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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

A hanseniase € uma doenca descrita inicialmente pelo pesquisador Gerhard Armauer
Hansen, no ano de 1873, porém é conhecida desde a antiguidade com citagdes de textos
biblicos que a denominavam como lepra, datadas h4 mais de 2000 anos, em Jerusalém
(MATHESON et al., 2009). Contudo questiona-se 0 uso do termo como uma denominagao
genérica a um conjunto de dermatites que, ao longo do tempo, foram classificadas como
outras doencas (CURI, 2010).

Hoje, embora com menos frequéncia, a hanseniase continua sendo confundida com
outras enfermidades, visto que se trata de uma doenca espectral, na qual algumas formas
clinicas ainda representam um desafio para as equipes de salde, pois apresenta sinais e
sintomas de dificil compreensdo, e 0s exames atualmente utilizados ndo possuem uma
sensibilidade adequada a elucidacdo desses casos (KUNDAKCI; ERDEN, 2019).

O Mycobacterium leprae (M. leprae) € o agente etiolégico da hanseniase, e as
caracteristicas desse patdgeno contribuem para dificuldade no controle da doenga. Trata-se de
um bacilo gram-positivo, alcool &cido resistente (BAAR), pertencente a ordem
Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae. Ele mede 1 de a 8um de comprimento e 0,3um
de diametro, disposto no hospedeiro de forma isolada ou formando agrupamentos
caracteristicos chamados globias, unidos por uma substancia chamada gleia. O tempo de
replicacdo desse bacilo é lento, podendo durar até 14 dias e ocorre por divisdo binaria,
prioritariamente dentro de macrofagos ou células de Schwann. Por haver uma predilecao por
areas mais frias, em torno de 30°C, torna-se mais comum encontrar uma maior quantidade de
bacilos nas orelhas e extremidades dos membros (EICHELMANN et al., 2013).

A partir da publicacdo do sequenciamento do genoma do M. leprae, em 2001, estudos
revelaram que essa micobactéria sofreu um processo de evolugédo reducional, resultando na
perda de aproximadamente 2.000 genes, muitos dos quais estavam relacionados a vias
metabolicas importantes, o que explica o comportamento desse patdgeno como parasita
intracelular obrigatorio (COLE et al, 2001). Por esse motivo, ainda ndo ha relatos na literatura
do sucesso no cultivo do M. leprae in vitro. Os modelos de cultivo in vivo do bacilo de
Hansen, por sua vez, apresentam restri¢cdes, sendo o tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) ou

camundongos suscetiveis a unica forma de cultivo do patdgeno, os tnicos modelos animais, o



que dificulta estudos envolvidos com o entendimento da hanseniase e, consequentemente, 0
controle da doenca (EICHELMANN et al., 2013).

A transmissdo do M. leprae é uma das caracteristicas da doenca que ndo esta
completamente elucidada, entretanto, sabe-se que ocorre principalmente por meio das vias
aéreas superiores (BRATSCHI et al., 2015). O adoecimento, entretanto, € uma resposta ao
contato proximo e prolongado entre individuos infectados ndo tratados e pessoas suscetiveis a
infeccdo, apds um periodo de incubacdo que varia de 2 a 7 anos (PATROCINIO et al., 2005;
JOB et al., 2008). Esses individuos sao referidos como contatos domiciliares (HC) e possuem
até 8 vezes mais chances de adoecerem (VIJAYAKUMARAN et al., 1998). Contudo, embora
0 bacilo seja considerado de alta infectividade, apresenta baixa patogenicidade, visto que
apenas 10% dos infectados chegam a apresentar os sintomas da doenca (GOULART e
GOULART, 2009).

E importante ressaltar que, além de pessoas doentes, HCs podem atuar na rede de
transmissdo do M. leprae, visto que em suas mucosas orais sdo geralmente encontradas
grandes quantidades do bacilo (PATROCINIO et al., 2005; NAVES et al., 2009). Desse
modo, a importancia da investigacdo de HCs ndo se resume apenas a possibilidade de um
diagnostico precoce, mas também pelo fato dessas pessoas serem potenciais vetores do bacilo
de Hansen, como ja relatado em pesquisas com swuab nasal (RAMAPRASAD et al., 1997;
WIT et al.,, 1993; BAKKER et al.,, 2006; PONTES et al.,, 2008;). Além disso, regides
endémicas para hanseniase apresentam um numero pequeno de casos multibacilares (MB)
(importantes fontes de M. leprae), reforcando que doentes de hanseniase ndo sdo 0s Unicos
transmissores do bacilo, pois muitos casos novos ndo relatam um histérico de proximidade
com outros pacientes (ARAUJO et al 2012).

Do ponto de vista epidemioldgico, em 2018, segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), foram detectados 208.619 novos casos de hanseniase no mundo, com uma reducéo de
1,2% com relacdo ao ano anterior (211.009 notificacdes) (GLOBAL LEPROSY, 2019). Nesse
cenario, o Brasil ocupa o segundo lugar no mundo na prevaléncia da doenga, atrds apenas da
india. No continente americano, o pais é o detentor do primeiro lugar no nimero de novos
casos, no qual das 30.957 notificacdes, 28.660 foram registradas no territorio brasileiro
(WHO, 2019) (Figura 01).
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No Brasil, a distribuicdo dos casos de hanseniase ocorre de forma bastante
heterogénea. Nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste, os estados do Mato Grosso,
Maranh&o e Tocantins, hiperendémicos para hanseniase, possuem 0s maiores coeficientes de
deteccdo da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). No Maranh&o, por exemplo, segundo
dados de 2018, 3.115 novos casos foram registrados, colocando o estado segundo lugar no
ranking nacional e em primeiro, no Nordeste, em nimero de novos casos, além de uma taxa
de deteccdo de 4,91 casos para cada 10 mil habitantes (SINAN/SVS-MS, 2019). Esses dados
epidemioldgicos reforcam a importancia da aplicacdo de estratégias que favorecam um

diagndstico rapido, capaz de atingir um amplo espectro populacional.

Map 1| Geographical distribution of new leprosy cases, 2018
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Figura 1. Mapa mundial de novos casos de hanseniase em 2018. Disponivel em:
htpp://www.who.int/lep/epidemiology/en.

O diagndstico da hanseniase € essencialmente clinico-epidemiolégico e tem relacdo com
fatores como historia, condi¢cdes de vida do individuo e exame dermatoneuroldgico. Esse
exame busca identificar sinais cardinais da doencga, que sdo lesdes na pele com alteracdo de
percepcao sensorial, danos neurais com ou sem espessamento de nervos, associados a

alteracdes sensitivas, motoras e/ou autonémicas (BRASIL, 2016).

Trata-se de uma doenca espectral, cuja classificagcdo leva em consideracdo aspectos
imunoldgicos, histopatoldgicos e a carga bacilar, que estdo relacionados diretamente com a
resposta imune do hospedeiro frente ao patdgeno. Em um dos polos, tém-se a forma
tuberculoide (TT), com uma resposta imune celular acentuada e pequena quantidade de

bacilos, enquanto que no polo oposto, representado pela forma virchowiana (VV), ha uma
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anergia na resposta imune mediada por células fagociticas, porém com alta producdo de
anticorpos, os quais sao ineficientes no combate ao M. leprae. Entre estas, tem-se as formas
intermediarias: dimorfa-tuberculoide (DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana
(VV), que compartilham caracteristicas das formas polares (RIDLEY E JOPLING, 1966).
Ocorre ainda a classificagdo indeterminada (I), um estagio precoce doenca que, dependendo
da resisténcia do hospedeiro, podendo migrar para outras formas da hanseniase ou evoluir

para a cura espontanea, o que acontece na maioria dos casos (ARAUJO, 2003).

A hanseniase também pode ser classificada operacionalmente com base no nimero de
lesbes e/ou indice baciloscopico. Desse modo, classifica-se como multibacilar (MB) aqueles
pacientes com mais de cinco lesdes ou baciloscopia positiva, € 0 grupo dos paucibacilares
(PB) é representado por individuos com até cinco lesdes ou baciloscopia negativa
(LEPROSY, 1988).

Embora pouco eficiente para o controle epidemiol6gico da doenca, essa classificacao
tem seu valor, uma vez que a identificacdo de pacientes MB pode representar a interrupgéo de
uma parcela da transmissdo de bacilos para pessoas sadias (REECE et al., 2006). Contudo,
outros exames sa0 necessarios para assegurar um diagnostico compativel com as

manifestagdes clinicas do paciente, por mais discretas que estas sejam.

Testes que dependem de andlises laboratoriais microscopicas ainda sao mais comuns na
rotina do diagndstico de hanseniase. Dentre estes, a baciloscopia de esfregaco intradérmico é
uma técnica que faz parte dos critérios diagnosticos definidos pela OMS e possibilita
classificar pacientes em PB e MB, com a pesquisa de bacilos por meio da técnica de Ziel-
Nilsen. A partir dela, é possivel obter respostas como viabilidade do bacilo e carga bacilar,
que expressa em escala logaritmica variavel de 0 a 6 (LASTORIA; ABREU, 2014).

Essa técnica, entretanto, possui sensibilidade variavel, necessitando de um minimo de
100.000 bacilos por grama de tecido para detec¢do por microscopia (VAN BRAKEL et al,
2005; CAVALCANTI et al., 2012). Estudo realizado por Cavalcante e colaboradores (2012)
mostrou que de um total de 1.213 pacientes, apenas 360 (29,7%) individuos positivaram para
o0 teste. Van Brakel e colaboradores (2005) relataram uma coorte de 303 pacientes MB, do

quais apenas 36,3% foram positivos para baciloscopia.
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Outro exame utilizado na pratica clinica no diagndstico da hanseniase tem base
histopatoldgica, para o qual se utiliza biopsias de pele ou do ramo sensitivo dos nervos
periféricos, permitindo detectar o bacilo por meio de coloracdo pela técnica de Wade ou Fite-
Faraco, além de caracterizar o processo inflamatério local (RIDLEY; JOPLING, 1966;
LASTORIA; ABREU, 2014). No entanto, esse método compartilha a baixa sensibilidade com
a baciloscopia de esfregado intradérmico e ha controvérsias sobre a eficacia da microscopia
na identificacdo dos bacilos nessas amostras (HARDAS; LELE, 1981).

A introdermorreacdo de Mitsuda é um teste realizado com inoculagéo intradérmica de
cepas inativadas do bailo. Ap6s um periodo de 4 semanas, em casos positivos, pode ser
observada uma pépula de 5mm ou mais (MITSUDA, 1953). Embora seja possivel avaliar a
resposta imune do doente, visto que a positividade diminui em direcdo ao polo virchowiano,
este exame ndo tem valor diagnéstico (EICHELMANN et al., 2013).

Diante da dificuldade no diagndstico de pacientes que possuem sinais incipientes da
hanseniase, pesquisadores tém trabalhado no desenvolvimento de protocolos baseados em
reacdo da cadeia da polimerase (PCR), com a qual, principalmente PCR em tempo real
(gPCR), € possivel detectar o bacilo em pequenas quantidades com alta especificidade.
Truman e colaboradores (2008) relataram um limiar de deteccdo da ordem de 10fg de DNA a
partir de amostras purificadas dessa molécula, o que corresponde a 3 genomas de M. leprae.
Em condi¢bes semelhantes a realidade de amostras clinicas, 0 nimero minimo de bacilos foi

de 300, um valor ainda muito abaixo dos 10.000 para baciloscopia.

Varios trabalhos tém sido realizados com amostras de diferentes naturezas, como soro,
saliva, linfa, fragmentos de biopsia de pele e swab bucal, com sensibilidade habil para o
diagnostico inclusive de pacientes PB (SANTOS et al., 1993; ALMEIDA et al., 2004; WIT et
al., 1993; PATROCINIO et al., 2005; MARTINEZ et al., 2009; RUDEEANEKSIN et al.,
2008). Estudos realizados com amostras de biopsia de pele, por exemplo, mostram uma
positividade para o teste de até 100% em casos MB e 79,2%, nas formas PB (MARTINEZ et
al., 2006; RUDEEANEKSIN et al, 2008). Entretanto, esses procedimentos carecem de
investimentos na faixa que ainda néo faz parte da realidade das principais locais afetados pela

hanseniase, dificultando, portanto, 0 emprego em larga escala.

Nesse sentido, faz-se necessario a utilizacdo de testes complementares que favorecam

um diagnéstico mais acurado, com alta sensibilidade e especificidade e que possam auxiliar
13



no diagnostico precoce da hanseniase, com aplicacdo em um largo espectro populacional.
Assim, destaca-se a padronizacdo de testes capazes de revelar casos subclinicos e monitorar
contatos domiciliares. Desse modo, a utilizacdo antigenos especificos do M. leprae tem se

mostrado relevantes para aplicacdo em testes sorologicos (LIMA, 2015).

Os testes soroldgicos podem ser utilizados para avaliacdo da producdo de anticorpos
contra antigenos especificos do M. leprae dosados no soro a partir da coleta de sangue
periférico, o que representa um método pouco invasivo para obtencdo de amostras bioldgicas.
Esses testes contam com a vantagem de favorecer um diagnostico e, consequentemente, um
tratamento precoce de hanseniase, prevenindo sequelas e ajudando no controle da doenca
(DUTHIE et al, 2008). Pacientes MB costumam positivar para o teste, e a titulacdo de
anticorpos contra antigenos do bacilos geralmente é maior a medida que hd uma deslocamento
para o polo VV (SCHURING et. al, 2006).

Um arsenal de diferentes antigenos ja foi e continua sendo testado para aprimorar a
eficiéncia do teste soroldgico para identificar novos casos e acompanhar o desempenho do
tratamento de hanseniase. Dentre estes, destaca-se o glicolipideo fenédlico 1 (PGL-1) (Figura
02), um dos primeiros antigenos do bacilo a ser isolado, sendo considerado o principal
glicolipideo presente na parede celular do M. leprae. Pacientes MB geralmente produzem
grandes quantidades de IgM anti-PGL-1, e este anticorpo possui uma correlagcdo positiva com
a carga bacilar do paciente (SPENCER; BRENNAN, 2011; CHO et al., 1983; BURGESS,
1988; ZENHA et al., 2009).

PGL-1 O-O-CHZ—(CHg)m — CH—CH2—CH—(CH2)4—(i3H —CIIH—R1
Hgm( é} (l;) CHz OMe
OMe {, é=0 J|3=0
CH20Me Hé—CH3 HC—CHg3
0.
oo o= [H J;Hzc ] [ |iz J
OH OMe e - H3p-1 Ho—CHg|
Ho CHo
Trissacarideo Ghpn  (LHyy Nacleo Lipidico
Ha Ha

Figura 3. Estrutura molecular do PGL-1. Fonte: adaptado de Acosta et al., 2018.

14



A comprovacdo da antigenicidade e especificidade do PGL-1 favoreceu uma notodria
evolucdo na pesquisa em hanseniase, com ampla exploragdo no diagndstico soroldgico
(PAYNE et al., 1982; MOURA, 2008). Ja foi relatada uma eficiente diferenciacdo entre as
classes operacionais PB e MB (VAN DER VLIET et al., 1996). Silva e colaboradores (2007)
corroboraram com os trabalhos que mostram a diferenciacdo entre as classificagdes e
relataram também uma diminui¢do nos niveis antigénicos ao longo do tratamento, por meio
do monitoramento de anticorpos pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay - ensaio de imunoabsorcao enzimatica).

Desse modo, a utilizagdo de PGL-1 como antigeno para o ensaio de ELISA e teste de
fluxo lateral ML-Flow (Mycobacterium leprae-flow), possui larga aplicabilidade, incluindo
monitoramento de HCs. Contudo, a obtencao desse antigeno ainda enfrenta obstaculos devido

a dificuldade no cultivo do bacilo.

Com a finalidade de contornar esse problema, estudos tém canalizado esforgos para
descoberta de novos antigenos que possam ser utilizados no diagnéstico da hanseniase
(BOBOSHA et al, 2014; GELUK et al, 2012; GELUK et al, 2009; DUTHIE et al, 2008).
Assim, técnicas pos-gendmicas possibilitaram, desse modo, o cumprimento desses objetivos a
partir de sequéncias génicas do M. leprae a fim de identificar peptideos ou proteinas com
potencial para o diagndstico das diferentes formas clinicas da hanseniase.

As proteinas recombinantes ML0405 e ML2331, por exemplo, exibiram sensibilidade
elevada para deteccdo de casos de hanseniase quando testados em uma populacdo do Brasil
(FABRI et al, 2016). Uma proteina quimérica (LID-1) foi desenvolvida a partir da fusdo de
dos genes ML0405 e ML2331, a qual se mostrou mais sensivel que as proteinas originais
isoladas. Epitopos do PGL-1 e LID-1 também foram conjugados para formacdo de LID-NDO,
com intuito de produzir um teste ainda mais sensivel, porém essa qualidade varia de acordo

com a origem geografica do paciente (AMORIM, et al.,2016).

Com a técnica de phage display, tornou-se possivel desenvolver peptideos que
mimetizam antigenos naturais do bacilo. Essa técnica permite a identificagdo e caracterizagdo
de peptideos pela afinidade com outras moléculas, como, por exemplo, anticorpos. Para isso,
sequéncias randémicas de DNA podem ser clonadas em fagos que vao expressar 0s peptideos
de interesse no capsideo. Assim, é possivel selecionar moléculas especificas a partir de alvos

imobilizados, como anticorpos de pacientes de hanseniase (BLANK et al, 1999).
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Nesse sentido, foi possivel selecionar, entre outros antigenos, uma versdo mimética do
PGL-1, o PGL-1-M3R, que se mostrou promissor para o diagnéstico de hanseniase, com
especificidade de 100% e sensibilidade de 89,11% quando testado em amostras sorologicas
por meio da técnica de ELISA (MORAES, 2017). Esse peptideo também pode ser acoplado a
outras plataformas ainda mais sensiveis a fim de garantir uma ferramenta capaz de detectar as

diferentes formas da hanseniase, como 0s biossensores.

Os biossensores sdo conhecidos pela simplicidade, alta sensibilidade e confiabilidade,
gerando respostas rapidas com instrumentacdo de baixo custo (PERIASAMY et al, 2009).
Eles sdo sistemas caracteristicos por combinar a atividade seletiva de um elemento de
reconhecimento biol6gico, sensivel a um analito de interesse, e um transdutor, que converte o
sinal biolégico em elétrico, podendo, portanto, ser utilizado para analisar diferencas de
concentracdo do analito (Figura 03). Esses dispositivos possuem classificacdes baseadas no
método de transducdo, podendo ser éptico, acustico, termométrico ou eletroquimico
(HULANICKI; GLAB, 1991; DESHPANDET; AMALNERKAR, 1993).

>
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[ID Amostra [::)[::h [>_.,
0 ]O

Analito  Componente Biologico
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Transdutor
|
Umdade
de Sinal

Processadora

Figura 4. Representacdo esquematica de um biossensor com 0s componentes necessarios para o funcionamento
do sistema. Fonte: Sociedade Brasileira de Quimica. Disponivel em: http//gnint.sbq.org.br.

Os biossensores eletroquimicos sdo 0s mais comuns e estudados para 0 uso em analises
clinicas e sdo baseados no preparo de eletrodos modificados com materiais biologicos. Eles
sdo ainda agrupados em potenciométricos e condutimétricos, impedanciométricos ou
amperometricos, variando de acordo com forma de obtencdo dos resultados. No biossensor
amperométrico, por exemplo, hd uma transferéncia de elétrons apds a aplicacdo de uma
diferenca de potencial, induzindo, desse modo, processos redox (SCHUHMANN et al., 2000;
CASTILHO, 2003).

Na préatica clinica, hd uma busca por métodos analiticos que aliem praticidade e

simplicidade para auxiliar no diagnostico de doengas (MALECKA et al., 2016). Os eletrodos
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impressos de carbono (screen-printed carbonelectrodes - SPCE) sdo adequados a essa
realidade. Eles sdo produzidos em placas de ceramica ou policloreto de vinila (PVC),
recobertos por camadas de tinta de carbono e material isolante, compondo um dispositivo
dividido em trés partes: um eletrodo de trabalho (WE), um eletrodo de referéncia (RE) e um
eletrodo auxiliar (AE) (KARUNAKARAN et al., 2015) (Figura 4). O eletrodo de trabalho
pode ainda ser modificado com compostos diversos, como grafeno, por exemplo, a com

intuido de ampliar a resolucdo do sistema (WANG et al., 2014).

O grafeno pode ser visualizado como uma folha plana de atomos de carbono unidos por
ligacBes Sp? densamente compactadas, possuindo uma espessura extremamente delgada,
unidos em uma estrutura hexagonal. Esse al6tropo de carbono e seus derivados tém
despertado grande interesse na construcdo de sensores eletroquimicos devido a suas
propriedades estruturais, elétricas, quimicas, épticas, mecanicas, isso somado a grande
superficie de contato, o que favorece 0 aumento da sensibilidade desses dispositivos analiticos
(XU etal., 2011; LIU et al., 2012).

DS
110

WE
AE

Figura 4. Esquema de um eletrodo impresso de carbono (SPCE) comercializado pela empresa DropSens.
Destaca-se seus principais competentes: eletrodo de trabalho (WE), eletrodo de referéncia (RE) e eletrodo
auxiliar (AE).

Os elementos de reconhecimento bioldgico utilizados para modificar os sensores podem
ser 0s mais variados, como anticorpos (LI et al., 2015), enzimas (DAS et al., 2016), peptideos
(WANG et al., 2016) e fragmentos de DNA (KUMAR et al., 2012) e RNA (FRANCO et al.,
2015). Eissa e colaboradores (2012), por exemplo, desenvolveram um biossensor a partir de

SPCE modificado com grafeno para determinagdo de P-lactoglobulina, o qual apresentou

limite de deteccéo de 0,85 pg mL™.

Os biossensores baseados em peptideos, por sua vez, tém crescido devido a vantagens
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como maior estabilidade em comparacdo com proteinas maiores, além de outras moléculas
mais complexas como anticorpos. Yang, J. et al. (2014) aplicaram um heptapeptideo
flanqueado na construcdo de um biossensor para detec¢do de bisfenol A, com um limite de
deteccdo de 1 nmol . Liu et al. (2016) desenvolveram um biossensor baseado em peptideo
para deteccdo de bactérias patogénicas, capaz de diferenciar, inclusive, as vivas das mortas,
com um limite de detecgéo de 10> CFU mL™. Para deteccdo de anticorpos anti-peptideos
citrulinados, Villa et al. (2011) desenvolveram um biossensor amperométrico modificado com
um peptideo quimeérico sintético para diagnostico de artrite reumatoide a partir de amostras
soroldgicas. Recentemente, Neto et al. (2019), desenvolveram um biossensor
fotoeletroquimico modificado com PGL-1-M3R para deteccdo do M. leprae, capaz de

diferenciar entre amostras positivas e negativas.

Diante do exposto, nota-se a importancia da adogdo estratégias mais eficientes no
controle da hanseniase. Isso inclui a utilizagdo de peptideos que mimetizam antigenos
sintéticos, na rotina clinica da hanseniase. Esses peptideos, quando acoplados a plataformas
mais sensiveis, podem fornecer um dispositivo de baixo custo e facil manuseio que se mostra
atil para realizacdo de um secreening em regides endémicas para doenca. Desse modo, o
presente estudo teve como objetivo realizar uma analise comparativa de diferentes
plataformas diagndsticas baseadas em Glicolipideo Fendlico 1 (PGL-1) em é&rea de
hiperendemia da hanseniase, a fim de reforcar a importancia do uso de peptideos miméticos

no diagndstico da hanseniase.
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Analisar comparativamente diferentes plataformas de diagndstico baseadas em PGL-1

em uma area de hiperendemia da hanseniase.

2.2.  Objetivos especificos
e Comparar resultados de ELISA baseados no PLG-1 nativo e mimético;
e Desenvolver um biossensor para o PGL-1 nativo;

e Comparar os resultados do biossensor baseados em PLG-1 nativo e mimético.
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Resumo

O diagnostico de hanseniase ainda é um grande desafio para os profissionais de salde,
especialmente diante de casos com sinais e sintomas incipientes da doenca. Desse modo, nota-
se a importancia do desenvolvimento de ferramentas diagndsticas cada vez mais sensiveis, e
as plataformas imunolégicas podem cumprir bem esse papel. Neste trabalho, foram realizadas
analises comparativas entre o PGL-1 nativo e uma versao sintética (PGL-1 M3R) como
sondas em ensaios de ELISA, e uma plataforma de biossensor eletroquimico com a molécula
nativa foi desenvolvida e comparada a uma produzida a partir de um antigeno sintético.
Inicialmente, os antigenos foram testados paralelamente pela técnica de ELISA em amostras
soroldgicas de 277 individuos agrupados entre pacientes, contato domiciliares e controles
endémicos, para deteccdo de IgM anti-PGL-1. O biossensor foi desenvolvido utilizando
eletrodos impressos (DropSens®) modificados com grafeno e quitosana, para seguida
imobilizagdo dos antigenos. Pools de amostras soroldgicas de individuos doentes e saudaveis
foram analisados por meio de voltametria ciclica. Os resultados de ELISA mostraram que
ambos as versdes utilizadas do PGL-1 se comportaram de acordo com o perfil clinico de cada
grupo, contudo peptideo mimético apresentou respostas mais acentuadas. Quando comparada
a resposta dos antigenos com amostras de pacientes virgens de tratamento nos imunoensaios,
obteve-se uma concordancia consideravel (Kappa: 0,683). Na plataforma eletroquimica, os
sensores foram capazes de diferenciar entre individuos doentes e saudaveis. No biossensor
construido com PGL-1-M3R foi possivel obter uma maior variacdo entre as duas amostras,
porém o sistema que recebeu a versdo nativa tambem cumpriu com esse objetivo. Assim,
nossos resultados mostram a eficiéncia desses antigenos na deteccéo de IgM anti-PGL-1 em
plataformas de ELISA e biossensor, evidenciando a importancia do uso dessas moléculas no
diagnostico de hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase; Imunossensores; Imunodiagnostico; Sorologia; ELISA.
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1. Introdugéo

O Mycobacterium leprae possui marcadores moleculares que podem ser utilizados
para o desenvolvimento de ferramentas laboratoriais, a fim auxiliar no controle da hanseniase,
como indicacdo e acompanhamento do tratamento, além do monitoramento de contatos
domiciliares (HC)®. Dentre estes, antigenos especificos do bacilo mostram-se promissores no
desenvolvimento de diferentes plataformas para auxiliar no diagndstico da doenca.

O glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) foi um dos primeiros antigenos especificos do M.
leprae a ser isolado e € o principal componente antigénico presente na parede celular desse
patdgeno. Ele é composto por um trissacarideo Unico, o 3,6-di-O-metila-p-D-glicopiranosil-(1
—>4)-2,3-di-Ometila-a-L-ramnopiranosil-(1->2)-3-O-metila-a-L-ramnopiranose, no qual o
determinante antigénico é a tltima porcao di ou trissacaridica da molécula 2°.

Esse antigeno tem sido amplamente utilizado para auxiliar no diagnéstico da
hanseniase a partir de amostras sorolégicas, uma vez que ha uma relacdo diretamente
proporcional entre taxas de IgM anti-PGL-1 e a carga bacilar do paciente, mostrando-se,
consequentemente, eficiente na diferenciacdo das classificacdes operacionais: paucibacilar
(PB) ou multibacilar (MB)*. Em pacientes do polo virchowiano (VV) observa-se uma
positividade que varia entre 80 a 100% e de 30 a 60% tuberculoide (TT)>. Além disso, a
titulacdo de IgM anti-PGL-1tende a diminuir logo apds as primeiras doses da
poliquimioterapia (PQT)®’.

Desse modo, nota-se a ampla aplicabilidade do PGL-1 em estratégias de combate a
hanseniase, entretanto, a obtencdo desse antigeno de forma nativa ainda enfrenta serias
barreiras, pois o bacilo ndo cresce em meios artificiais e o cultivo in vivo necessita de grandes
adequacdes técnicas®.

Alternativamente, versdes sintéticas do PGL-1 tém sido produzidas. O antigeno ND-
O, por exemplo, é um aclcar quimicamente sintetizado que se comporta de forma semelhante
a0 antigeno nativo na deteccéo de IgM anti-PGL-1"°. Em outros trabalhos, o epitopo do PGL-
1 foi fundido com a proteina LID-1 (LID-ND-O), com o objetivo de produzir testes ainda
mais sensiveis, visto que esta também é capaz de identificar anticorpos especificos do bacilo

Além dessas moléculas sintéticas de PGL-1, uma alternativa é utilizacdo de
componentes proteicos, como peptideos, que mimetizam funcionalmente a molécula nativa. O
PGL-1M3R, por exemplo, é um peptideo com esse padrdo, desenvolvido por técnicas
moleculares, com potencial para utilizacdo em imunoensaios no diagnostico da hanseniase por
ELISA™, ou ainda ser imobilizados em sensores biolégicos.

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que incorporam um elemento bioldgico a
um sistema transdutor fisico-quimico, proporcionando andlises seletivas em dispositivos
miniaturizados™. Além disso, apresentam versatilidade com incorporacdo de diferentes
biomoléculas, como anticorpos, enzimas, peptideos, tendo, portanto, despertado um crescente
interesse para aplicacdes clinicas . Recentemente, Neto et al. (2019)*, desenvolveram um
biossensor fotoeletroquimico modificado com PGL-1-M3R para detec¢do do M. leprae, capaz
de diferenciar entre amostras positivas e negativas, evidenciando a importancia dessa
ferramenta para o diagnostico da hanseniase.

Dessa forma, comparamos a efetividade da molécula nativa e do peptideo mimético
PGL-1M3R, sendo utilizados como antigenos em duas diferentes plataformas de diagnéstico,
imunoensaios enzimaticos e sensores bioldgicos, para reforcar a utilidade dessas moléculas no
diagndstico complementar da hanseniase.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Amostras biolodgicas e antigenos

Para os testes, foram utilizadas amostras sorologicas de individuos do Maranhéo,
Brasil, disponiveis no biorrepositorio do Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Maranhdo. Para os imunoensaios de ELISA, fez-se o uso de
amostras de 277 individuos, agrupados em pacientes (77), contatos domiciliares (CD) (150) e
controles endémicos (CE) (50). Os pacientes foram agrupados pela classificacdo de Ridley e
Jopling (1966) e estratificados de acordo com alguns aspectos clinicos: virgens de tratamento
(VT), em tratamento (T), pds-cura (PC) e diagndstico negativo (DN). Para 0s ensaios com
sensores, foram utilizadas 5 amostras de pacientes de hanseniase com a forma MB e 5 de CE.

O PGL-1 nativo foi gentilmente doado pela empresa BEI Resources MTA
(https://www.beiresources.org/). O peptideo mimético, denominado PGL-1M3R, foi
guimicamente sintetizado por uma empresa especializada (Peptide 2.0 Inc., USA).

2.2. Ensaios de imunoabsorcédo enzimatica (ELISA)

2.2.1. ELISA para deteccédo de IgM anti-PGL-1

Placas Nunc™ MaxiSorp™ foram sensibilizadas com PGL-1, na concentracao de 0,01
ug/uL, diluido em etanol absoluto e aguardou-se o alcool evaporar por completo, seguido da
etapa de bloqueio com albumina de soro bovino (BSA) 1%. Apds as placas serem lavadas
com PBS (tampao fosfato salino) pH 7.4, receberam amostras de soro diluidas em BSA 1%,
na concentracdo de 1:100. Para deteccdo indireta de anticorpos IgM anti-PGL-1, foram
utilizados anticorpos secundarios anti-lgM marcados com peroxidase (Sigma-Aldrich). A
etapa de revelacdo ocorreu com Ortofenilenodiamina (OPD) e peroxido de hidrogénio (H,0,),
e a reacdo foi parada com 4cido sulfurico (H,SO4). As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro Biochrom EZ Read 400® com filtro de 492nm.

Os imunoensaios realizados com PGL-1-M3R seguiram basicamente 0S mesmos
passos realizados com a molécula nativa. Porém, o antigeno foi diluido na concentracdo de 1
Mg/UL, em tampdo carbonato-bicarbonato (pH 9.6) 1M, com incubagdo overnight. Por fim, o
BSA foi preparado a 5% e as lavagens ocorreram com PBS tween (0,05%).

2.3. Biossensores
Foram utilizados eletrodos impressos de carbono (SPCE) da DropSens® (ref. DRP-
010), contendo um eletrodo de trabalho (ET) e eletrodo de auxiliar (EA) de carbono, e um
eletrodo de referéncia (ER) de prata. O potenciostato utilizado para realizacao das varreduras
foi o EmStat Blue da PalmSens® com conector para eletrodo impresso.

2.3.1. Limpeza dos eletrodos e construcéo dos biossensores

Inicialmente, os SPCEs foram eletroquimicamente limpos por voltametria ciclica (VC)
em solucdo de H,SO,4 0,5M, com a faixa de potencial -0,8 a +0,8V e velocidade de varredura
de 0,05V s™. Para funcionalizacdo da superficie do ET, foi gotejada uma solucdo de grafeno
(GR) e quitosana (QT). O GR (1,6ug/uL) foi diluido N,N-Dimetilformamida [(CH3)2NCH],
e a QT (3ug/uL) em acido acético (CH3;COOH). As duas solucGes foram misturadas e
sonicadas por meia hora. Apés isso, 3uL da suspensdo de GR-QT foi gotejada sobre a
superficie do ET e aguardou-se secar, obtendo-se 0 SPCE/GR-QT. SPCE/GR-QT distintos
foram biologicamente modificados com os antigenos (PGL-1- nativo ou PGL-1-M3R) na
concentra¢do de 1pg/uL. Foram realizadas varreduras por VC, com 0S mesmos parametros
eletroquimicos acima citados, para analise do comportamento da corrente em cada etapa.
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2.3.2. Incubacd@o com amostras soroldgicas

Os pools de amostras soroldgicas (CE ou MB), diluidas em tampéo fosfato 0,1M (pH
7.4), na proporc¢do de 1:100, e foram incubadas com os distintos biossensores por 30 minutos
em temperatura ambiente. Os eletrodos modificados com PGL-1 nativo foram lavados com
PBS pH 7.4, enquanto que os que receberam PGL-1-M3R, a lavagem foi realizada com PBS
tween 0,1 % pH 7.4. Assim como ap6s cada modificacdo para analise do comportamento do
eletrodo em cada etapa, o0s sistemas completos (incubados com pools de amostras soroldgicas)
foram lidos por VC nos mesmos parametros eletroquimicos utilizados na limpeza
eletroquimica.

2.4. Andlise Estatistica
As analises foram realizadas no programa GraphPad Prism software versdo 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A determinacgéo do cut off foi feita por anélise da
curva ROC incluindo dados de sensibilidade e especificidade, considerando os grupos de
pacientes e de CE. Os gréficos para visualizacdo dos resultados eletroquimicos foram gerados
no Software PSTrace® 5.3 para Windows, fornecido pela PalmSens® e editados no software
Origin® 8.5.

3. Resultados

A Figura 01 apresenta os resultados dos imunoensaios de ELISA comparando a
reatividade dos dois antigenos para cada paciente. Os individuos foram agrupados por formas
clinicas, e os resultados foram comparados com a média dos CEs. Observa-se nesse grafico
um comportamento semelhante, na maioria dos individuos, para os dois antigenos, com
reatividade que segue o padrdo da literatura para cada forma clinica, ou seja, menor no polo
tuberculoide e uma tendéncia de aumento até o polo virchowiano (VV). Nota-se também que,
conforme um valor de absorbancia aumenta para o PGL-1 nativo, ha também um aumento da
reatividade para o antigeno mimeético, porém, de forma mais acentuada.

Na comparacdo dos pacientes por aspectos clinicos (Figura 02), fica ainda mais
evidente que a resposta a ambos os antigenos (nativo e mimético) esta de acordo com formas
clinicas dos pacientes. Nos pacientes VT, nota-se um aumento na quantidade de anticorpos
IgM anti-PGL-1 a medida que hd uma migracdo para o polo VV. Os individuos em
tratamento, os que receberam alta médica e 0s que negativaram para o diagnostico de
hanseniase, por sua vez, apresentaram titulacdes de anticorpos com valores proximos aos dos
CE. Esse comportamento de maneira geral é semelhante para os dois antigenos.

Os contatos domiciliares (Figura 3) observados individualmente também apresentaram
resultados com perfis semelhantes para os dois antigenos. Porém, vale ressaltar que houve
discordancia em 12 dos 50 contatos avaliados (Tabela 01).

Na tabela 1, estdo apresentados os resultados de concordéncia entre os dois ensaios,
onde para os pacientes VT e em T a concordancia € moderada, entretanto a concordancia
entre CD e pacientes no PC é aceitavel ou leve, respectivamente. Isso indica que podem
existir contatos infectados e que positivaram para um dos ensaios ou pacientes clinicamente
curados que ainda apresentam anticorpos circulantes.

Quanto aos resultados relacionados ao desenvolvimento de sensores bioldgicos,
inicialmente apresenta-se os perfis eletroquimicos da limpeza e avaliacdo da estabilidade dos
SPCEs, em solucdo de H,SO, (Figura 4). Percebe-se uma diminuicdo dos picos de oxidagédo
(de +31.472 pA para +26.054 pA) do ciclo 1 para o 2, que mantém uma estabilidade nos
ciclos seguintes, e um deslocamento desse pico para um potencial mais catodico pode ser
observado (de +0.308V para +0.292V).
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A figura 5A mostra o processo inicial da construcdo do sensor, na qual se pode
visualizar a resposta do SPCE antes e apds a modificacdo com GR e QT, com realizacdo de
varreduras por VC com solucdo de ferro/ferricianeto de potassio com KCI. Nota-se um
aumento acentuado nos picos oxidagdo (de +112pA para +307pA) no SPCE/GR-QT. Na
figura 5B, tem-se sucessivos ciclos realizados no eletrodo modificado, onde se observa uma
estabilidade nas respostas logo apos o terceiro ciclo.

Seguindo essas etapas, construiu-se um biossensor com PGL-1 nativo como elemento
de reconhecimento bioldgico (Figura 6A). Verifica-se que houve uma diminui¢do no pico de
oxidacdo ap6s a incubacdo do SPCE/GR-QT com o antigeno (+270 pA para +223 pA).
Quando o SPCE/GR-QT/PGL-1-Nat foi incubado com as amostras bioldgicas, pools de soros
CE e VV, a queda no de oxidacéo foi de 35% e 50%, respectivamente.

Na construcdo do biossensor com PGL-1-M3R (Figura 6B), houve um decréscimo
minimo no pico de oxidagdo quando o SPCE/GR-QT foi modificado com o antigeno (de +306
HA para +304 pA). Apos a incubagdo do SPCE/GR-QT/PGL-1-M3R com amostras
bioldgicas, os pools de soros CE e VV condicionaram quedas nos picos de oxidacao de 31.4%
e 41.9%, respectivamente.

Quanto a reprodutibilidade dos testes, as figuras 6C e 6D mostram, respectivamente, o
comportamento da corrente em triplicatas com PGL-1nativo e mimético. A figura 7 mostra a
variacdo na corrente de oxidacdo com base na média dos valores das triplicatas. Observa-se
que houve diferenca significativa entre pool de soro MB e CE para os dois antigenos (p =
0.0064 para o PGL-1 nativo e p < 0.0001 para o antigeno sintético). Na comparacgéo entre
antigenos, ocorreu diferenga apenas entre biossensores incubados com pool de soro MB (p =
0.0154).

4. Discussdo

A hanseniase ainda afeta milhares de pessoas no mundo, principalmente em regides
carentes de investimento em sadde publica *', e o desenvolvimento de ferramentas que aliem
robustez e acessibilidade ao diagndstico, podem favorecer o controle dessa doenga mesmo em
um cenério econémico desfavoravel*®,

Os testes sorologicos para o diagnostico de hanseniase com a utilizacdo de PGL-1 ja
sdo uma realidade desde a década de 1980, porém com o passar dos anos a necessidade de
desenvolver antigenos sintéticos alternativos a molécula nativa tornou-se urgente e
necessario™.

Neste trabalho, foram utilizados o PGL-1 nativo e um peptideo mimético a este
glicolipideo, em imunoensaios de ELISA e biossensor, para detencdo de IgM anti-PGL1 em
amostras soroldgicas, no intuito de validar o uso dessa molécula sintética no
imunodiagndstico da hanseniase, bem como desenvolver novas plataformas de diagndéstico
rapido.

Os resultados da utilizagdo dos PGL-1-M3R em imunoensaios apresentaram perfis
semelhantes aos obtidos com a versdo nativa desse antigeno para as diferentes formas e
quadros clinicos dos pacientes. Os pacientes com formas MBs virgens de tratamento, por
exemplo, apresentaram as maiores titulagcbes de anticorpos IgM anti-PGL-1 para as duas
moléculas. Esses comportamento ja era esperado, uma vez que ha uma acentuada resposta
humoral, com um aumento consideravel dos indices de anticorpos circulantes nesses
pacientes, enquanto que para os individuos PBs, os antigenos foram menos reativos para
ambos os testes de ELISA, que é justificavel pela intensa resposta imune celular, onde a
atividade fagocitica controla o crescimento do bacilo 2

Quanto a baixa reatividade nos imunoensaios de ELISA com amostras de pacientes em
tratamento e daqueles que estavam de alta médica, esse padrdo € observado uma vez que ha
uma reducdo gradual dos niveis de anticorpos especificos com a poliquimioterapia. Dentro
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destes grupos, os pacientes positivos para os testes podem representar casos de recidiva,
resisténcia ao tratamento ou reinfeccdo 2 %, reforcando que os dois antigenos testados neste
trabalho podem ser utilizados no monitoramento de individuos em tratamento e pds-alta.

No grupo dos individuos com diagndstico negativo e dos contatos domiciliares, a
positividade observada para ambos os testes por ELISA é um indicativo que pode estar
ocorrendo infec¢bes subclinicas e que essas pessoas precisam ser monitoradas, pois
apresentam chances aumentadas em até 8 vezes de adoecer **

Quando comparada a reatividade dos antigenos, nota-se que o PGL-1-M3R reage com
mais intensidade para maioria das amostras. Esse resultado pode ser explicado por haver
diferencas na estrutura e composi¢cdo das moléculas. O PGL-1 nativo é composto por um
trissacarideo ligado a um ndcleo lipidico #° e é utilizado em menor concentragdo (0,01
ug/uL), de modo que seja possivel diferenciar as amostras pelas formas clinicas. O antigeno
sintético, no entrando, € um peptideo de 22 residuos de aminoacidos, possui um tamanho
reduzido, dois epitopos e é utilizado em uma concentragdo 100 vezes maior (1pg/pL)** Desse
modo, hd um maior nimero de sitios ativos para formacdo de imunocomplexos, porém,
mantendo a discriminacéo entre as formas clinicas dos pacientes.

Na construcédo das plataformas eletroquimicas, os eletrodos foram inicialmente limpos
com H,SO, para remocao de possiveis contaminantes que poderiam vir a influenciar nos
resultados ap0s a montagem do sistema e para assegurar uma melhor reprodutibilidade dos
resultados com o biossensor produzido. Como no primeiro ciclo houve uma diminui¢cdo na
intensidade de corrente, isso pode ser um indicativo que possiveis contaminantes foram
removidos.

A modificacdo com grafeno e quitosana alterou consideravelmente a intensidade das
correntes de pico. Isso foi possivel devido a propriedades intrinsecas do grafeno como
condutibilidade elétrica e grande area superficial, o que favoreceu um aumento substancial na
superficie do eletrodo de trabalho, mantendo as propriedades elétricas do carbono #?2. A
quitosana, por sua vez, ndo contribui para o aumento do sinal de corrente, porém, é conhecida
por melhorar a adsor¢do do antigeno na superficie de eletrodos. Esse carboidrato, além de
possuir grupos amina, favorecendo, por exemplo, interacdo com grupos hidroxila dos
antigenos, forma uma matriz porosa com capacidade, inclusive, de imobilizacdo de grandes
moléculas como enzimas®2*

Apos a modificacdo bioldgica com os antigenos, é possivel observar que houve um
decréscimo mais acentuado nas correntes de pico do eletrodo que recebeu o PGL-1 nativo,
enquanto que o antigeno mimético proporcionou uma alteracdo pouco perceptivel. Isso
demonstra que a imobilizacdo do PGL-1-M3R causou menos alteracBes na estrutura do
eletrodo, com menor prejuizo a transferéncia eletrénica. A complexidade e o tamanho do
antigeno nativo pode ser a resposta para uma reducdo no pico de oxidacdo por meio de
repulsdo eletrostatica do fon Fe(CN)s . Os lipideos, por exemplo, sdo conhecidos por suas
propriedades de isolamento elétrico?

Quando os biossensores foram incubados com pool de amostras soroldgicas,
observou-se 0 mesmo padrdo de resposta para os dois antigenos, com uma maior queda do
sinal analitico quando em contato com amostras de pacientes MB. Esse comportamento do
sistema € justificavel pela interacdo antigeno-anticorpo, que é mantida por ligacbes de
hidrogénio, interacées eletrostaticas, hidrofobicas e/ou de van der Waals %.

Com relacdo desempenho dos sensores, observa-se uma descriminacdo mais
substancial no eletrodo modificado com PGL-1-M3R, mesmo os dois sistemas tendo recebido
a mesma concentracdo antigénica (Lug/pL). Esta observacao esta relacionada ao tamanho das
moléculas e, portanto, a disponibilidade de epitopos disponiveis. Desse modo, enquanto que a
molécula nativa € relativamente grande e ocupa individualmente mais espagos na superficie
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do eletrodo, o0 antigeno mimético ocupa uma area menor, portanto disponibiliza mais sitios de
ligacdo para 0s anticorpos, 0 que torna esse sistema mais sensivel.

No caso dos sistemas que receberam pool de soro de CE, a diminui¢do no pico de
oxidacdo com relacdo aos eletrodos que ndo receberam nenhuma amostra, € um indicativo que
0 soro, ainda que de pessoas saudaveis, contenha moléculas que podem estar interagindo com
a superficie do WE, visto que o sistema foi montado na auséncia de moléculas de bloqueio
como albumina de soro bovino (BSA), formando uma camada extra que diminui a difusdo de
fonsFe(CN)s* .No entanto, os anticorpos especificos presentes nas amostras positivas s&o
mais eficientes nesse aspecto, uma vez que foi possivel fazer uma discriminacdo entre
amostras positivas e negativas pelo monitoramento do pico de oxidac&o do fon Fe(CN)g".

5. Conclusdes

Nossos resultados apontam que comparativamente ndo ha diferencas substanciais no
comportamento do antigeno sintético em relacdo ao PGL-1 nativo, podendo este substituir a
molécula nativa no imunodiagnostico da hanseniase, uma vez que pode ser acoplado em
diferentes plataformas gerando respostas de acordo com o perfil clinico do paciente. Dessa
forma, o PGL1-M3R é um marcador promissor, principalmente na construcdo de sensores,
pois alia a praticidade e robustez dos imunossensores com a facilidade da sintese quimica
deste antigeno. Vale ressaltar também, o pioneirismo do trabalho em desenvolver um sensor
utilizando a molécula nativa, com propriedades quimicas complexas e que ainda tem
importantes aplicacdes clinicas.
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421 Figural.Grafico comparativo entre 0 uso do PGL-1 nativo e PGL-1-M3R em imunoensaios de ELISA com
422  estratificacdo por formas clinicas. Controle endémico (CE); tuberculoide (TT); dimorfo-tuberculoide (DT);
423 dimorfo-dimorfo (DD); dimorfo-virchowiano (DV); virchowiano(VV).
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425 Figura 2.Gréfico comparativo entre 0 uso do PGL-1 nativo e PGL-1-M3R em imunoensaios de ELISA com
426 estratificacdo por formas e aspectos clinicos. Controle endémico (CE); tuberculoide (TT); dimorfo-tuberculoide
427 (DT); dimorfo-dimorfo (DD); dimorfo-virchowiano (DV); virchowiano (VV).
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Tabela 1. Niveis de concordancia entre teste de ELISA com PGL1-Nativo versus ELISA para anti-PGL-1-
M3R

PGL1-M3R

AC ++  +/- -1+ -/- Kappa IC Concordancia

VT 19 2 2 7 0.683 0,393 a0,972 Consideravel

PGL-1 nativo T 1 1 1 10 0.409 0,344a1,162 Moderada

PC 1 3 2 15 0.146  -0,507 a 0,799 Leve

CD 6 9 3 32 0.355 -0,037a0,673 Aceitavel

IC (Intervalo de Confianga); AC (Aspectos Clinicos); VT (Virgem de Tratamento); T (Tratando); PC (P6s-cura);
CD (Contato Domiciliar).
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Figura 4. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre a superficie do SPCE a partir da limpeza eletroquimica em
solucdo de H2S04 0,5M, com faixa de potencial de -0,8a 0,8 V e 0,05 Vs™.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre a superficie do SPCE com solugdo de ferro/ferricianeto de
potassio (0,1 mmol L-1) e KCI (1 mmol L-1), com faixa de potencial de -0,8 a 0,8 VV e 0,05 V/s™. (A) SPCE antes
e apds modificacdo com grafeno e quitosana. (B) Resposta eletroquimica do sensor com cinco ciclos sucessivos
de VC ap6s modificacdo com GR/QT.

38




474
475
476
477
478

A ——SPCE+GR/QT B

SPCE+GR/QT+PGLI Nativo — SPCE+GR/QT
Pool soro CE ——SPCE+GR/QT + PGL-1-M3R
300 - Pool soro MB Pool soro CE
Pool soro MB
300 4
150 ~
- 150
<
ES -
= <
] =
] 0 =
=
£ £
S
) ]
S
150 o ~ 1504
-300
-300
T T T T T
0.8 0.4 0.0 0.4 08 450 ” 3 £ 7 g
Potencial (V) 0.8 0.4 0.0 0.4 0.8
Potencial (V)
Pool CE )
Pool MB Pool CE
Pool MB
100 - 100
3 E
2 T o
& -]
-] 0 £
£ H
s o
]
-100 -
-100 -
-200 -
T T T T T
T T T T T 0.8 0.4 0.0 0.4 08
0.8 0.4 0.0 0.4 08
Potencial (V]
Potencial (V) ™

Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre a superficie do SPCE com solucdo de ferro/ferricianeto de
potassio (0,1 mmol L-1) e KCI (1 mmol L-1). Em (A) e (B) tem-se a variagdo da corrente apds as etapas de
construcdo do biossensor e seguido da incubacdo com pool de soro de individuos multibacilares (MB) e
controles sadios (EC); (C) e (D) mostram, em triplicatas, o comportamento dos sensores modificados com PGL-
1 nativo e PGL-1-M3R, respectivamente, apos incuba¢do com amostras de soro.
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Figura 7. Histograma comparando os valores das médias dos picos de corrente de oxidacao entre os pools de
amostras soro EC e MB e entre os antigenos. Os valores foram obtidos por voltametria ciclica com solugéo de
solugdo de ferro/ferricianeto de potassio (0,1 mmol L-1) e KCI (1 mmol L-1). ANOVA *p =.0.0154; **p =
0.0064; ****p<0.0001.
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