. Esse fato induz a formacao de momentos de
dipolo causados pelo carregamento da superficie. Com o aumento do tamanho das
particulas, a banda de plasmon de superficie torna-se mais larga e se desloca para
comprimentos de onda maiores. E visto também que pequenas mudangas na forma
da particula, pode alterar consideravelmente a cor da dispersdo’.

As NPs sdo preparadas usualmente por duas rotas, sendo elas a
sintese fisica e a sintese quimica. A sintese fisica utiliza métodos como
evaporag¢ao, condensagao e ablagdo a laser. Via sintese quimica os ions metalicos
sdo reduzidos formando pequenos aglomerados ou agregados metéalicos’ 7,
Estudos mostraram que o uso de um redutor forte, como o borohidreto de soédio,
leva a formacdo de particulas menores e monodispersas, mas para se obter
particulas maiores com baixa dispersdao, ¢ mais dificil de controlar. Redutores
mais fracos como o citrato possuem uma menor capacidade de reducdo, mas a
distribui¢do de tamanho ndo era limitada "*’7. Outro fator de importancia € o uso
de estabilizantes, utilizados para evitar a aglomerac¢do das nanoparticulas %.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem diversas propriedades,
dentre elas esta a sua capacidade ampla de acdo contra microorganismos como
bactérias, fungos e virus. A prata age na eliminagdao de bactérias via danos
causados na membrana celular, interrompendo a fun¢do das enzimas e grupos de
acidos nucleicos nas proteinas e no DNA da bactéria”. Além disso, a prata
apresenta menor toxicidade contra células animais € menor custo em comparagao

a outras NPs como a de ouro®. As AgNPs possuem outras propriedades como boa

estabilidade quimica, maleabilidade, elevada condutividade elétrica e térmica e
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possui interessantes atividades como catalizador. As AgNPs estdo presentes na
indtstria de alimentos, téxtil, farmacéutica, agricola, entre outras’+8!.

Na literatura sdo descritas diversas procedimento para a sintetize de
nanoparticulas de prata, incluindo métodos que atendem aos principios da
Quimica Verde®?. A sintese normalmente ocorre por meio de reagdes de oxido-
reduc¢do, que utilizam solventes organicos ou o borohidreto de sédio como agente

redutor, além de surfactantes e polimeros como agentes estabilizantes®?%3,

1.6.2 Aplicagdo de nanoparticulas em biossensores

A utilizagdo de nanoparticulas em biossensores para a deteccao de
doengas veio para superar algumas limitagcdes que esses tinham. Como
mencionado anteriormente, devido as propriedades Oticas, elétricas, e estruturais
das nanoparticulas foram desenvolvidos diversos biossensores para deteccao dos
mais variados tipos de analitos e que possuem alta sensibilidade e seletividade.
Uma utilizagdo muito comum dos nanomateriais a base de metais envolve a
modificacdo da superficie eletrédica que ocorrem apds a ligacdo do analito
biomolecular®.

Nanomateriais de metais nobres como ouro, prata e platina sio
altamente empregados devido as suas propriedades, ao tamanho relativamente
pequeno, biocompatibilidade e sdo facilmente modificados®>*¢. As nanoparticulas
de ouro (AuNPs) s3o muito utilizadas atualmente em biossensores,
principalmente pela facilidade de modificacao da superficie do ouro, utilizando o
grupo tiol, por meio da ligacdo ouro-enxofre. Com relacdo as aplicagdes em
eletroquimica, a condutividade das AuNPs ¢ util quando as biomoléculas de
interesse estdo em quantidades pequenas e por consequéncia, o sinal
eletroquimico ¢ baixo. Como as AuNPs possuem excelente condutividade
elétrica, sdo muito utilizadas na modificacdo da superficie eletrodica para a
detec¢do de biomoléculas permitindo obter métodos com alta sensibilidade 5.

As AgNPs também tem sidos ser utilizadas em biossensores, pois

além de seu custo atribuido ser menor em relagdo ao ouro, possui um coeficiente
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de extingdo mais elevado. Ademais, possuem propriedades Oticas, eletronicas e
capacidade de modificagdo de sua superficie com grupos funcionais, capazes de
imobilizar biomoléculas alvo, como proteinas®’. Hao et al. procedeu com sintetize
de nanoparticulas de prata e funcionalizou a sua superficie com anticorpos de uma
amostra de proteina modelo. Ele também utilizou eletrodos impressos para a
deteccdo eletroquimica por voltametria de pulso diferencial (DPV) e obteve
baixos limites de detec¢do, sendo um método considerado rapido e de baixa
complexidade®®.

Sendo assim, as AgNPs apresentam-se como promissoras para a
utilizacdo em biossensores, sendo uma op¢ado de baixo custo e obtendo resultados

com baixo limite de detecgdo, de forma rapida e simples.

1.7 Dispositivos eletroquimicos descartaveis utilizados em analises
clinicas

1.7.1 Eletrodos impressos a base de carbono

Dentro de dispositivos para deteccdo de biomarcadores visando o
diagnostico de doencas, um dos grandes desafios € obter respostas rapidas,
precisas e sensiveis. Os Eletrodos impressos de carbono (SPEs, do inglés Screen
printed electrodes) t€m sido muito utilizados devido serem portateis e de baixo
custo para sua producao. Além disso, apresentam boa reprodutibilidade podendo
ser utilizados em diferentes tipos de aplicacdes, além de serem descartaveis e
necessitarem de pouca quantidade de amostra®®—2,

H4 diversas técnicas que podem ser utilizadas para a produgdo de um
SPE, sendo a serigrafia uma delas e a mais utilizada®>°. Ela consiste em depositar
um filme de uma tinta condutora sobre um substrato que pode ser papel, ceramica
ou um material polimérico, onde uma tela ou esténcil com o formato do eletrodo
¢ colocado sobre o substrato e a tinta ¢ espalhada. Apds esta etapa a tela ¢

removida e a tinta condutora deverd passar por um processo de cura®. Ha

diferentes fabricantes de SPEs”’®) porém devido ao baixo custo além de ser



15

considerado de baixa complexidade a sua confec¢do, tem-se optado por produzi-
los de forma que possam ser feitos em grande escala.

No trabalho de Gomes et al., foi produzido eletrodos impressos
utilizando esténceis com o modelo dos sensores que foram previamente
projetados em programa AutoCAD. Uma tinta condutora de carbono foi aplicada
sobre o esténcil posicionado sobre o substrato, que no caso foi utilizado uma folha
de poliéster. Os eletrodos produzidos apresentaram resultados promissores para a
deteccdo de poluentes emergentes, no caso o nonilfenol e a paroxetina,
simultaneamente”. Outro exemplo é o trabalho de Catunda er al, em que
eletrodos impressos foram produzidos por serigrafia e, desta vez, direcionados
para o uso na deteccdo por fotoeletroquimica de biomarcadores visando o
diagnostico de doengas. Nesse trabalho, foi utilizado os SPEs para a detecgao de
RNA do virus SARS-Cov-2 em amostras de saliva'®.

A modificacdo de eletrodo obtidos por SPE também ¢ possivel,
podendo ser utilizado nanoparticulas metalicas ou magnéticas, outros
nanomateriais € polimeros condutores, como forma de melhorar a sensibilidade e
estabilidade do dispositivo**1%!,

A serigrafia ¢ uma técnica simples e barata que pode ser utilizada
para producdo de SPE em larga escala, além de ser possivel a construcdo de
dispositivos com diferentes formatos, como pode ser observado na FIGURA 1.2.
Os diferentes modelos utilizados permitem maior eficiéncia na obtencdao de
resultados, visto que no caso de arranjos contendo 8 células eletroquimicas por
exemplo, ¢ possivel ser avaliados 8 analitos diferentes de forma simultanea, ou
obter 8 réplicas. Além disso o consumo de reagentes ¢ amostras ¢ muito menor do

que em células convencionais!'?,
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Figura 1.2 - Eletrodos serigrafados em diferentes formatos.

Fonte: A autora.

Sendo assim, eletrodos impressos possuem diversas aplicagoes e tem
se tornado promissores para a deteccao do analito, tendo varias possibilidades de
uso. Devido ao baixo consumo de amostra e reagentes, além de capacidade de
automacao, sdo indicados para o desenvolvimento de um dispositivo de baixa
complexidade para a detec¢do de hanseniase. Dessa forma, se torna um objeto que
pode ser utilizado por pessoal ndo qualificado, permitindo o diagnostico em

regides remotas.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1 Justificativa

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa que afeta principalmente
pessoas em situacdo de vulnerabilidade social, e que pode deixar sequelas
irreversiveis, impossibilitando o paciente de viver uma vida funcional novamente.
O Brasil € o segundo pais com maior nimero de novos casos, sendo considerado
um problema de satude publica. O diagndstico precoce € importante pois a doenga
tem cura e neste estagio o paciente nao esta transmitindo a doenca. No entanto,
ndo ha um teste eficiente para o diagnostico da hanseniase PB ¢ mesmo para a
MB o que leva muitas pacientes a ter o diagndstico quando ja ha sequelas
incapacitantes. Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de novos métodos
que possam auxiliar o diagndstico da hanseniase e seja de simples e de baixo

custo, que possa ser utilizado no SUS inclusive em regides remotas.

2.2 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um magneto-imunoensaio
baseado em um peptideo sintético imunodominante da proteina 85B da M. leprae
para a captura e separagdo de anticorpos anti-M. lepraei em amostras de soro,
utilizando nanoparticulas de prata como marcador eletroquimico e um dispositivo
eletroquimico descartavel multicanal, visando o diagnostico sorologico de

hanseniase.
2.3 Objetivos Especificos

e Funcionalizar particulas magnéticas com o peptideo sintético anti-M.
Leprae

¢ Sintetizar nanoparticulas de prata em laboratorio conforme a metodologia
descrita;

e Realizar a funcionalizagdo das AgNPs com o anticorpo secundario;

e Construcao dispositivo 8 eletrodos descartaveis a base de carbono;
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e Desenvolver um magneto-imunoensaio utilizando o peptideo sintético para
a captura do anticorpos anti-M. leprae e as AgNPs como marcador
eletroquimico;

e Investigar as melhores condigdes do imunoensaio visando maior
diferenciacao entre amostras de soro de individuos saudaveis e pacientes
diagnosticados com hanseniase;

e Avaliar a resposta do imunoensaio proposto sempre as coortes de pacientes

diagnosticados com hanseniase e de individuos saudaveis.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Materiais e solucoes utilizados

a) Reagentes para a sintese das AgNPs (TABELA 3.1):

TABELA 3.1 - Reagentes utilizados no preparo das AgNPs.

Nome Sigla Pureza Marca
Nitrato de prata | AgNO; 99.8% Sigma-Aldrich (St. Louis,

EUA)
BOI‘Oh,ldI.‘etO de NaBH,4 98,0% Dinamica
sodio

As solugoes de AgNOs; 2 mmol/L e de NaBHs 3 mmol/L foram
preparadas em agua ultrapura obtida do purificador Milli-Q (Millipore, Bedford,
EUA).

b) Materiais para a construg¢ao dos dispositivos descartaveis:

— Vinil adesivo adquirido no mercado local;

Pasta de carbono da marca SunChemical,
— Tinta de Ag/AgCl SunChemical.
— Folha de poliéster (transparéncia para impresso laser);

c) Materiais para a funcionalizacio da AgNP com o anticorpo secundario

(Ab,) (TABELA 3.2):

TABELA 3.2 - Reagentes necessarios para a conjugacao do anticorpo secundario na AgNP.

Nome Sigla | Pureza Marca
Glutationa GSH 99,0% Sigma-Aldrich
Fostato de sédio | . 1p0, | 99,96% J.T.Baker
dibasico
Fosfato de PQtassm KH,PO; | 99,0% Merck
monobasico
Glutaraldeido - 25% Sigma-Aldrich
Rabbit anti-human Ab, i Abcam
IgG
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As solugdes para essa etapa em sua maioria utilizaram somente agua,
com excecao da solu¢do do anticorpo Ab, 1 pg/mL, que foi utilizado o tampao
fosfato (TF) 0,01 mol/L em pH 7,4. Para o tampao TF 0,1 ¢ 0,01 mol/L pH 7,4
foram preparadas com os sais Na,HPO,4 e KH,PO4, sendo o pH corrigido com a
utilizagdo de um pHmetro.

d) Materiais para a modificagdo da particula magnética com o peptideo

sintético (TABELA 3.3):

TABELA 3.3 - Lista de materiais utilizados na modificagdo das particulas magnéticas com
o peptideo sintético e para o preparo do branco.

Pureza/
Nome Abrev. . Marca
concentracao

10 mg/mL Thermo Fisher

Particula magnética PM (diam: 1,0 um) Scientific
N-Hidroxisuccinimida NHS 98,0% Sigma-Aldrich
Tween® 20 Tw - Sigma-Aldrich
Etanolamina - >99% Synth
Acido 2-(N-morfolino) MES 99,5% Sigma-Aldrich
etanossulfonico
N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) EDC - Sigma-Aldrich
carbodiimida

A solugdo de MES foi preparada em agua, corrigindo o pH para
5,2. A solugdo de EDC/NHS foi realizada primeiramente com o preparo da
solu¢do de NHS em TF 0,01 mol/L em pH 7,4 e retirado 1 mL dessa solugao
sendo adicionado no EDC. A solugdo de etanolamina e TF-Tw foram realizadas
também em TF 0,01 mol/L pH 7.,4.

e) Preparo do branco:

Para o preparo do branco utilizou-se o soro de bezerro estéril da

marca Sigma-Aldrich na diluicdo 1:50, mesma diluigdo utilizada para a

amostra MB usada no imunoensaio.
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3.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados durante o projeto constam na TABELA

3.4.

TABELA 3.4 - Relagao de equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Nome Modelo Marca
Espectrofotometro UV- 2550 Shimadzu
VIS
Agitador magnético Color squid IKA®
Microscopio Eletronico Magellan 400 L FEI
de Transmissao
Centrifuga Mikro 220R Hettich
Multipotenciostato Microstat8000 Dropsens

3.3 Sintese das nanoparticulas de prata

Para a sintese das AgNPs, seguiu-se o procedimento descrito por Hao
et al. (2011)%%. A forma¢do das nanoparticulas de prata entdo se iniciou com o
resfriamento da solugdo AgNOs; no refrigerador e foi posteriormente transferido
uma bureta de 10 mL. J& com a solu¢ao de NaBH,4, um volume de 40 mL foi
transferido para um Erlenmeyer onde foi mantida em constante agitagdo em banho
de gelo. A reagdo iniciou-se com o gotejamento lento do AgNO; sendo que ao
final do gotejamento, o Erlenmeyer foi retirado do banho de gelo e mantido sob
agitagdo de 400 rpm durante 30 minutos. Ao final a suspensdo das nanoparticulas
formadas foi transferida para um tubo falcon de 50 mL envolvido com papel
aluminio para garantir que as AgNPs ndo teriam contato com a luz e foram

armazenadas a 4°C. Toda a reagdo de sintese foi realizada na auséncia de luz.
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3.4 Caracterizacio por Espectrofotometria na regido do
ultravioleta visivel (UV-vis)

Para essa caracterizagao foi utilizada a dilui¢do 1:5 da dispersao das
AgNPs, misturando-se 200 pL das nanoparticulas e 800 pL de agua. A dispersao
foi analisada em uma cubeta de quartzo de 100 pL entre os comprimentos de onda

200 a 750 nm. Para a andlise do branco foi utilizado a agua ultrapura.

3.5 Caracterizacio por Microscopia Eletronica de Transmissiao

Para a caracterizacao por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) foi utilizado 10 gotas da dispersao das AgNPs que foram colocadas no grid
utilizado. As AgNPs foram gotejadas diretamente no filme de carbono amorfo que
¢ sustentado por uma grade de cobre, onde posteriormente foi aguardado a
secagem do filme em temperatura ambiente e por fim encaixado no equipamento

e iniciado as caracterizagdes.

3.6 Histograma de distribuicao dos tamanhos das AgNPs

Para a avaliacdo da distribuicdo dos tamanhos das AgNPs e
construcao do histograma foi utilizada as imagens obtidas pela caracterizagdo por
MET e verificou-se os diametros das nanoparticulas. Para determinar aos

diametros isto foi utilizado o programa Imagel.

3.7 Confeccao dos dispositivos eletroquimicos descartaveis

Para a deteccdo eletroquimica, utilizou-se um dispositivo descartavel
composto por um arranjo com 8 c¢lulas eletroquimicas compostas cada uma de
um eletrodo de trabalho, um contra eletrodo € um eletrodo de referéncia. Nesse
arranjo cada célula se comporta de forma independente.

Os dispositivos foram construidos conforme descrito por Afonso et
al. (2016). Para a construcao dos eletrodos impressos de carbono, foi definido o
desenho dos eletrodos e o vinil adesivo foi cortado e utilizado na serigrafia dos

arranjos assim como as mascaras utilizadas na delimitagdo da area eletroativa.
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Para isto, foi utilizado a impressora de corte eletronica domeéstica e o programa
Silhouette Studio para o desenho e os cortes. As etapas de construgdo sao
representadas na FIGURA 3.1. Incialmente, o desenho do molde foi recortado em
uma folha de vinil adesivo, (etapa A), e com uma pinga foi removido as partes do
vinil ndo desejadas, formando o molde negativo. Apos, foi transferido o vinil
adesivo para o substrato, sendo esse, uma folha de poliéster (etapa B). A partir
disso se iniciou a etapa de serigrafia (etapa C), com o auxilio de uma seringa, foi
aplicado a tinta condutora de carbono e espalhada sobre a folha com uma
espatula. Foi entdo levado para a cura da tinta em estufa, por 1 hora a 90°C. Em
seguida, etapa D, a tinta de Ag/AgCl foi aplicada, utilizando um pincel, para
preparar os eletrodos de referéncia e a cura realizada em estufa por 30 minutos a
60°C. Posteriormente, foi retirado o vinil adesivo do poliéster, obtendo os arranjos
de eletrodos e a area delimitada em que ocorreu as medidas eletroquimica, com a
utilizacdo de uma mascara também cortada na impressora de corte e utilizando o
mesmo vinil adesivo (etapa E). Por fim, foi recortado o excesso de poliéster ao

redor dos arranjos e finalizado a confec¢do dos SPCE!*,
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FIGURA 3.1 - Fabricagdo dos dispositivos contendo o arranjo com os 8 eletrodos de trabalho,
referéncia e auxiliar.

=

Fonte: A autora.
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3.8 Conjugacao entre o anticorpo secundario e a nanoparticula de
prata

Para a formagcdo do bioconjugado final ¢ necessario a
funcionaliza¢do da a AgNP com o anticorpo secundario, sendo utilizado o anti-
IgG humano. Para isso seguiu-se o procedimento descrito por Hao et al. que esta
esquematizado na FIGURA 3.2 3. Iniciou-se com a transferéncia de 1 mL da
dispersao das AgNPs para um microtubo de 2 mL, e entdo adicionou-se 20 pL da
solucao de glutationa (GSH) 0,1 mg/mL tendo a fun¢dao de modificar a superficie
das nanoparticulas com grupos tiol. Foi incubado por 1 hora a temperatura
ambiente em agitacdo lenta e constante. Apds isto, foi adicionado mais 117 pL de
TF 0,1 mol/L e pH 7,4, para manter o pH constante, no microtubo e incubado por
mais 1 hora nas mesmas condicoes. As particulas foram lavadas 3 vezes utilizando
o TF 0,01 mol/L e pH 7,4 utilizando uma centrifuga na rotagdo de 14.000 rpm por
15 minutos a cada lavagem. As particulas foram ressuspendidas para 500 pL. em
TF 0,01 mol/L, pH 7,4 e adicionado 500 pL do anti-IgG humano (1 pg/mL) mais
250 pL de glutaraldeido 0,5%. O glutaraldeido foi adicionado para auxiliar na
ligagdo entre o anti-IgG humano e a AgNP, reticulando-os'*. A mistura foi
incubada por 1 hora a 37°C em 400 rpm, sendo posteriormente as particulas
lavadas da mesma forma que foi anteriormente, sendo ao final ressuspendidas

para I mL em TF 0,01 mol/L e pH 7,4.
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FIGURA 3.2 - Etapas para a conjugacao entre AgNP e o anti-IgG humano.

Fonte: A autora.

3.9 Caracterizacao do conjugado anti-IgG-AgNP obtido

Para que fosse verificado se realmente ocorreu a conjugacao entre o
anticorpo secundario Anti-IgG humano e a AgNP, foi realizado a caracterizagdo a
partir da Espectrofotometria de UV-visivel. Para isso se utilizou a dilui¢do 1:5 do
conjugado AgNP/Ab,, sendo realizada a varredura entre os comprimentos de onda
200 a 600 nm, em uma cubeta de quartzo de 100 pL. Para a varredura do branco

foi utilizado a 4gua ultrapura.

3.10 Ancoragem do peptideo a particula magnética

A ancoragem do peptideo sintético nas PMs foi realizada de acordo
com o protocolo do fabricante das particulas'®. Na FIGURA 3.3 sdo apresentadas
etapas do processo.

O procedimento se iniciou com a lavagem das PMs com o tampao
MES 50 mmol/L pH 5,2, sendo utilizado a separagao magnética por meio de imas
de neodimio. Em seguida, foi realizada a ativa¢do dos grupos carboxilicos na
superficie das PMs utilizando 1 mL da solucdo de EDC (0,4 mol/L)/NHS (0,1
mol/L), mantido em agita¢do suave em um agitador rotativo por 30 minutos. O

EDC tem a fun¢do de ativar os grupos carboxilicos presentes na superficie das
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PMs promovendo a ligagdo entre os grupos carboxilico nas particulas e os grupos
amina do EDC. A utilizacdo do NHS vem para estabilizar essa nova estrutura que
¢ muito instavel.

Foram realizadas 3 repeticOes de lavagens com tampao MES (50
mmol/L pH 5,2) e entdo adicionou-se o peptideo sintético (10 pg/mL) e manteve-
se sob agitagdo por 24 horas no agitador rotativo. Em seguida, foi lavado
novamente 3 vezes com TF contendo Tween-20 0,05% (m/v) para a remog¢ao dos
peptideos ndo ancorados as PMs. Apds, foi adicionado 1 mL de etalonamina (1
mmol/L) que por ser uma molécula pequena, utiliza-se para o bloqueio dos sitios
de ligagcdo nao especificos e agitado por 1 hora, sendo lavado 3x com TF-Tween
20 0,05% v/v. O bioconjugado foi suspenso em 1 mL neste mesmo tampao e

armazenado a 4°C por até 21 dias*.

7Y _ MESpH52
& 50 mmollL EDC (0,04
mol/L)/NHS
{\ OmorL) ¥ {\ (\
- Agitacio 30 -} Incubagdo de 30 ¢ o Incubagdo de ~ T— Incubagio de " w—
segundos minutos 24 horas 1 hora
3 Lavagens com 3 Lavagens com 3 Lavagens com
MES TF-TW 20 TF-TW 20
(0,05%) (0,05%)
Particula magnética Peptideo sintético (10 PM decorada com o peptideo
(PM) ng/mL)
Etanolamina 7 PM decorada com peptideo e seus
(1 mmol/L) demais sitios ativos bloqueados

FIGURA 3.3 — Etapas envolvidas na imobiliza¢ao covalente do peptideo sintético nas particulas
magnéticas.

Fonte: A autora.

3.11 Peptideos sintéticos

O peptideo APDDPAWQNIFNLRR (95% de pureza) ¢ derivado de
uma parte da sequéncia de aminoacidos da proteina 85B (patente

BR1020150047800). O peptideo sintético adquirido foi aliquotado em &agua e
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armazenado a -20°C até o uso, sendo diluido em PBS pH 7,4 na concentracao

desejada.

3.12 Amostras de soro

Para a obten¢do do soro, as amostras de sangue foram coletadas e
centrifugadas por 10 minutos a 1000 rpm em temperatura ambiente. O soro foi
armazenado a -20 °C até o uso e todos os experimentos foram realizados de acordo
com a Declaragdao de Helsinque de principios éticos e aprovado pelo Comité de

Etico em Pesquisa em Humanos (n° 1080.005.11.02, CEP/SD).

3.13 Captura e separacao do anti-M. leprae em amostras de soro

Para a captura e separacao da anti-M. leprae se utilizou 20 uL da PMs
modificada com o peptideo sintético e 300 uL da diluicao1:50 de uma amostra de
individuo positivado para hanseniase MB, sendo esta diluicdo ja estudada pelo
grupo. Para o branco foi utilizado o soro de bezerro na mesma dilui¢do. A mistura
foi colocada em um agitador rotativo e deixado em agitag¢ao lenta por 30 minutos,
a fim de ocorrer a liga¢do entre o peptideo ligado a PMs com a anti-M. leprae.
Logo apds, passando por 3 lavagens com TF-Tween 20 0,05% (v/v), utilizando a
separagao magnética para a eliminagdo de interferentes da amostra de soro. Foi
entdo adicionado 20 pL. da AgNP marcada com anti-IgG humano e agitado por 1
hora, para que ele se ligue ao anti-M. leprae formando uma estrutura tipo
sanduiche, que esté representado na FIGURA 3.4. Posteriormente apds 3 lavagens
para eliminar os anticorpos marcados que ndo reagiram ressuspendeu-se o
bioconjugado formado em 700 pL em TF 0,01 mol/L pH 7,4. As etapas que

ocorrem para a formacao do bioconugado final estdo na FIGURA 3.5.
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FIGURA 3.4 — Etapas de captura e separagdo magnética do anti-M. leprae da amostra de soro
e da adi¢do do anti-IgG-AgNP para formagdao do bioconjugado que ira permitir a detecg¢ao
eletroquimica do alvo.

Fonte: A autora.
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FIGURA 3.5 - Representagdo das etapas para a formagao do bioconjugado, onde em 1°: ligagdo
entre PM modificada com pepetideo sintético e o anticorpo anti-M. leprae; 2°: ligacdo entre o
bioconjugado anti- M. leprae/PM e o Ab/AgNP; 3° complexo final.

Fonte: A autora.

Na FIGURA 3.6 esta representado como o bioconjugado sanduiche
fica no eletrodo de trabalho. Nele as PMs modificadas com o peptideo sintético
sdo atraidas pelo ima, arrastando o anticorpo alvo e consigo o anticorpo
secundario ligado a nanoparticula de prata. Ao aplicar o potencial € possivel obter

o sinal eletroquimico da prata.
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FIGURA 3.6 - Esquematizacdo do sistema utilizado para a detec¢do do anti-M. leprae no
sanduiche utilizando SPEs e imas.

FONTE: Adaptado de Hao et al..
3.14 Modificacao dos eletrodos de trabalho com as AgNPs

Eletrodos modificados foram utilizados em apenas uma etapa da
avaliagdo das otimizagdes dos paradmetros experimentais, sendo essa, na avaliagao
de diferentes eletrolitos a serem utilizados, contidos no item 4.3.2.

Para a modificagdo utilizou-se 5 uLL da dispersao das AgNPs em cada
eletrodo de trabalho do arranjo de 8 células. Foi deixado em repouso por 24 horas
na auséncia de luz, e retirado com uma micropipeta, o excesso de dispersao que

nao secou.

3.15 Planejamento Fatorial 24 com ponto central

Com a utilizagdo de um planejamento fatorial 2* com ponto central
foi encontrado as melhores condi¢des experimentais para as variaveis avaliadas.
Nesse planejamento, como observado na TABELA 3.5 avaliou-se quatro
variaveis, sendo ela concentragdo de particula magnética sem modificagdo (v1),

concentragdo de peptideo sintético (v2), sendo as varidveis 1 e 2 utilizadas na
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etapa de modificagdo das PMs com os peptideos. As outras duas variaveis
avaliadas foram os dois tempos necessarios para formar o imunocomplexo, sendo
o tempo de captura (v3) necessario para que ocorra a captura do anticorpo anti-
M. leprae no bioconjugado PM/Pep. E por ultimo, o tempo de incubagao (v4),
necessario para que ocorra a ligacdo entre o anticorpo alvo com a AgNP/Abs,

formando o biocomplexo final.

TABELA 3.5 — Parametros experimentais do imunoensaio proposto referentes utilizados no
planejamento e os respectivos niveis codificados.

Parametros Variaveis -1 0 +1
Cem (Mg mL™) vl 5,70 11,40 17,10
Cpep (Mg ML) v2 10 20 30
Tempo de captura (min) v3 10 20 30
Tempo de incubacéo v4 10 20 30
(min)

As variaveis foram codificadas em -1 e +1, sendo realizados
experimentos de 1 a 20, de forma que do experimento 17 ao 20 sdo réplicas
realizadas no ponto central. Os experimentos com a suas variaveis codificadas

estao contidas na TABELA 3.6.

TABELA 3.6 — Resultados experimentais do planejamento paras as variaveis 1 (CPM), 2
(Cpep), 3 (tempo de captura) e 4 (Tempo de incubagao).

Exp. vl v2 v3 v4
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
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9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0

Para cada experimento foram avaliadas duas amostras, sendo o
branco e uma amostra MB na dilui¢cdo 1:50. As variaveis independentes foram as
respostas normalizadas de valores de AF (%), sendo calculado utilizando a Eq.
3.1. Mantiveram-se fixas as condi¢cdes do bioconjugado AgNP/Ab, (1 mL da
dispersao das AgNPs e 1 pg/mL de anti-IgG humano) e para a modificagao das
PMs (etanolamina 1 mmol/L e EDC/NHS 0,1 mol/L).

AF (%) — (Iamostra_lbranco) X 100 Eq 31

Ipranco

Realizado o planejamento fatorial 2* com ponto central, pode-se
obter uma equagao geral como representado na Eq. 3.2. Posteriormente adquirido
a equacao que represente o modelo, pode-se construir os graficos de contorno,

105

utilizando um template fornecido por Pereira e Pereira-Filho'*> no Excel, de forma

que se verificou as regides de resposta maxima.

AF (%)=bIvl + b2v2 + b4v4 + b12vIv2 + bl4vIv4d + b24v2v4 Eq. 3.2
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3.16 Avaliacao da reprodutibilidade e repetibilidade do magneto-
imunoensaio

Para avaliar a repetibilidade do imunoensaio foram analisados 5
imunoensaios da mesma amostra utilizada em todas as avaliacdes dos parametros
com as melhores condi¢des encontradas. Os imunoensaios foram realizados no
mesmo dia e, ja a precisdo intermediaria foi realizada analisando 5 imunoensaios
preparados em dias diferentes. Para a avaliacdo, foi utilizado o desvio padrdo
relativo (DPR (%)) das réplicas, contido na Eq 3.3, sendo DP o desvio padrao e

X a média.

DPR (%) ==+100 Eq3.3
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Reacao de formacao das nanoparticulas de prata

A reacdo que ocorre entre 0 AgNOs e o NaBH4 € uma oxirredugao,
na qual o nitrato de prata tem a fun¢do de oxidante enquanto o borohidreto de
sodio age como redutor e estabilizador. O NaBH, auxilia evitando a agregagado
das particulas, por meio dos ions BH4 irdo ser adsorvidos na superficie das
AgNPs, gerando repulsdo eletroestatica, como esquematizado na FIGURA 4.1.
Assim, ele deve estar em leve excesso na rea¢do, como mostra a EQUACAO 4.1,
porém caso esteja em quantidades muito acima do necessario, pode ser promovido
o efeito inverso, no qual o excesso de ions BH4 causam a agregacdao das
particulas'%. Além disso, é importante destacar que o NaBH, ¢ um agente redutor

forte sendo necessario o resfriamento do meio reacional e a adi¢do gota a gota do

AgNO373.

2AgNO3(aq) + 2NaBH4(aq) — 2Ag(s) + Hz(g) + B2H6(aq) + 2NaNO3(aq) Eq 4.1

Hy BH, Hy .-
BH; — ° BH, —4 BH,
BH. ) BH y » BH,
‘[ AgNP | ~ BHy| AgNP |
/ BH, / BH,
NaBH BH, : BH,
a 4 _ [ _ BH4_ R BH _
Ag"‘ —- BH4 BH4 BH4_BH4_ 4
H, B
BH, - DM
BH"—;. A .lll
\ AN BH
BH, g
BH, gy, DT

FIGURA 4.1 — Representacao esquematicas da formacao das AgNPs e dos ions borohidreto
adsorvidos na superficie das AgNPs

Fonte: Adaptado de Duran et al.!?’,
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4.1.1 Caracterizagdo por espectrofotometria na regido do UV-vis

Por meio da caracterizacao por espectrofotometria na regido do UV-
vis, foi possivel verificar o perfil de absorc¢ao da dispersao de AgNPs, sendo que
o pico maximo de absorbancia foi obtido em 390 nm, como observado na
FIGURA 4.2. O pico de absor¢do obtido proximo a 400 nm ¢ caracteristico das

AgNPs, confirmando, portanto, a efetividade da sintese realizada'®®.

0,3
390 — AgNP
0,2 -
S
<
0,1
0,0 -
300 350 400 450 500 550 600
A(nm)

FIGURA 4.2 - Espectro de absorc¢ao da dispersao das AgNPs sintetizadas.

Fonte: A autora.

Outra caracteristica das AgNPs ¢ a sua coloracao da dispersao, sendo
a cor amarela caracteristica para da presenca destas nanoparticulas. Tal cor ¢
resultado da absorcdo da radiagdo eletromagnética em ressonancia com o0s
plasmons de superficie conforme descrito na Introducao. Assim, com o aumento
do didmetro das particulas de prata, a cor amarela passa para a laranja e
posteriormente, para o violeta, até atingir a coloragdo caracteristica da prata
macroscopica’. A FIGURA 4.3 apresenta a dispersdo das AgNPs obtida ao final

do processo de sintese.
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FIGURA 4.3 - Dispersdo de AgNPs obtidas via sintese com NaBH4 e a sua coloragao
caracteristica.

Fonte: A autora.

4.1.2 Caracterizagdo das AgNPs por Microscopia FEletronica de
Transmissdo e por Espectroscopia por Energia Dispersiva

Por meio da analise de Microscopia Eletronica de Transmissao foi
possivel avaliar a morfologia e tamanho das AgNPs obtidas. Na FIGURA 4.4A ¢
possivel observar que as nanoparticulas possuem estruturas em formato esférico.
Avaliando os tamanhos das particulas obtidos foi possivel construir o histograma
apresentado na FIGURA 4.4B. Nele ¢ observado que a maioria das nanoparticulas
tem tamanhos entre 15 ¢ 20 nm, sendo a média de 18,0 £ 5,5 nm de diametro.
Esse resultado ¢ semelhante com a literatura para a reagao de sintese utilizada para

a formagdo das AgNPs®,
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FIGURA 4.4 - Caracterizagao por MET das AgNPs sintetizadas. A) Imagem das particulas; B)
Histograma com os valores de didmetros calculados.

Fonte: A autora.

Uma andlise de Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS),
acoplado ao microscopio eletronico de transmissdo, permitiu confirmar a
composicao das AgNPs. A partir da FIGURA 4.5 ¢ possivel observar que foi
detectado os elementos prata e cobre, de forma que a prata advém das
nanoparticulas, enquanto que o cobre € originario do grid utilizado como suporte
para o filme de carbono amorfo, onde foi depositado as AgNPs. Isso indica que
esses dois elementos estdo em quantidades detectaveis, podendo haver outros
elementos, mas em concentragdes mais baixas do que o limite de deteccdo do

equipamento.

600+ M EDX STEM DF Area 1

400

Counts

200

u
Cu Ag

Energy (kev)

FIGURA 4.5 — Caracterizagao das AgNPs por EDS.

Fonte: A autora.
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4.2 Caracterizacio da formacao do conjugado Ab-AgNP

Antes de qualquer otimizacdo do método proposto, foi necessario
avaliar a ligagdo entre o anticorpo anti-IgG humano (ab,) e as AgNPs. Para isso
se realizou a medida do espectro de UV-visivel tanto das AgNPs puras quanto do
bioconjugado Ab,-AgNP, FIGURA 4.6. Para ambos os espectros, foram obtidas
bandas de absorbancia maxima em 390 nm e 398 nm. Como afirmado no capitulo
anterior, € caracteristica para AgNPs maximos de absor¢do proximos a 400 nm. A
confirmag¢do da ocorréncia da ligagcdo entre o anticorpo € a nanoparticula se deu
por meio da diminui¢do da absorbancia para a dispersao contendo o bioconjugado.
Essa diminuigdo, como apontado por Wu ef al. ¢ um indicativo da conjugagao.
Esse resultado mostra que os sitios ativos presentes na superficie da nanoparticula
marcada com glutationa, foram preenchidas pelas moléculas do anticorpo,

ocorrendo imobiliza¢do do mesmo'%.

0,4 4 - AgNP

0,31

Abs

0,2 -

0,1-

0,0

200 250 300 350 400 450 500 550 600
A(nm)

FIGURA 4.6 - Espectro UV-vis das dispersoes de AgNPs e Ab,-AgNP.

Fonte: A autora.
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4.3 Avaliacdo dos parametros experimentais referentes ao
imunoensaio proposto

Neste item, serdo apresentados alguns estudos de parametros
referentes as diferentes etapas necessarias para a aplicacio do magneto-
imunoensaio proposto. Em todos os experimentos realizados para a avaliagao dos
parametros, com exce¢ao da etapa de avaliagdo do eletrdlito utilizado, foi
realizado o magneto-imunoensaio. Primeiramente foi modificado a particula
magnética com o peptideo sintético, como descrito no item 3.10. Em outro
microtubo, foi marcado a AgNP com o anticorpo secundario, estando descrito no
item 3.8. Para a ultima etapa, onde se formou o bioconjugado final, seguiu-se o
procedimento descrito no item 3.13, capturando o anticorpo alvo anti-M. leprae.
Nesta etapa utilizou-se uma amostra de um paciente ja diagnosticado com a
hanseniase MB, na diluicao de 1:50. Em um microtubo, a aliquota da amostra foi
incubada primeiro com a PM modificada, para que o alvo fosse capturado pela
PM modificada, e apds as lavagens, foi novamente incubada com a nanoparticula
marcada com o anticorpo secundario. Ao final, em cada eletrodo de trabalho do
arranjo de 8 células, foi adicionado 40 pL do material j& ressuspendido em TF
0,01 mol/L em pH 7.,4.

A técnica DPV foi utilizada na etapa de deteccdo no qual as AgNPs
atuam como marcador eletroquimico. Como referéncia dos parametros para DPV
utilizou-se o trabalho de Beck et al.. Foi realizado um pré-tratamento com o
intuito de concentrar o bioconjugado com a nanoparticula no eletrodo de trabalho.
Foi aplicado um potencial de 1,25 V por 60 segundos a fim de promover a
oxidagdo da prata presente nas AgNPs, seguida da aplicagdo um potencial de -0,8
V por 30 segundos que promoveu a reducao de prata que previamente oxidada.
ApOs estas etapas foi realizada a DPV iniciando em -0,25 V e finalizando em 0,3
V de forma a promover a oxidag¢do da prata com formagdo de um pico anddico!®.
O perfil voltamétrico para as AgNPs utilizando o método acima estd na FIGURA

4.7.



39

(-

-0,1s -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10
E (V) vs Ag/AgCl

FIGURA 4.7 - Voltamograma obtido por DPV para eletrodo modificado com AgNP em TF 0,1
mol/L e pH 7,4.

FONTE: A autora.

4.3.1 Avaliacdo diluicdo da amostra de soro positiva

Uma vez que ndo possuimos o anticorpo anti-M. leprae utilizamos
amostras de paciente positivo para hanseniase MB como referéncia para os
estudos. Desta forma realizamos um estudo prévio, com o intuito de verificar qual
a melhor diluicdao da amostra. Isso decorre do fato que ainda ndo € possivel obter
comercialmente padrdoes para esta doenga. Sendo assim, trabalhou-se com
amostras de soro em diferentes dilui¢des, sendo avaliado qual obteria uma maior
resposta de corrente e seria, portanto, utilizada nos estudos posteriores. Como
observado na FIGURA 4.8, a dilui¢ao escolhida para ser utilizada no restante do
trabalho foi a de 1:50, pois além de apresentar maior resposta de corrente de pico,
também apresentou uma boa diferenciagdo entre a resposta do branco e a da

amostra.
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FIGURA 4.8 — Avaliacao da dilui¢do da amostra de soro de paciente positivo hanseniase MB e
do branco utilizando o imunoensaio proposto.

Fonte: A autora.

4.3.2 Avaliagdo do uso de diferentes eletrolitos e suas respostas de
corrente

Neste trabalho, foram avaliados seis eletrolitos de suporte diferentes,
sendo o cloreto de s6dio, o acido cloridrico, o cloreto de potéssio, o acido nitrico,
o tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 ¢ o TF pH 7,4, todos na concentracao de
0,1 mol/L. Nesta etapa ndo foi utilizado o biocomplexo sanduiche como no
restante do trabalho, mas sim eletrodos modificados com as AgNPs, gotejando 5
uL da dispersdao sobre cada de eletrodo de trabalho. Para as medidas
eletroquimicas, foi adicionado 40 pL do eletrolito a ser avaliado e iniciado a
medida eletroquimica. Como observado na FIGURA 4.9B, as respostas obtidas
mostram que o maior valor de corrente obtido foi com PBS, porém o desvio-

padrao para esse eletrélito também foi o mais elevado. A segunda maior resposta
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foi obtida com uso do TF, que apresentou um desvio-padrdo menor e por esse
motivo foi o eletrélito escolhido para dar continuidade no projeto. A resposta
obtida para o HNO; foi a que apresentou menores valores de corrente de pico e
perfil diferente dos outros eletrolitos estudados. Nos demais eletrolitos, havia a
presenca de anions que reagem com a prata, seja levando a formagdo de
precipitados ou ions complexos. Ja a prata em acido nitrico havia a presenca
somente de NO3;. Como ha a presenga dos contra-ions cloreto (Cl") e fosfato
(PO4*), a prata ira reagir levando a formac¢do de precipitados como cloreto de
prata (AgCl) e fosfato de prata (Ag;PO4)!''°, mesmo que o ion fosfato esteja em
baixa concentracao, devido ao pH do meio. Desta forma com todos os eletrolitos
utilizados observa-se um deslocamento dos picos para valores de potenciais mais
negativos, com excecdo do HNO; conforme se observa na FIGURA 4.9A. Os
valores de contante de solubilidade para o AgCl e AgsPO4 sdo respectivamente

1,82 x 10°¢ 2,8 x 10718 a 25°C, enquanto que para o complexo [AgCl,] o valor

de constante de complexacio é de 1,7 x 10° !,
A) 50 —a | B o)
e KCI1
40 — o, sl
= PBS
~ ] e TR ~
3 30 § 3.
e ~" 201
10+
10
0‘ _—
. : . ; ; 5
-02 -01 00 01 02 03 NaCl HCI KCl HNO, PBS TF

E (V) vs Ag/AgCl

Eletrolitos

FIGURA 4.9 - Avaliagdo da resposta eletroquimica das AgNPs utilizando diferentes eletrolitos
de suporte com concentragdo de 0,1 mol/L. A) Voltamogramas obtidos com os diferentes
eletrolitos de suporte; B) Média das correntes de pico obtidas com cada eletrolito de suporte.
n=4

Fonte: A autora.



42

4.3.3 Avaliacdo da influéncia da quantidade Ab2-AgNP

Com o objetivo de otimizar o imunoensaio, avaliou-se a influéncia
da quantidade de bioconjugado Ab,-AgNP na resposta eletroquimica do método.
Para isto, foram adicionados diferentes volumes da dispersdao do bioconjugado
Ab,-AgNP que foi previamente preparado, sendo esses de 10, 20, 30 e 50 uL. Na
FIGURA 4.10 sao apresentados os resultados obtidos neste estudo, e € possivel
observar que o volume de 20 pL foi o que apresentou melhor resposta de corrente
para a amostra de paciente positivo MB, além de também apresentar maior
diferenciacdo entre a resposta do branco e a da amostra, sendo, portanto, o volume

escolhido para dar continuidade aos estudos.

[ Branco

[ Positivo MB

I, (LA)

10 20 30 50
Volume (pL)

FIGURA 4.10 - Avalia¢dao do volume de conjugado Ab2-AgNP utilizado no imunoensaio. A)
DPV para o volume de 20 uLL. de Ab2-AgNP do branco e amostra positiva; B) Média dos valores
de corrente anoddica obtidas para os diferentes volumes de AgNP utilizados e diferentes
amostras. n=4

Fonte: A autora.
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4.3.4 Avaliacdo da resposta eletroquimica variando a forma de
utilizagdo dos imds

Outra otimizacao do método envolveu a forma como os imas de
Neodimio sdo posicionados externamente sob os eletrodos de trabalho. Como
descrito anteriormente, a utilizagdo das PMs garante a captura e separagdao do
biomarcador da matriz da amostra eliminando a influéncia possiveis interferentes.
Além disso, as PMs permitem que ocorra a pré-concentracdo do analito na
superficie do eletrodo de trabalho com a utilizagdo de imas que sdo posicionados
atras dos eletrodos de trabalho. Sendo assim, foi avaliado duas formas diferentes
de se utilizar os imas nos eletrodos de trabalho: 1) utilizando um suporte com os
imas encaixados de forma fixa, onde esse suporte foi encaixado diretamente no
terminal de contato elétrico do potenciostato, como observado na FIGURA 4.11A,
podendo ser colocado o arranjo de eletrodos de forma que os imas ficassem
posicionados logo abaixo dos eletrodos de trabalho, como pode ser observado na
FIGURA 4.11B. 11) A outra forma foi colar os imds manualmente, com o auxilio
de uma fita adesiva dupla face, no verso do arranjo, de forma que ficassem
posicionados exatamente atrds de cada eletrodo de trabalho. O arranjo de
eletrodos com as diferentes formas de posicionar os imas estdo representados na
FIGURA 4.11. Outro detalhe importante foi que os imas tinham formato

cilindrico, tendo o mesmo didmetro dos eletrodos de trabalho (3mm).

Suporte com imas

A) ” = fixos
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FIGURA 4.11 - Representacdo do uso da base de imas. A) Base de imas acoplada no contato
do potenciostato; B) Dispositivo eletroquimico encaixado no contato em acima dos imas.

Fonte: A autora.

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que os imas posicionados
de forma manual apresentaram respostas com valores de corrente mais elevadas,
além de uma maior diferenciagdo entre os resultados de correntes obtidos para o
branco e para a amostra de paciente positivo MB, do que aquelas obtidas
utilizando o suporte com os imas fixos (FIGURA 4.12). Isso se deve
principalmente, por conta de, ao se utilizar o suporte com imas, os eletrodos de
trabalho nao ficavam tdo proximos dos imds como seria necessario ¢ podem
mesmo ficar ligeiramente desalinhados. Sendo assim, optou-se por utilizar a
forma dos imas colados manualmente, como forma de se obter respostas de
correntes maiores. Uma solucdo para este problema seria desenvolver um suporte
com caracteristicas que permitam fixar o arranjo de eletrodos de forma mais

efetiva e que esta previsto de ser desenvolvido como trabalho futuro.

2.5 - Branco
’ [ Positivo MB

Manual Suporte

FIGURA 4.12 - Avaliac¢ao da resposta do ensaio imuno-magnético aplicados em amostra do
branco e do soro de paciente positivo MB utilizando os imas fixados manualmente sobre os
eletrodos de trabalho e com o uso do suporte com os imas fixados.
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Fonte: A autora.

4.3.5 Avaliacdo da resposta eletroquimica variando dois operadores

Por fim, avaliou-se a viabilidade do método desenvolvido frente a
execu¢do por mais de um analista. O intuito foi verificar ser haveria grande
diferencas entre as respostas obtidas pelos diferentes operadores. A FIGURA 4.9C
mostra que ndo houve diferencas significativas nos resultados de corrente obtidos
para ao aplicar o método em uma mesma amostra de soro de paciente positivo
MB. Na FIGURAS 4.9A ¢ 4.9B, ¢ possivel observar que os perfis voltamétricos
obtidos sdo semelhantes. Aplicando o teste ¢ para os resultados de resposta de
corrente, foi de obtido um valor de 0,053 que € menor do que valor tabelado de
2,78 portanto, constata-se que nao ha diferenca significativa entre os resultados

obtidos pelos diferentes operadores.
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FIGURA 4.13 - Avaliacao da aplicacdo do método por diferentes analistas. Voltamogramas
obtidos para o branco e amostra de soro de paciente positivo MB com A) para o operador 1 e
B) operador 2. C) Grafico de barras com as respostas de correntes obtidas por cada analista.
n=4

Fonte: A autora.
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4.4 Avaliagao dos principais parametros do imunoensaio proposto
utilizando planejamento fatorial 24 com ponto central

Um planejamento fatorial 2* com ponto central foi executado a fim
de avaliar os principais parametros experimentais com o intuito de se obter as
melhores condigdes experimentais. Buscou-se a maior resposta eletroquimica
como aquela capaz de melhor diferenciar as respostas de branco de uma amostra
de soro de paciente diagnosticado com hanseniase MB. Assim, foi organizado
inicialmente com um planejamento fatorial 2* (experimentos de 1 a 16) com as
variaveis codificadas entre —1 e +1 sendo que os experimentos de 17 a 20
representam as quatro réplicas do ponto central (variaveis codificadas em 0). A
varidvel independente foi as respostas normalizadas entre o branco e a amostra
(AF (%)). As varidveis dependentes em seus respectivos niveis de variagdo e as

respostas obtidas estdo descritos na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 — Resultados experimentais do planejamento paras as varidveis 1 (CPM), 2
(Cpep), 3 (tempo de captura) e 4 (Tempo de incubagdo); e as respostas normalizadas entre o
branco a amostra (AF (%)).

EXxp. vl V2 v3 v4 AF (%)
1 -1 -1 -1 -1 471,14
2 +1 -1 -1 -1 143,95
3 -1 +1 -1 -1 267,80
4 +1 +1 -1 -1 196,96
5) -1 -1 +1 -1 121,07
6 +1 -1 +1 -1 461,52
7 -1 +1 +1 -1 233,73
8 +1 +1 +1 -1 128,91
9 -1 -1 -1 +1 1.894,13
10 +1 -1 -1 +1 544,90
11 -1 +1 -1 +1 206,53
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12 +1 +1 -1 +1 193,99
13 -1 -1 +1 +1 1.305,20
14 +1 -1 +1 +1 81,92

15 -1 +1 +1 +1 410,66
16 +1 +1 +1 +1 359,82
17 0 0 0 0 1.479,66
18 0 0 0 0 1.995,00
19 0 0 0 0 1.416,03
20 0 0 0 0 1.628,88

Inicialmente, foi elaborada uma matriz principal com os efeitos de 1
a 15 e a resposta, sendo: efeito 1 (v1), efeito 2 (v2), efeito 3 (v3), efeito 4 (v4),
efeito 5 (interacao vl e v2), efeito 6 (vl e v3), efeito 7 (vl e v4), efeito 8 (v2 e
v3), efeito 9 (v2 e v4), efeito 10 (v3 e v4), efeito 11 (v1, v2 e v3), efeito 12 (v1,
v2 e v4), efeito 13 (v1, v3 e v4), efeito 14 (v2, v3 e v4) e efeito 15 (interagdo entre
todas variaveis). Assim, o modelo foi avaliado empregando a rotina “fabi_efeito”
para determinar quais efeitos sdo mais importantes para obter os melhores
resultados. Para isso, foi calculado a variancia experimental (21.898,64), erro
experimental (147,98) e o erro de um efeito (36,99) por meio dos resultados
obtidos nas réplicas do ponto central. Na FIGURA 4.14A ¢ apresentado o gréafico
de porcentagem que cada efeito impacta na resposta enquanto na FIGURA 4.14B
sdo apresentados os efeitos significativos em um intervalo de confianca de 95% e
t = 3,18 para grau de liberdade igual a 3 uma vez que havia 4 réplicas no ponto

central.
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FIGURA 4.14 - Significancia dos efeitos referentes as variaveis 1 (Cpm), 2 (Cpep), 3 (Tempo de
captura) e 4 (Tempo de incubagdo).

Fonte: A autora.

Como pode ser observado na FIGURA 4.14A, os efeitos 1, 2, 4, 5
(interacdo entre v1 e v2), 7 (interacao entre vl e v4), 9 (interacdo entre v2 e v4) e
12 (interagdo entre v1, v2 e v4) foram que apresentaram maior porcentagem e
influéncia na resposta, totalizando em 88%. Na FIGURA 4.14B podem ser
observadas trés retas: uma azul e duas em vermelhas que indicam os intervalos de
confianga. Dentro do intervalo de confianca sdo representados os efeitos
insignificantes e, portanto, desconsiderados da matriz. Com base em ambas as
figuras anteriores, nenhum efeito que envolva a varavel 3 foi significativo para o
modelo, portanto a variavel 3 pode ser empregada em qualquer nivel uma vez que
ndo influencia na resposta obtida com o imunoensaio.

A nova matriz, contendo somente os efeitos significativos, foi
avaliada por meio da mesma rotina anterior. Os valores de varidncia experimental
(53.721,49), erro experimental (231,78), erro de um efeito (115,89) e valor de t =
2,31 (grau de liberdade igual a 8) foram recalculados por meio das novas réplicas
contidas na matriz € os novos graficos foram obtidos. A porcentagem de
significancia dos efeitos recalculados esta representada na FIGURA 4.15A e na

FIGURA 4.15B estao os efeitos em relacao ao intervalo de confianca.
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referentes as variaveis 1 (Cpm), 2 (Cpep), 3 (Tempo de captura) e 4 (Tempo de incubagao).

Fonte: A autora.

Como pode ser observado, todos os efeitos selecionados se
apresentaram como significativos para o modelo. Sendo assim, os valores de cada
efeito e o valor de cada coeficiente (metade do efeito) foram obtidos e sdo
apresentados na TABELA 4.2. Os valores dos coeficientes (bi) sao importantes

para determinar a equagdo do modelo e para gerar os graficos de contorno.

TABELA 4.2 - Valores dos efeitos significativos e os respectivos coeficientes.

Efeito Interacéo Coeficiente
1 vl -349,79 bl -174,90
2 v2 -378,18 b2 -189,09
3 v4 371,51 b4 185,76
4 vliev2 290,03 b12 145,02
3) vievd -309,18 b14 -154,59
6 v2 e v4 -285,61 b24 -142,81
7 vl, v2ev4 337,26 b124 168,63

Com os valores dos coeficientes significativos do planejamento

fatorial 2° atual, foi possivel determinar a equagdo que representa o modelo e gerar



50

os graficos de contorno a cada duas varidveis conforme apresentado na FIGURA

4.16, a seguir ¢ apresentado a equagdo do modelo (4.2):

AF (%)= —174,90v] — 189,09v2 + 185,76v4 + 145,02v1v2 — 154,59v1v4
—142,81v2v4 Eq 4.2
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FIGURA 4.16 - Graficos de contorno referentes ao planejamento fatorial 23 relacionando as
variaveis 1 e 2 (A),1e4 (B)e2e 4 (O).

Fonte: A autora.

Por fim, no grafico de contorno ¢ apresentado diferentes regides, que
indicam as condigdes experimentais possiveis relacionadas a duas varidveis.
Como pode ser observado na FIGURA 4.16, as regides que proporcionam maior
AF (%) sao as de coloracao azul claro, sendo as condigdes escolhidas para os
demais estudos. Portanto, a concentragdo de PM escolhida que foi utilizada na
etapa de modificac¢do e ancoramento dos peptideos foi de 5,7 ug mL!. Além disso,
a concentracao de peptideo escolhida para a reacdo de ancoramento nas PMs foi
de 10 pug mL! e o tempo de incubagio escolhido, para formagdo do bioconjugado
final, foi de 30 min. O tempo de captura, foi escolhido como 10 min uma vez que
essa variavel ndo apresentou ser significante para mudar o resultado de forma
eficaz como ja discutido anteriormente. Portanto, o tempo total o imunoensaio foi
de 40 min. Assim, determinadas as melhores condi¢gdes para o imunoensaio deu-
se continuidade ao trabalho sendo validado o planejamento e em seguido o
método foi aplicado nas amostras de coortes de individuos saudéveis e pacientes

diagnosticos com hanseniase MB.
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4.5 Avaliacdo da repetibilidade e precisio intermediaria do
magneto-imunoensaio desenvolvido

Uma vez definido os melhores parametros experimentais, o
imunoensaio foi aplicado em uma mesma amostra de soro. Através de medidas
realizadas no mesmo dia (intradia) e medidas realizadas em dias diferentes
(interdia) foi possivel avaliar a repetibilidade e precisdo intermediaria,

respectivamente. Os resultados intradia obtidos sdo apresentados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 - Valores de média, desvio-padrao e desvio-padrao relativo referentes aos valores
normalizados de corrente para as medidas realizada em um mesmo dia em uma mesma amostra.

Desvio-padrao Desvio-padrao
AF (%) Meédia (%) _
(%) relativo (%)
511,5
591,6
500,9 529.,5 36,9 7,0
509,0
534,7

Na TABELA 4.4 sdo apresentados os valores de corrente

normalizados, a média, desvio-padrao e DPR para as analises realizadas em dias

diferentes.

TABELA 4.4 - Valores de média, desvio-padrao e desvio-padrao relativo referentes aos valores
normalizados de corrente para as medidas em dias diferentes utilizando uma mesma amostra.

. Desvio-padrao Desvio-padrio
AF (%) Média (%) ,
(%) relativo (%)

500,9

508,8

505,9 495,4 41,7 8.4
425,1

536,4




53

Em ambos os estudos, os resultados de DPR para as analises intradia
7,0% e para as analises interdias 8,4%, estdo abaixo de 15%, sendo este um limite

aceitavel para imunoensaios, segundo a literatura '>113,

4.6 Avaliacio do imunoensaio proposto para a deteccio de
anticorpo anti-M. leprae em soro de coortes de individuos
saudaveis e pacientes diagnosticos com hanseniase MB

O ensaio imuno-magnético proposto mostrou-se capaz de detectar o
anticorpo anti-M. leprae em amostras de soro. Para avaliar a capacidade do
imunoensaio em diagnosticar hanseniase, este foi aplicada em coortes de
individuos saudaveis e de pacientes diagnosticados com hanseniase multibacilar.
Com os resultados obtidos, utilizando o programa MedCalc, construiu-se a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) que € uma ferramenta utilizada para
avaliar a capacidade de diagnostico de um método tendo como referéncia
amostras negativas e positivas previamente diagnosticas por métodos
convencionais. A curva ROC obtida ¢ apresentada na FIGURA 4.17. A curva foi
obtida por meio das respostas de corrente normalizada, sendo estas, o AF' (%) para
amostras de individuos negativos para a doencga e positivos classificados como
MB. O valor da area sobre a curva (AUC) foi de 0,813, indicando a eficiéncia do
imunoensaio, sendo que quanto mais perto do valor de 1,0, mais eficiente ¢ o

método.
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FIGURA 4.17 - Curva ROC obtida aplicando o método proposto em amostra de individuos
saudaveis e pacientes diagnosticados com hanseniase MB.

Fonte: A autora.

Um grafico de pontos (FIGURA 4.18) também foi gerado com o
mesmo programa que permite avaliar de forma mais simples os conjuntos de
resultados obtidos com as amostras negativas e positivas. O valor de corte (linha
horizontal) vai indicar os valores referentes aos casos MB e saudaveis, onde o
corte foi1 de >86,5%, sendo valores acima dele sdo referentes a casos MB. Das
amostras de individuos saudaveis, apenas trés de um total de 12 foram
identificadas pelo método como positivas, o que pode indicar um falso-positivo.
Ja para as amostras MB apenas uma obteve resultado falso-negativo. Para o
imunoensaio proposto, a sensibilidade obtida, ou seja, a capacidade do método de
apresentar verdadeiros positivos, foi de 91,7% e a especificidade, sendo a

capacidade do método identificar pacientes saudaveis para hanseniase foi 75%.
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FIGURA 4.18 - Diagrama de pontos referentes aos resultados obtidos com imunoensaio
propostos aplicado nas coortes de individuos saudéaveis e pacientes hansénicos classificados
como MB.

Frente aos resultados obtidos, 0 imunoensaio proposto mostrou-se
promissor para diagnostico de hanseniase MB e capaz de diferenciar individuos
saudaveis dos pacientes positivos. Apesar no numero de amostras utilizadas ser
baixo, o método utilizando nanoparticulas de prata como marcador eletroquimico
e com uso de dispositivo descartdvel mostrou-se bastante interessante podendo
ser uma alternativa simples e de baixo custo para o diagnostico da hanseniase que

poderia vir a ser utilizado no SUS.
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5 CONCLUSOES

Para o desenvolvimento do método proposto neste trabalho,
realizamos a sintese de nanoparticulas de prata e avaliamos a sua utilizacao como
marcador eletroquimico. As AgNPs sintetizadas apresentaram um tamanho
uniforme e a modificagdo destas com o anticorpo secundario foi considerado bem
sucedido, uma vez que o perfil espectrofotométrico do conjugado em comparacao
com as nanoparticulas puras obteve menor absorbancia, sendo um indicativo da
ocorréncia da ligacdo. As otimizagdes univariadas realizadas foram importantes
para encontrar as condigdes mais eficientes do imunoensaio e assim obter a
melhor resposta eletroquimica com maior diferenciagdo entre o branco ¢ uma
amostra referéncia, no caso soro de paciente diagnosticado com hanseniase MB.
O planejamento fatorial realizado, permitiu encontrar as melhores condigdes para
a concentracao de peptideo sintético e das particulas magnéticas, ambos utilizados
na etapa de modificagdo das PMs com os peptideos, alem dos tempos de
incubacdo necessarios para a formacao do bioconjugado final. A avaliacdo da
precisdo intermediaria e repetibilidade apresentaram valores de DPR menores de
15%, o que ¢ aceitavel para imunoensaios. Portanto, pode-se considerar que o
planejamento foi bem-sucedido, sendo possivel encontrar as melhores condi¢oes
para as varidveis estudadas.

Por fim, o estudo da eficiéncia do imunoensaio mostrou que ele
possui sensibilidade e especificidade clinica de 91,7% e 75,0%, respectivamente,
sendo valores considerados bons quando se avalia a capacidade de diagndstico de
novos testes. O método proposto apresentou baixa numeros de falsos positivos e
negativos frente as coortes testadas, apesar no baixo nimero de voluntarios
avaliados. Sendo assim, o método mostrou-se bastante interessante para o
diagnostico de hanseniase MB, sendo capaz de diferenciar pacientes saudaveis de
doentes, podendo ser, portanto, uma possivel alternativa simples e de baixo custo

para ser aplicado no Sistema Unico de Satde.
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