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RESUMO

RIBEIRO, L. V. Desenvolvimento de imunossensor impedimétrico eletroquimico
para diagnéstico da tuberculose. 2024. 78 p. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias)
— Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sado Carlos, 2024.

A tuberculose (TB) € uma infec¢gdo micobacteriana comumente causada pelo agente
etiolégico Mycobacterium tuberculosis (MTB). Relatada ha mais de um século, a TB
foi a principal causa de morte por um unico agente infeccioso até a pandemia de
coronavirus (COVID-19), ficando acima do HIV/AIDS. Os métodos tradicionais de
diagndstico de TB, como a baciloscopia de escarro, cultura liquida e, recentemente,
testes moleculares, apresentam diversas limitacdes, como baixa sensibilidade e
longos periodos de tempo para obtenc¢ao dos resultados, levando frequentemente a
diagnosticos incorretos e tratamentos desnecessarios. Os sensores eletroquimicos
tém atraido a atencao devido a sua simplicidade, instrumentacdo de baixo custo,
limites de detecgao muito baixos e resposta rapida. Neste estudo apresenta-se um
imunossensor impedimétrico eletroquimico para a detec¢ao da proteina recombinante
CFP10:ESAT6 (pCFP10:ESAT6) para diagnéstico de MTB. O imunossensor foi
desenvolvido em eletrodos de 6xido de indio e estanho (ITO) modificados por
monocamada de (3-aminopropil) trimetoxisilano (APTES) para imobilizar
covalentemente anticorpos monoclonais anti-CFP10. A interagcdo da proteina com a
plataforma de reconhecimento de anticorpos foi diretamente monitorada e medida por
voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Os
imunossensores foram caracterizados com microscopia de forga atdmica (AFM) e
microespectroscopia Raman. Apds a otimizagao dos parametros analiticos, alcangou-
se uma resposta linear nas concentragdes entre 0,50 ng mL' a 50,0 ng mL" de
pCFP10:ESAT6, um limite de detecgdo de 1,25 ng mL-' e um limite de quantificagéo
de 4,18 ng mL-', em um tempo de ensaio de 4 horas no total. Os resultados indicam
que o imunossensor desenvolvido é adequado, preciso e seletivo para a detecgcéo da
pCFP10:ESAT6, apresentando recursos excelentes para futuras aplicagdes de

diagndstico point-of-care da tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis. Imunossensores. Espectroscopia de

impedancia eletroquimica. Biossensores impedimétricos. Voltametria ciclica






ABSTRACT

RIBEIRO, L. V. Development of an electrochemical impedimetric immunosensor
for the diagnosis of tuberculosis. 2024. 78 p. Dissertation (Master in Science) —
Instituto de Fisica de S&ao Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2024.

Tuberculosis (TB) is a mycobacterial infection commonly caused by the etiologic agent
Mycobacterium tuberculosis. Reported over a century ago, TB was the leading cause
of death from a single infectious agent until the coronavirus (COVID-19) pandemic,
ranking above HIV/AIDS. The traditional methods for TB diagnosis, for example
sputum smear microscopy, liquid culture, and recently, molecular tests, present many
limitations, such as the low sensitivity and long periods of time to obtain the results,
frequently leading to incorrect diagnosis and unnecessary treatment. Electrochemical
sensors have attracted attention due to their simplicity, low-cost instrumentation, very
low detection limits, and rapid response. In this study we present an electrochemical
impedimetric immunosensor for the detection of recombinant protein CFP10:ESAT6
(pCFP10:ESAT6) for diagnosis of MTB. The immunosensor was developed onto
indium tin oxide (ITO) electrodes modified by 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTES)
monolayer to covalently immobilize anti-CFP10 antibodies. The protein interaction with
the antibody recognition platform was directly monitored and measured by cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The
immunosensors were characterized with atomic force microscopy (AFM) and Raman
microspectroscopy. After the analytical features optimization, a linear response from
0.50 ng mlI"" to 50.0 ng mI"' of pCFP10:ESATS, a limit of detection of 1,25 ng ml-! and
a limit of quantification of 4,18 ng ml! were achieved, in a 4-hour essay time. The
results indicate that the immunosensor is suitable, accurate and selective for
pCFP10:ESAT6 detection, presenting exquisite features for point-of-care diagnostic

applications.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Immunosensors. Electrochemical

impedance spectroscopy. Impedimetric biosensors. Cyclic voltammetry.
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1 INTRODUGAO

A tuberculose (TB) € uma infecgdo micobacteriana comumente causada pelo
agente etiolégico Mycobacterium tuberculosis (MTB), conhecido como bacilo de Koch,
podendo ser desencadeada também por outras bactérias do género mycobacterium
(1). Reportada pela primeira vez ha mais de um século, a TB foi a principal causa de
mortalidade por um unico agente infeccioso, em todo o mundo, sendo ultrapassada
pela COVID-19 em 2020 (2). De acordo com o ultimo Relatério Global de Tuberculose
(Global Tuberculosis Report) da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), houve cerca
de 10,6 milhdes de novos casos e 1,6 milhdo de dbitos por TB, no ano de 2021 (3). O
inicio da pandemia da COVID-19 impactou negativamente o acesso ao diagnéstico e
tratamento da TB, devido a reorganizagao global das agdes, servigos e sistemas de
saude exigidos para combater a pandemia, que reverteu anos de progresso no
controle da tuberculose (3). Este impacto permanece perceptivel mesmo apds 4 anos
desde o inicio da pandemia da COVID-19 e o desenvolvimento de tratamentos e
vacinas para a doencga (3). Estima-se que em 2020 houve uma diminui¢do em 25%
no numero de diagndsticos e um aumento de 26% na mortalidade por TB, em todo o
mundo (2). Em 2015, a OMS publicou a Estratégia pelo Fim da Tuberculose (End TB
Strategy) (4), na qual foram estabelecidas diretrizes para a erradicagdo da epidemia
de tuberculose até o ano de 2035. O primeiro pilar consiste na prevencao e cuidado
integrados, com foco no paciente, incluindo o desenvolvimento de métodos para o

diagnostico precoce da doenga.

Os métodos tradicionais de diagnoéstico da TB sao a radiografia de torax,
baciloscopia de escarro, cultura liquida e testes moleculares (5). Entretanto, estes
métodos apresentam diversas limitagdes, como a inabilidade de detectar infecgéo
latente (LTB), a ndo-diferenciacao entre bacilos vivos € mortos, ndo sendo uteis para
indicar a severidade da doenga, baixa sensibilidade e longos periodos de tempo para
a obtencgao do resultado inicial. No caso da cultura liquida, o diagndstico pode levar
mais de 2 semanas, estendendo-se possivelmente para 8 semanas (5), o que
frequentemente resulta em falsos positivos e tratamentos desnecessarios. O
diagndstico precoce de TB é essencial para o rapido inicio da conduta terapéutica,
prevenindo o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos e melhorando o

progndstico do tratamento. Diversos testes moleculares rapidos sdo recomendados
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pela OMS como ferramentas iniciais para o diagnostico da TB, como o Xpert MTB/RIF
Ultra (Ultra) (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) e o Truenat MTB/RIF (Molbio
Diagnostics, Verna, India), incluindo alguns que podem detectar resisténcia aos
medicamentos de forma simultanea (3). Contudo, os custos e a infraestrutura
necessaria aos métodos de testagem molecular impedem sua produgao e aplicagao
em larga escala, e muitas regides ao redor do mundo ainda dependem de testes de

diagnostico de TB obsoletos (6).

Neste contexto, os biossensores eletroquimicos surgiram como uma alternativa
promissora, devido a sua simplicidade, instrumentacdo de baixo custo, limites de
deteccdo muito baixos e resposta rapida (7). De acordo com a definicdo da Uni&o
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), o biossensor € um dispositivo
analitico auténomo e integrado, no qual um elemento bioldgico (fragmentos de DNA,
anticorpos e aptameros, por exemplo) € retido em contato direto com um elemento
transdutor (8). Os biossensores eletroquimicos, nos quais o elemento transdutor
normalmente € um eletrodo ou um transistor de efeito de campo, sao particularmente
interessantes para integragdo com dispositivos portateis, devido a sua facil
miniaturizagdo, fabricagdo em lote e integragdo com um mddulo de aquisi¢ao
eletrdbnica em um unico chip (9). Adicionalmente, sinais eletroquimicos como corrente
elétrica e potencial podem ser coletados por instrumentos simples, portateis, de baixo
custo e com baixo consumo de energia, sendo muito promissores para o

desenvolvimento de dispositivos de diagndstico point-of-care (POC) (9).

Neste trabalho de mestrado descreve-se o desenvolvimento de um
imunossensor impedimétrico eletroquimico para detecgao e quantificacdo simples e
efetiva da proteina CFP10:ESAT6 (pCFP10:ESAT6). A faixa de interesse deste
biomarcador em pacientes de TB é de 100 ng mL-'(10). Eletrodos de 6xido de indio e
estanho (ITO) descartaveis foram utilizados como transdutores eletroquimicos. Os
eletrodos de ITO sao substratos adequados para aplicacbes com biomoléculas, por
terem baixa resistividade de superficie, estabilidade quimica e permitirem
modificagdes quimicas, bem como a ampla janela de trabalho eletroquimica e
propriedades eletroquimicas estaveis. Uma camada de (3-aminopropil) trietoxysilano
(APTES) foi utilizada para modificar a superficie do ITO, de modo a obter uma
superficie com alta densidade de grupos amino, os quais foram empregados para

imobilizar covalentemente os anticorpos monoclonais anti-CFP10, através de um
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processo de crosslinking com EDC/NHS. Em seguida, a interagdo da proteina
CFP10:ESAT6 foi monitorada e medida pelas técnicas de voltametria ciclica (VC) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). O imunossensor otimizado foi
aplicado de forma bem-sucedida para detectar a pCFP10:ESAT6 em concentracoes
desde 0,500 a 200 ng mL-". Os resultados indicam que o imunossensor desenvolvido
foi adequado e pode ser utilizado como um dispositivo rapido, sensivel e confiavel

para a detec¢ao da pCFP10:ESAT6 no diagndstico da tuberculose.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tuberculose

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa comumente causada pelo
agente etioldégico Mycobacterium tuberculosis (MTB). A doenga atinge tipicamente os
pulmdes (TB pulmonar), porém pode afetar outros locais do corpo, como rins, cérebro
e pele (TB extrapulmonar) (2). Presente ao longo de toda a histéria conhecida da
humanidade e pré-histéria, a TB € uma doenga antiga, com indicios de que as cepas
modernas de M. tuberculosis tenham se originado de um ancestral comum ha cerca
de 15.000 a 20.000 anos (11), porém, de acordo com analises baseadas na taxa de
mutacado da M. tuberculosis, grande parte das atuais cepas surgiu entre 250 e 1000
anos atras (12). A TB surgiu em grandes epidemias, regredindo em seguida,
comportando-se assim como uma doenca infecciosa, porém com uma escala de
tempo que vai de encontro a ciclos epidémicos (1). A causa da TB permaneceu
desconhecida até 24 de margo de 1882, quando Robert Koch, médico, patologista e
bacteriologista alem&o, descobriu o bacilo responsavel, nomeando-o M. tuberculosis
(e deste fato, também é conhecido como bacilo de Koch). Em 1890, Koch elucidou a
etiologia da tuberculose com a apresentagao dos postulados de Koch-Henle, que até
hoje definem o padrao para a demonstragéo de etiologia infecciosa, e lhe rendeu o
Prémio Nobel de Medicina de 1905 (1).

Atualmente, a TB permanece sendo uma das doengas que mais causa
problemas de saude e uma das principais causas de 6bito em todo o mundo. Até a
pandemia da COVID-19 em 2020, a TB foi a principal causa de morte por um unico
agente infeccioso, classificando-se acima do HIV/AIDS (2). O contagio de TB ocorre
quando pessoas com a doenga expelem a bactéria no ar (e. g. tosse e espirro). Os
individuos infectados sao classificados como portadores de infecgao por tuberculose
latente (LTB), um quadro clinico assintomatico e ndo transmissivel, e tuberculose
ativa, caracterizada pela presenca de sintomas clinicos decorrentes de infecgdo que
pode ocorrer em multiplos érgaos e que pode ser transmitida (13). Estima-se que
cerca de 25% da populacéao global tenha sido infectada com TB (14), porém a maioria
das pessoas ndo chega a desenvolver a doenga, isto €, estdo infectadas pela LTB
(15,16). Aléem disso, a maioria das pessoas com imunorreatividade a TB n&o
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desenvolve a forma ativa apds imunossupressao, sugerindo que eles eliminaram a
infeccdo enquanto mantém a memaria imunoldgica para a MTB (15). Cerca de 90%
das pessoas que desenvolvem TB s&o adultos, com mais casos entre homens do que
em mulheres (3). Os sintomas mais comuns de TB sdo tosse prolongada (as vezes
com sangue), dor no peito, fraqueza e fatiga, perda de peso e febre. Estes sintomas
ocorrem somente quando uma pessoa desenvolve a doenca, ndo apenas quando &
infectada (2).

2.1.1 Métodos tradicionais de diagndstico

Caso nao seja tratada, a taxa de mortalidade por TB é alta, chegando a
aproximadamente 50% dos pacientes contaminados. No entanto, com o devido
tratamento, cerca de 85% das pessoas podem ser curadas (3). De acordo com as
diretrizes estabelecidas pela OMS (17), o tratamento da TB é feito com a utilizagédo de
antibioticos, tanto para a tuberculose ativa quanto para a LTB. Dentre estes, os
antibidticos mais comuns sao isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol e
estreptomicina (denominados medicamentos de primeira linha), os quais devem ser
tomados diariamente por 4 a 6 meses para serem eficientes. Além disso, existe uma
forma de tuberculose que nao responde aos medicamentos tradicionais, denominada
tuberculose droga-resistente (drug-resistant TB, ou DR-TB), a qual, segundo dados

do ultimo Relatdrio Global, contou com 450.000 novos casos entre 2020 e 2021 (3).

A OMS utiliza quatro categorias para classificar os casos de DR-TB: TB
resistente a isoniazida, TB resistente a rifampicina (RR-TB), TB multirresistente, isto
€, a isoniazida e rifampicina (MDR-TB), e TB resistente a rifampicina, a um
medicamento do tipo fluoroquinolona e a pelo menos um medicamento entre
bedaquilina e linezolida (TB extensivamente resistente — XDR-TB) (3). A DR-TB pode
ocorrer quando os medicamentos para tratamento s&do mal utilizados ou mal
administrados (i. e., o paciente ndo segue o tratamento com regularidade, ndo toma
todos os medicamentos, ou estes sdo de baixa qualidade), quando o portador da TB
provém de areas onde a DR-TB é comum ou quando este convive com pessoas com
DR-TB. O tratamento para DR-TB requer regimes que incluam medicamentos de

segunda linha, como bedaquilina e fluoroquinolonas; esses regimes sao mais caros
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(acima de US$ 1.000 por pessoa) e causam mais efeitos colaterais do que os

tratamentos de primeira linha para TB (3).

Os métodos de diagnostico de TB foram aprimorados significativamente ao
longo dos anos, incluindo tomografia por raios-X de térax, teste de tuberculina,
baciloscopia de escarro, broncoscopia, tomografia computadorizada, cultura liquida e
analise de bidpsia de tecido (6). Dentre estes, os testes utilizados como padrao ouro,
baciloscopia de escarro e cultura liquida, apresentam diversas limitagdes, como a
inabilidade de detectar infecgéo latente (LTB), a ndo-diferenciagao entre bacilos vivos
e mortos (ndo sendo uteis para indicar a severidade da doenga), baixa sensibilidade
e longos periodos de tempo para a obten¢&o do resultado inicial (no caso da cultura
liquida, pode levar mais de 2 semanas, estendendo-se possivelmente para 8

semanas) (5).

Para contornar este cenario, a OMS recomenda o uso de testes moleculares
rapidos para diagndstico inicial da TB, incluindo os testes Xpert MTB/RIF Ultra (Ultra)
(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) e o Truenat MTB, MTB Plus e MTB-RIF Dx (Molbio
Diagnostics, Verna, India), que podem detectar a resisténcia aos medicamentos de
forma simultdnea (17). Ambos utilizam PCR (Polymerase Chain Reaction ou reagao
em cadeia da polimerase) em tempo real para detectar o DNA do complexo do
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), sendo que o Xpert Ultra consiste em um sistema
baseado em cartucho, que utiliza a tecnologia beacon detectar mutagbes no gene
rpoB (RNA polimerase beta), especificamente na sequéncia central de 81 pb
(incluindo os cédons 508 a 534), em um ensaio heminested-PCR (18,19). Mutagdes
nesta regiao central do gene rpoB estdo associadas a resisténcia a rifampicina (18).
Ja o teste Truenat MTB e MTB Plus € um teste de amplificagcdo de acido nucleico
baseado em chip, no qual o DNA extraido é adicionado para execucdo do PCR em
um dispositivo termociclador portatil, operado por bateria (Truelab Uno™) (20). O alvo
do teste Truenat MTB é o gene da ribonucleosideo-difosfato redutase nrdZ, e o do
Truenat MTB-RIF Dx, os cddons na posi¢cao 509 a 533 do rpoB, ou seja, muito
semelhante a do teste Xpert Ultra (20-22). No entanto, estes métodos de teste
molecular demandam tal infraestrutura e custos que impedem a sua producao e
aplicacdo em larga escala, principalmente em paises subdesenvolvidos onde a
percentagem de pacientes com a doenga e grande, dependendo exclusivamente de

métodos de diagnostico obsoletos (6).



32

21.2 Estratégia pelo Fim da Tuberculose e a pandemia da COVID-19

De acordo com o ultimo relatério global de Tuberculose da OMS, houve cerca
de 10,6 milhdes de novos casos e 1,6 milhdo ébitos por TB, em todo o mundo, no ano
de 2021 (3). No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude, 68,3 mil pessoas
adoeceram por TB em 2021 e 4,5 mil pessoas morreram de TB em 2020 (23). O inicio
da pandemia da COVID-19 impactou negativamente o acesso ao diagnostico e
tratamento da TB, devido a reorganizacao global das agdes, servigos e sistemas de
saude, que reverteu anos de progresso no controle da tuberculose (3). Este impacto
permanece perceptivel mesmo apds 3 anos desde o inicio da pandemia da COVID-
19 e o desenvolvimento de tratamentos e vacinas para a doenga (3)(3). Estima-se que
em 2020 houve uma diminuicdo em 25% no numero de diagndsticos e um aumento

de 26% na mortalidade por TB, em todo o mundo (2).

Em 2015, a OMS publicou a Estratégia pelo Fim da Tuberculose (End TB
Strategy) (4), na qual foram estabelecidas diretrizes para, até o ano de 2035, reduzir
em 90% o numero de 6bitos por TB e em 90% o coeficiente de incidéncia da TB (i. e.,
numero de casos da doenga por 100 mil habitantes). Deriva-se entdo a importancia
de fortalecer as estratégias de manutengao do diagndstico, tratamento e prevencgéo
da TB. O primeiro pilar consiste na prevengao e cuidado integrados, centrados na
pessoa com TB, incluindo o desenvolvimento de métodos para o diagndstico precoce
da doenca. Além disso, o terceiro pilar trata da intensificagdo da pesquisa e inovacgao,
de modo especial na promogdo da incorporagdo de tecnologias e iniciativas

inovadores para aprimorar o controle da TB.

2.2  Eletroquimica — Plataformas de diagnostico rapido para TB

Diversas plataformas de diagnostico rapido tém sido desenvolvidas,
destacando-se entre elas os biossensores eletroquimicos devido a sua simplicidade,
instrumentacdo de baixo custo, limites de deteccdo muito baixos e resposta rapida.
Nesta secdo, serdo apresentados os sensores e biossensores eletroquimicos, de
forma especial os imunossensores e a técnica de espectroscopia de impedancia

eletroquimica (EIS), utilizada neste estudo.
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2.21 Sensores e biossensores eletroquimicos

Como definido pela IUPAC, biossensores sao dispositivos analiticos nos quais
um elemento biolégico de reconhecimento (como enzimas, anticorpos, antigenos,
aptadmeros e DNA) é retido em contato direto com um elemento de transducgéo
(transdutores eletroquimicos, Opticos e mecanicos, por exemplo) (8). Este tipo de
dispositivo foi introduzido pela primeira vez em 1962, com o desenvolvimento do
eletrodo de enzima para glicose por Leland Clark Jr (24). Inicialmente, os
biossensores foram desenvolvidos para aplicagdes point-of-care, i.e., no local de
atendimento, para analises clinicas de desde laboratorios especializados a ambientes
publicos (8).

A Figura 1 representa ilustra a classificagdo dos biossensores, de acordo com
a camada de bioreconhecimento e o elemento de transdugdo. De modo geral, os
biossensores produzem um sinal eletrbnico ou Optico proporcional a interacéo
especifica entre a molécula alvo e a molécula de bioreconhecimento imobilizada no
biossensor, que pode ser mensurado e gravado de forma apropriada (25). Dentre as
diversas plataformas de bioreconhecimento, os biossensores eletroquimicos, nos
quais o elemento transdutor € geralmente um eletrodo ou um transistor de efeito de
campo, sdo os mais adequados para analises on-site e particularmente interessantes
para integracdo com dispositivos portateis, devido a sua facil miniaturizagao,
fabricagdo em lote e integragcdo com um modulo de aquisi¢ao eletrénica em um unico
chip. Adicionalmente, sinais eletroquimicos como corrente elétrica e potencial podem
ser coletados por instrumentos simples, portateis, de baixo custo e com baixo
consumo de energia, sendo muito promissores para o desenvolvimento de

dispositivos de diagndstico point-of-care (9).



34
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Quimioluminescéncia

SPR

Condutimétrico

Figura 1 - Representacédo esquematica da classificagdo de biossensores.

Fonte: Adaptada de MUNGROO; NEETHIRAJAN (26)

Em 2016, a OMS introduziu os critérios chamados ASSURED para que os
testes POC possam ser utilizados: estes devem ser acessiveis (A - affordable),
sensiveis (S - sensitive), especificos (S - specific), de facil utilizagao (U — user-friendly),
rapidos e robustos (R — rapid and robust), sem necessidade de equipamentos (E —
equipment free) e entregaveis (D - deliverable) ao usuario final, permitindo a testagem
on-site e o diagndstico rotineiramente para pacientes individuais e consumidores. Em
2018, outros dois critérios foram adicionados, conectividade em tempo real (R — real
time connectivity) e facilidade de coleta de amostras (E - ease of specimen collection),

tornando o acrénimo REASSURED (26). Portanto, o desenvolvimento de dispositivos
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de diagnoéstico POC desempenham um papel decisivo no diagndstico e tratamento

das principais doengas globais.

As proteinas secretadas pelo MTB no organismo infectado ganharam atencgao
nos ultimos anos tanto para o desenvolvimento de vacinas, quanto para o
desenvolvimento de biossensores. Algumas delas, com destaque CFP-10 (10 kDa
culture filtrate antigen) quanto ESAT-6 (early secreted antigenic target 6kDa protein)
sdo codificados pela regido RD-1 do genoma da MTB e estdo ausentes em todas as
cepas do bacilo Calmette-Guerin (BCG)(27). Nos ultimos anos, diversos biossensores
foram desenvolvidos para o diagnostico da TB, por meio da detec¢cdo dos antigenos
ESAT6, CFP10 e o complexo proteico CFP10:ESAT6 (pCFP10:ESATG6). Diouani e
colaboradores desenvolveram um imunossensor eletroquimico para a detecgao da
ESATG6 (28). Neste estudo, a interagao entre o antigeno ESAT6 e o bioreceptor anti-
ESAT6 foi avaliada pelo método de voltametria de onda quadrada. Omar e
colaboradores desenvolveram um biossensor reutilizavel baseado em voltametria
ciclica utilizando eletrodos de niquel/6xido de grafeno/polianilina (Ni-rGO-PANI) para
a deteccédo do antigeno ESAT6 (29). Um biossensor éptico baseado em cristal liquido
foi descrito por Kim e colaboradores, para a deteccdo de ESATG6, o qual foi imobilizado
em superficies nanoestruturadas para detectar seus anticorpos. (30). Neste estudo, o
sistema desenvolvido permite a visualizagdo de interagbes bioquimicas em escala

nanométrica em imagens opticas macrométricas.

Yunus et. al desenvolveram um aptasensor amperométrico do tipo sanduiche
para deteccao do antigeno CFP10 (31). Neste estudo, um aptamero aminado anti-
CFP10 foi covalentemente imobilizado no eletrodo de carbono serigrafado descartavel
e a quantificacdo do antigeno foi baseada em respostas amperomeétricas da reagéo
eletrocatalitica entre HRP (horseradish peroxidase) e H202, utilizando hidroquinona
como mediador de transferéncia eletroquimica. Kim e colaboradores desenvolveram
um imunoensaio magnetoforético baseado em chip plastico para detectar CFP10,
utilizando nanoparticulas magnéticas de ouro, utilizando um espectrofotébmetro
automatizado (32).

Um imunossensor do tipo sanduiche foi desenvolvido por Azmi e
colaboradores, para detectar pCFP10:ESAT6 utilizando um conjugado
FesO04/AuMNPs/anti-CFP10-ESAT6 e um eletrodo serigrafado em ouro modificado

com grafeno/polianilina (GP/PANI) (33). Neste trabalho, utilizou-se a técnica de
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voltametria de pulso diferencial. Em outro estudo do mesmo grupo, um biossensor
baseado em ensaio eletroquimico portatil de aptamero-anticorpo, foi desenvolvido
para detecgdo de MTB em amostras clinicas de escarro (34). Nesta estratégia, o
aptasensor sanduiche detectou a pCFP10:ESAT6 utilizando NPs Fe3O4/Au como
marcador e nanocompdésito de grafeno/polianilina (GP/PANI) camada de amplificagao

de sinal.

O limite de detecg¢ao destes biossensores varia significativamente de acordo
com o método de detecgao e o material utilizado. Os biossensores eletroquimicos para
a detecgdo de ESAT6 apresentaram LOD de 7,1 ng mL™' e 1,0 ng mL-" utilizando
respectivamente os métodos de voltametria quadrada (28) e voltametria ciclica com
eletrodos Ni-rGO-PANI (29). Ja o sensor Optico para o mesmo antigeno ESAT6
apresentou LOD mais alto, de 1,5 yg mL™" (30). Para a detecgao do antigeno CFP10,
os limites de detecgdo relatados foram de 1,22 ng mL' para o aptasensor
amperométrico (31) e 1,8 pg mL™" para o biossensor magneto forético baseado em
chip plastico (32). Entre os imunossensores que detectam a pCFP10:ESAT6,

semelhantes ao desenvolvido neste trabalho, ambos apresentam LOD de 1,5 ng mL-
1

2211 Imunossensores

Dentre todos os biossensores desenvolvidos para TB, os baseados em
antigenos e anticorpos como camada de biorreconhecimento fornecem os melhores
resultados. Os imunossensores sao dispositivos analiticos de estado soélido que
detectam a ligagdo de um anticorpo (AB) a seu antigeno (AG) especifico, no qual a
reacdo imunoquimica esta acoplada a superficie do transdutor (35). Os
imunossensores entdo entre os mais importantes tipos de biossensores de afinidade,
tornando-se objeto de crescente interesse por seu potencial de aplicagdo em areas
desde o diagnostico clinico ao controle ambiental. Estes dispositivos, aliados a
tecnologia de transdutores modernos permite a deteccdo e quantificacdo de

complexos imunolégicos de modo label-free(36).

Quando a presencga de espécies estranhas (AG) é detectada no interior de um
organismo vivo, anticorpos com alta especificidade séo sintetizados, como parte do

sistema de defesa imune. Esta habilidade de resposta rapida dos organismos quando
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do reconhecimento de AG tem sido explorada de modo a criar novos dispositivos
analiticos especificos com caracteristicas interessantes, como sensibilidade e
especificidade, além de rapidez e confiabilidade (37,38). Nos ultimos anos, um grande
numero de biomarcadores, isto €, biomoléculas cuja presenga ou nivel de expressao
€ um indicador de uma condigao patoldgica, tém sido frequentemente utilizados em
imunossensores. Estes dispositivos representam uma forma conveniente de medir a
concentragado de biomoléculas em fluidos biolégicos (sérum, urina, sangue e escarro,

por exemplo), através de reagdes imunoldgicas (37).

Os imunossensores impedimétricos podem atuar como imunossensores
diretos, onde a reagao imunoquimica é diretamente determinada através da medigao
de mudangas fisicas, induzidas pela formagado do complexo anticorpo-antigeno, ou
indiretos, nos quais o AB ou AG de interesse sao marcados com um roétulo
sensivelmente detectado (39). A imobilizacdo apropriada do elemento de
bioreconhecimento na superficie do transdutor € de primordial importancia, visto que

influencia diretamente a eficiéncia de deteccado da espécie de interesse.

De modo geral, um sistema ideal deve apresentar as seguintes especificagoes:
habilidade de detectar e quantificar o antigeno, dentro da faixa de concentragao
requerida e em um intervalo de tempo razoavel; capacidade de transduzir a ocorréncia
da ligacédo sem adigao de reagentes externos; capacidade de repetir a medida em um
mesmo dispositivo, isto €, a reagdo imunoquimica deve ser reversivel; e a habilidade
de detectar a ligagédo especifica do antigeno em amostras reais (35). Uma técnica
capaz de traduzir esse biorreconhecimento atendendo as especificacoes
mencionadas € a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE), descrita de

modo mais detalhado na se¢ao abaixo.

2.2.1.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica, ou EIE do inglés
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) é uma técnica eletroquimica que
permite a analise de mecanismos tempo-dependentes, baseados na resposta do
sistema eletroquimico (corrente ou potencial), coletada em frequéncias definidas. Esta
técnica permite um maior entendimento dos mecanismos eletroquimicos na interface

eletrodo/solucdo em uma unica medida, incluindo os que ocorrem na operagao de



38

baterias comerciais, na corrosao de metais e ligas, e em biossensores eletroquimicos
(40). Diferentemente da voltametria ciclica (VC), onde toda a faixa de potencial &
escaneada em determinada taxa de varredura, EIE tem a vantagem de possibilitar a
realizacdo de medidas em diferentes potenciais. As duas técnicas s&o, portanto,
complementares, e podem ser utilizadas em conjunto para caracterizar diferentes
processos em um mesmo experimento. Neste trabalho, o reconhecimento biolégico
nao tem geragédo de produto de reagao eletroativo, portanto a EIE é a técnica mais
adequada pois permite medir variagcdes finas na superficie do eletrodo, o que facilita

a traducgao do reconhecimento biolégico em sinal fisico.

A EIE é uma medida do tipo fung¢do de transferéncia, frequentemente utilizada
em analise de sistemas lineares invariantes no tempo (41). A EIE utiliza uma
perturbagdo de baixa amplitude de potencial ou corrente (5 a 20 mV, por exemplo)
para excitar o sistema em diferentes frequéncias. Como resultado, uma corrente em
fase € obtida. Mede-se entdo a resposta do sistema a esta perturbacéo, a impedancia
eletroquimica do sistema, dada pela razao entre o potencial aplicado e a corrente

medida. A impedancia Z pode ser expressa por (41):

Z(w) (cos p(w) +jsing(w))

C(w) |T(w)

Z(w)=Z, +iZ;=2'+ 7"

RO |l7(a))

Equacéo 1 - Impedancia eletroquimica.

Onde w é a frequéncia angular, ¢ o angulo de fase entre os sinais de entrada e saida
e i =+v—1 é o numero imaginario. V e I sdo fasores, isto é, nimeros complexos
invariantes no tempo, que contam para a amplitude e a fase da fung¢ao senoidal. Deste
modo, a impedancia eletroquimica, como definida na Equacdo 1, € um numero
complexo que depende da frequéncia, cuja parte real Z' é a resisténcia dependente
da frequéncia e a parte imaginaria Z” € a capacitancia dependente da frequéncia. A
origem do elemento Z’ esta na superficie do eletrodo como resultado da oposi¢ao ao
fluxo de corrente, e o elemento capacitivo Z° mede o armazenamento de carga do
sistema apos uma aplicagao de tensdo. Ha duas maneiras pelas quais a eletricidade
pode fluir através do eletrodo na interface eletrodo-solugao: quando os elétrons sao

transferidos para os eletrodos por meio de reacdes redox, denominado processo
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faradaico, que se comporta de acordo com a lei de Faraday; e quando a eletricidade
flui devido ao comportamento do capacitor, ainda que nenhuma carga seja transferida

para a superficie do eletrodo, no chamado processo n&o-faradaico (42,43).

Quando o angulo de fase entre corrente e potencial é zero, a impedancia e a
resisténcia sdo iguais, como em uma superficie metalica. No entanto, este angulo de
fase é diferente de zero na maioria dos sistemas elétricos reais, devido aos efeitos
capacitivos e/ou indutivos. (44). Tipicamente, nos biossensores impedimétricos ocorre
uma interacado bioreceptor-analito, a qual modifica o campo elétrico, devido a uma
alteracao na capacitancia e na resisténcia a transferéncia de elétrons na superficie do
eletrodo (45).

Os dados de EIE sao tipicamente apresentados em graficos de Nyquist (Figura
2). Este grafico mostra a relagdo entre os elementos real Z' e imaginario -Z” da
impedancia, em uma faixa de frequéncias e é geralmente utilizado para avaliar a parte
resistiva do biossensor. O comportamento do sistema é diferente em frequéncias altas
e baixas. Em altas frequéncias, o sinal é controlado por processos cinéticos, onde as
moléculas do mediador eletroquimico mudam de direcdo antes que a reagao ocorra
na superficie do eletrodo. Este processo retarda a transferéncia de carga ao longo do
eletrodo, denominada resisténcia da solugao (R;), e parece ser um fator limitante. Em
frequéncias médias, a resisténcia atinge o valor minimo e como resultado as
mudancas que ocorrem no sistema se devem a capacitancia, principalmente da dupla
camada elétrica (C,;;) formada na superficie do eletrodo. Em baixas frequéncias,
produz-se a transferéncia de cargas, a resisténcia encontrada pelos mediadores
eletroquimicos se da devido aos componentes da superficie do eletrodo e é calculada
através da resisténcia de transferéncia de carga R..(46).
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Figura 2 - Gréfico de Nyquist. Este grafico é obtido apds plotar o componente imaginario (capacitivo)
em fungdo do componente real (resistivo) da impedancia. Os parametros relevantes sédo a
transferéncia de resisténcia de carga (R,;), a resisténcia da solugao (R;), a capacitancia
maxima da dupla camada (Cy;) e a impedancia de Warburg (W).

Fonte: Elaborada pela autora

Os componentes e modelos do comportamento de um biossensor faradaico
tipico é representado pelo circuito equivalente de Randles, mostrado na Figura 3. A
impedancia de Warburg (W) consiste na impedancia dada pela cauda linear no final
do arco do grafico de Nyquist em baixas frequéncias, a qual esta relacionada as
limitagdes difusivas do sistema quando ndo ha mais espécies portadoras de carga. O
objetivo principal das medidas € calcular o valor de R.; e o fluxo de corrente através

da superficie do eletrodo (42).



41

— Cai

Rct W

Figura 3 - Circuito equivalente de Randles. Este circuito representa um circuito elétrico utilizado
como modelo de um sensor faradaico, onde R, € a resisténcia da solugéo, C,; a
capacitancia maxima da dupla camada, R_; a transferéncia de resisténcia de cargae a W
impedancia de Warburg.

Fonte: Elaborada pela autora

O valor de impedancia tende a aumentar com a complexidade da
funcionalizacdo do eletrodo, principalmente se essa modificagdo diminuir a
transferéncia eletrénica (deixando a superficie com carater mais isolante), pois nesse
caso os elétrons possuem maior resisténcia de transferéncia de carga até atingir a
superficie do eletrodo. A Figura 4 ilustra a evolugdo impedimétrica obtida a medida
que diferentes camadas de material sdo depositadas na superficie do eletrodo.
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Figura 4 - Representagdo esquematica dos graficos de Nyquist para cada etapa da construgéo do
imunossensor. Com a deposi¢cao de material na superficie do eletrodo, ha normalmente
um aumento na resisténcia e capacitancia, o que impede a transferéncia de elétrons entre
os mediadores eletroquimicos presentes na solugao e a superficie do eletrodo. A) ITO
funcionalizado. B) Anticorpo imobilizado e C) Biorreconhecimento da proteina.

Fonte: Elaborada pela autora

A EIE é amplamente aplicada em diversas células, dispositivos e sistemas
eletroquimicos, incluindo os de armazenamento e conversao de energia, corrosao,
sensores e sistemas biomédicos. Esta técnica pode ser utilizada para proporcionar
sistemas de diagndstico simples, para caracterizar diferentes materiais, estruturas e
processos, e para extrair informagdes fisico-quimicas detalhadas sobre um processo

de interesse (40).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de um imunossensor
impedimétrico  eletroquimico para deteccdo da pCFP10:ESAT6 via

biorreconhecimento dos anticorpos anti-CFP10, para diagnéstico da tuberculose.

3.2  Objetivos especificos

- Construir o imunossensor eletroquimico e avaliar os resultados iniciais de
VC e EIE;

- Realizar experimentos de otimizacdo em cada etapa da construgcéo dos
imunossensores, de modo a definir as condicdes Ootimas para
bioreconhecimento da pCFP10:ESATG;

- Obter as figuras de mérito dos imunossensores, isto €, curva analitica,
reprodutibilidade e repetibilidade, seletividade, e limites de deteccédo e
quantificacao;

- Caracterizar a morfologia dos imunossensores utilizando as técnicas de
espectroscopia Raman e AFM em cada etapa de construgao, ou seja, ITO,
ITO-APTES, ITO/APTES/anti-CFP10 e ITO/APTES/anti-
CFP10/pCFP10:ESAT6
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

(3-aminopropil) trietoxysilano (APTES), hexacianoferrato de potassio (llI)
(K4[Fe(CN)g]),1-€til-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), etanolamina (ETA),
N-hidroxisuccinimida (NHS) e cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Co., Ltd. Os anticorpos anti-CFP10 (monoclonal), as proteinas recombinantes
CFP10:ESAT6 (pCFP10:ESAT6) e Dengue Virus NS1 Type 2 (NS1 DENV) foram
adquiridas da MyBioSource, Inc. A proteina recombinante SARS-Cov-2 Spike foi
adquirida da Sigma-Aldrich Co., Ltd. Ld&minas de vidro revestidas com oéxido de
estanho e indio (ITO), foram adquiridas da Delta Technologies, Loveland, CO, EUA

(resistividade de superficie = 8-12 Q, area de trabalho = 0,5 cm?).

As solugdes-estoque foram preparadas em solugdo de tampao fosfato (PB),
utilizando fosfato monossaédico e dissédico (0,01 mol L', pH 7,4) (Sigma-Aldrich Co.,
Ltd). Todos os reagentes utilizados s&o de grau analitico. Agua ultrapura (18,2 MQ
cm) produzida pelo sistema Milllipore Milli-Q foi utilizada para preparar todas as
solugdes aquosas aqui empregadas.

4.2 Métodos

4.21 Fabricagdo do imunossensor

A fabricagao do imunossensor foi realizada em quatro etapas: silanizagao da
superficie do ITO com um aminosilano, imobilizagdo dos anticorpos, bloqueio com
etanolamina e detecg¢ao da proteina, conforme ilustrado na Figura 5.

Previamente a modificacdo da superficie do eletrodo, as Iaminas de ITO foram
lavadas em banho ultrassénico utilizando uma sequéncia de solventes com diferentes
polaridades: acetona, isopropanol, etanol e agua ultrapura, durante 10 minutos em
cada etapa. Este procedimento de limpeza é indispensavel para evitar contaminagao
organica, a qual poderia adsorver na superficie do ITO e comprometer a eficiéncia de
imobilizagao da proteina.



46

, y *Q]f?., A =P
SO, A~ NH; ‘ N
/=0 0\ | NH ¥ A NH; P
v :
— | e L N
; NH, “\
NH; A _NH,
APTES EDC/NHS/Ab |
HN - OH
A B Etanolamina

\

a

N H ‘% N ;;H
1| N H

pCFP10:ESAT6

4

D C

Figura 5 - Etapas de fabricagdo do imunossensor. A) Modificagcao da superficie do ITO com APTES.
B) Imobilizagdo do anticorpo monoclonal anti-CFP10. C) Bloqueio da superficie com ETA.
D) Biorreconhecimento da proteina CPF10:ESATS6.

Fonte: Elaborada pela autora

A primeira etapa de fabricacdo do imunossensor consiste na funcionalizacao
da superficie do ITO, através da imersao dos eletrodos em uma solugao etandlica de
APTES (2%, v/v) por 1h (Fig. 5A). O objetivo desta etapa & gerar grupos amino-
terminal, que facilitam a ligacdo covalente com os anticorpos. Em seguida, os
eletrodos sao lavados com etanol e agua ultrapura e imersos em uma solugéo EDC-
NHS/anti-CFP10 de concentragbes 8 mmol L', 5 mmol L' e 10 ng pL"’
respectivamente, em PB, por 90 minutos (Fig. 5B). A solugdo EDC-NHS/anti-CFP10
foi preparada com antecedéncia e deixada reagir por 90 minutos, de modo a ativar os

grupos carboxila-terminal dos anticorpos. Os eletrodos foram lavados em PB e agua
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para remover o excesso de AB fracamente ligados, e entdo imersos em solugao de
ETA (100 mmol L) por 1h (Fig. 5C). Por fim, apos lavagem em PB, foi realizada a
etapa de bioreconhecimento da proteina pelo imunossensor, através da imersao deste
em uma solugdo pCFP10:ESAT6 (200 ng mL™") durante 1h (Fig. 5D). Para garantir
que a area eletroquimicamente ativa permaneca constante, a imersao dos eletrodos
foi realizada em tubos eppendorf de 1500 L, utilizando 500 pL de cada solugao.

Todos os experimentos foram realizados a 21°C.

4.2.2 Medidas eletroquimicas

As medidas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) foram realizadas no Potenciostato/Galvanostato PGSTAT 302N
AUTOLAB® equipado com os softwares GPES 4.9 e FRA 4.9.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula de trés
eletrodos convencional. Laminas de vidro revestidas com 6xido de estanho e indio
(ITO) foram utilizados como eletrodos de trabalho. Os eletrodos de Ag/AgCl (saturado
em KCI 3 mol L) e platina (de area 1 cm?) foram utilizados respectivamente como
eletrodo de referéncia e contraeletrodo. Estas medidas foram utilizadas para
caracterizar as etapas de modificagdo e imobilizacdo, durante a construcdo e
otimizagdo do imunossensor, em solugdo contendo o par redox [Fe(CN)g]*~/*~ (4
mmol L', PB, pH 7,4).

Voltametria ciclica foi utilizada em uma taxa de varredura (scanning rate) de
100 mV s, e potencial variando entre 200 e 1000 mV. Para medidas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica, um sinal sinusoidal com amplitude de
10 mV foi aplicado sobre o potencial de célula aberta (OCP) em uma faixa de
frequéncia entre 0,1 e 10.000 Hz. O software FRA 4.9 foi utilizado para ajustar a
expressao do circuito equivalente sobre os pontos experimentais, retornando valores
de resisténcia de transferéncia de carga (Rct), representados pelo didmetro do
semicirculo no Grafico de Nyquist (-Z" vs. Z'), nos espectros de EIE.
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4.2.3 Estudos de otimizagcdo dos imunossensores

Foram realizados estudos de otimizacdo dos parametros de construgdo do
imunossensor, com o0 objetivo de obter as condicbes otimas de medidas

eletroquimicas em cada etapa de fabricacdo, conforme descrito abaixo:

— Variagdo do tempo de bloqueio com etanolamina 100 mmol L' em 15,
30, 45 e 60 minutos, mantendo os demais parametros constantes;

— Variacido da concentracado de etanolamina na etapa de bloqueio em 50,
100 e 150 mmol L', mantendo os demais paradmetros constantes;

— Variagdo do tempo de incubacdo do EDC/NHS/anti-CFP10 (em
concentragéao fixa) no eletrodo modificado com APTES em 30, 45, 60,
90 e 120 minutos, mantendo os demais parametros fixos;

- Variagdo da concentragdo do anticorpo anti-CFP10 em 5 ug mL™", 10ug
mL-', 15 uyg mL" e 20 uyg mL™", mantendo as concentragées de EDC e
NHS e os demais parametros fixos e

— Variacdo do tempo de imersao do eletrodo na solugédo de
pCFP10:ESAT6 em 15, 30, 45, 60 e 90 minutos, mantendo fixos os

demais parametros analisados.

Apoés definir o parametro 6timo, este passou a ser utilizado em cada etapa
subsequente. Portanto, na ultima etapa, isto €, da variacdo do tempo de
bioreconhecimento da proteina pelo imunossensor, todos os demais parametros

utilizados foram os 6timos.

424 Caracterizagdo morfolégica dos imunossensores eletroquimicos

A morfologia e rugosidade da superficie dos eletrodos foram avaliadas via AFM
usando um microscépio de forca atdbmica NanoSurf Flexa em tapping mode com
frequéncia de ressonancia de 190 KHz e amplitude de vibragcdao de 200 mV. As
imagens foram registradas em forga dindmica sob controle de umidade. O software

Gwyddion foi utilizado para o tratamento das imagens.
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Medidas de microespectroscopia Raman foram realizadas utilizando um
sistema de microscépio confocal Raman inVia (Renishaw) A banda Raman de um
substrato de silicio em 532 cm-! foi usada para calibrar o espectrédmetro. O laser
(Kimmon Koha Co., Ltd. IK5552R-F) usado para excitagdo tem um comprimento de
onda de 442 nm com uma grade de 1800 linhas mm™' e uma poténcia de 5 mW foi
usada para a medigao. O tempo de aquisi¢ao de um espectro foi de 30 segundos e a
média de 10 repeticdes foi usada para melhorar a redugdo de ruido nos dados
medidos. Os espectros Raman foram obtidos de varias regides diferentes dos
eletrodos. O manejo e processamento dos dados foram realizados utilizando o
software WIRE 5.4. Todas as medi¢gdes foram realizadas em temperatura ambiente, a
21°C.

4.2.5 Calculo das figuras de mérito dos imunossensores

ApOs otimizagdo e caracterizagdo dos imunossensores, foram realizados os
calculos das figuras de mérito, ou seja, curva analitica, sensibilidade, seletividade,
limites de detecg¢ao (LOD) e quantificagao (LOQ), reprodutibilidade e repetibilidade. A
curva analitica foi construida medindo-se os valores de R, em uma faixa de

concentragdo de pCFP10:ESAT6 de 0,5 a 50 ng mL-", e seguiu a equagéo abaixo:

AR t(anti—cFp1 pcFpi0:EsaTe) = A + b * log[pCFP10: ESAT6]

Equacao 2 - Equacgéao da curva analitica do imunossensor.

Onde AR ¢(anti-crpi0.pcrpi0:Esars) € O Valor relativo a transferéncia de carga
apos o reconhecimento da pCFP10:ESATG6, a e b s&do respectivamente os coeficientes
linear e angular da reta, obtidos a partir do ajuste dos dados e [pCFP10:ESATG6] a
concentracdo da pCFP10:ESAT6.

Para o calculo de LOD e LOQ, foram realizadas medidas do imunossensor em
10 solugdes de eletrdlito suporte, isto €, apds a etapa de bloqueio com etanolamina o
eletrodo foi incubado apenas em PB, sem a pCFP10:ESAT6, de modo a observar
apenas o sinal do eletrodo quando incubado em branco. Utilizou-se, entdo, as

equacgdes 3 e 4 (47):
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301k
b

Equacéo 3 - Limite de detecgcao do imunossensor.

LOD =

10 Opik
b

Equacéo 4 - Limite de quantificagdo do imunossensor.

LOQ =

Onde g3, € 0 desvio padrao do branco.

A repetibilidade do imunossensor foi determinada realizando-se quatro
medi¢des intra-eletrodo, no mesmo dia, a cada 60 minutos (isto é, 0, 60, 120 e 180
minutos apds incubagcdo em pCFP10:ESAT6, mantido em camara umida), utilizando
uma solugdo 4 ng mL"' de pCFP10:ESAT6. Para avaliar reprodutibilidade, foram
realizadas quatro medidas intra-dias.

Por fim, realizou-se experimentos para testar a seletividade do imunossensor,
utilizando as proteinas NS1 DENV e SARS-CoV-2 Spike como modelo, na
concentracido de décimo da concentragcao da proteina CFP10:ESAT6 nos estudos de

otimizagao, isto &, 20 ng mL™".



51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modificacao dos eletrodos

A ativacdo dos eletrodos ITO foi realizada utilizando a técnica VC, seguida das
medidas de EIE apds cada etapa de modificacdo durante a construgcado do eletrodo,
ITO/APTES, ITO/APTES/anti-CFP10 ITO/APTES/anti-
CFP10/pCFP10:ESAT6. Os voltamogramas ciclicos e os graficos de Nyquist (de VC

ou seja, e

e EIE, respectivamente) sdo mostrados na Figura 6.
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Caracterizagdo eletroquimica das principais etapas de construgdo do imunossensor para
pCFP10:ESAT6. A) Voltamogramas ciclicos. B) Grafico de Nyquist. (Preto) ITO/APTES,
(Azul claro) ITO/APTES/EDC-NHS/anti-CFP10, (Azul) ITO/APTES/EDC-NHS/anti-
CFP10/pCFP10:ESAT6. Condigdes dos voltamogramas ciclicos: v = 100 mV s', -400 a
1000 mV vs. Ag/AgCI/3M KCI. Condigdes do Gréfico de Nyquist: a = 10 mV, f = 10 kHz to
10 mHz, circuito aberto. Biorreconhecimento com 10 ug mL-' de anti-CFP10 e 200 ng mL-"
of pCFP10:ESATG6 por 45 minutos.

Fonte: Elaborada pela autora

Inicialmente, analisou-se o crescimento do filme na superficie do eletrodo

através

das medidas de VC (Fig. 6A). A medida em que cada etapa é realizada,

espera-se um aumento no pico da corrente de Fe[(CN)e]>/*- e na diferenca entre os

potenciais de pico anddico e catédico (AE = Ep, — Ep.), assim como nas correntes

dos picos de oxidagao (Ip,), dado que a deposigdo de moléculas com grande volume

molecular (i.e., anticorpos e proteinas) na superficie do eletrodo diminui a

transferéncia de elétrons (47,48). O processo de funcionalizagdo do ITO com a
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solugdo de APTES promove a ligagao covalente dos grupos silano na superficie do
eletrodo. Observou-se um pico de 452 £ 9 mV com corrente anddica de 191 £ 19 YA
e uma diferengca dos potenciais de pico de AE = 0,444 mV. Apds as etapas de
imobilizacdo de anti-CFP10/EDC-NHS e bloqueio com ETA, observou-se um pico de
547 + 7 mV com uma diminuicido da corrente anddica para 163 + 58 yA e um aumento
de AE para 0,618 mV. Finalmente, apds incubacao da plataforma ITO/APTES/EDC-
NHS/anti-CFP10 em uma solugdo 200 ng mL-' de pCFP10:ESATS6, o pico aumentou
para 562 £ 14 mV, a corrente anddica diminuiu para 122 + 3 yA e houve um aumento
em AE para 0,638 mV. Estes resultados indicam, portanto, que houve crescimento

adequado do filme apds cada etapa de modificacao.

Similarmente, os valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rct), obtidos
através da técnica EIE, sao interpretados como a resisténcia da interface 6hmica e
expressam a resisténcia da transferéncia de carga entre o eletrodo e a solugéo (48).
Com base no modelo do circuito de Randles, o Rct ajustado do EIE foi representado
como o didmetro do semicirculo no grafico de Nyquist e usado para caracterizar a
adsorcao de biomoléculas na superficie do eletrodo, camada por camada (Fig. 6B).
Ap0s a funcionalizagdo da superficie do ITO com APTES, o eletrodo exibiu Ret = 1309
+ 160 Q, o qual pode ser relacionado com a protonagao das moléculas na superficie
do ITO. Como APTES ¢é positivamente carregado, o mediador eletroquimico
[Fe(CN)s], negativamente carregado, é atraido a superficie do eletrodo. Quando a
camada anti-CFP10/EDC/NHS foi imobilizada na superficie do eletrodo, observou-se
um aumento em Rct, para 2782 + 94 Q. Analogamente ao APTES, o anti-CFP10 é
positivamente carregado, assim como a maioria dos anticorpos (49), atraindo
[Fe(CN)s] a superficie do eletrodo. No entanto, foi observado um aumento em R,
devido ao grande volume molecular do anti-CFP10, o qual reduziu a transferéncia de
carga. Ademais, o aumento em Rct pode estar associado a repulséo eletrostatica da
superficie de carga negativa dos grupos carboxila, presentes em biomoléculas, os
quais podem dificultar a transferéncia de elétrons do [Fe(CN)e]>*/* na superficie do
eletrodo, bem como o desprendimento da dupla camada elétrica da superficie do
eletrodo devido a modificacdo quimica da superficie, que também dificulta a
transferéncia de elétrons. ApdOs incubacdo do imunossensor na solugdo de
pCFP10:ESAT6, Rct aumentou para 4600 + 91 Q, o que demonstra a grande afinidade

entre as moléculas de antigeno e anticorpo, indicando que o sensor montado é
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adequado para deteccido de pCFP10:ESAT6. Portanto, ambas as técnicas VC e EIE
corroboram com seus resultados, indicando uma modificagao eficiente do eletrodo,

para a construcdo do imunossensor e detecgdo da pCFP10:ESAT6.

52 Estudos de otimizagcdo dos imunossensores

Estudos de otimizagao foram realizados, com o intuito de obter as condi¢des
mais favoraveis de medidas eletroquimicas da etapa de imobilizacdo do anti-CFP10
respectivo reconhecimento da proteina CFP10:ESAT6, isto é, quais condi¢des
resultavam em um valor mais alto de AR,,,, a variagéo da resisténcia a transferéncia
de carga antes de depois do bioreconhecimento da proteina. Para isto, os parametros
analiticos concentracdo de ETA e tempo de imerséo na etapa de bloqueio, efeitos da
concentragao de anticorpo e tempo de imobilizagdo na conjugagéo anticorpo-proteina,
e tempo de conjugagéao anticorpo-proteina foram analisados.

5.2.1 Tempo de bloqueio

Inicialmente, as plataformas ITO/APTES foram imersas em uma solucdo 100
mmol L' de ETA, por 15, 30, 45 e 60 minutos, para avaliar o efeito do tempo de
bloqueio na conjugacéo anticorpo-proteina, em busca do menor tempo. O valor de
AR.,, que corresponde a diferenga da resisténcia de transferéncia de carga do ITO
antes e apds a conjugacao da proteina, aumentou de 358 Q) para 560 Q, para 15 e 30
minutos, respectivamente. Entretanto, apos 45 minutos, AR, permaneceu em torno

de 740 Q, sugerindo estabilizagdo do processo de bloqueio.
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Figura 7 - Estudos de otimizagdo do imunossensor, variando o tempo de bloqueio com ETA em 15,
30, 45 e 60 minutos.

Fonte: Elaborada pela autora

522 Concentragao de etanolamina

Em seguida, a concentragdo de ETA na etapa de bloqueio foi avaliada. Os
eletrodos foram imersos em solugao de ETA nas concentragdes 50, 100 e 150 mmol
L-', por 45 minutos. Observou-se um aumento de AR, em duas vezes, de 659 Q para
1141 Q, de 50 para 100 mmol L-'. Acima desta concentragéo, para 150 mmol L, a
variacdo da resisténcia de transferéncia de carga foi pequena, de apenas 40 Q.

Portanto, a concentragéo selecionada para os demais estudos foi 100 mmol L.
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Figura 8 - Estudos de otimizagdo do imunossensor, variando a concentragdo de ETA em 50,
100 e 150 mmol L.

Fonte: Elaborada pela autora

5.2.3 Tempo de imobilizag&do de anti-CFP10

Testou-se, entdo, o tempo de imobilizacdo de anti-CFP10/EDC/NHS nas
plataformas de ITO modificadas. Os eletrodos foram imersos na solucdo contendo o
anticorpo por 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Surpreendentemente, o valor mais alto de
AR, foi obtido com o menor tempo de imerséo, 1279 Q apds 30 minutos. Depois,
observou-se uma diminuigdo na resisténcia de transferéncia de carga, de 1205 Q para
327 Q em 45 e 60 minutos, seguido de um aumento de 567 Q para 787 Q em 90 e
120 minutos, respectivamente. Valores mais altos de AR., indicam maior
sensibilidade do sensor na detec¢do da proteina. Portanto, o tempo de imobilizagao

escolhido foi 30 minutos.
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Figura9 - Estudos de otimizagdo do imunossensor, variando o tempo de imobilizacdo do anti-
CFP10/EDC/NHS em 30, 45, 60, 90 e 120 minutos.

Fonte: Elaborada pela autora

524 Concentracao de anti-CPF10

A concentragédo de anti-CFP10 foi entdo variada em 5, 10, 15 e 20 yg mL",
mantendo as concentragdes de EDC e NHS constantes. Nesta etapa, a imerséo dos
eletrodos foi feita por 30 minutos. Observou-se um aumento linearmente proporcional
na resisténcia de transferéncia de carga com o aumento da concentragao de anti-
CFP10, de 941 Q para 1818 Q em 5 e 10 ug mL™", respectivamente. Em seguida, na
concentragéo de 15 ug mL', houve uma queda de AR.,, para 974 Q, seguido de um
aumento para 1420 Q, na solugédo 20 yg mL". O valor mais alto de AR, foi obtido
para 10 ug mL™, o que sugere que concentragdes mais altas do anticorpo conduzem
a reducao de sitios de ligagao disponiveis no eletrodo de ITO, e a formacao de uma
estrutura de filme empacotada, a qual dificulta a adequada interacdo anticorpo-

proteina.
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Figura 10 - Estudos de otimizagcdo do imunossensor, variando a concentragdo de anti-CFP10 em 5,
10, 15 e 20 uyg mL-".

Fonte: Elaborada pela autora

5.2.5 Tempo de interacao anti-CFP10/pCFP10:ESAT6

Finalmente, o tempo ideal de interacdo do biossensor com a proteina
CFP10:ESAT® foi estudado. O biossensor foi imerso em uma solugdo 200 ng mL-"' de
pCFP10:ESAT6 por 15, 30, 45, 60 e 90 minutos. Inicialmente, observou-se uma
diminuigéo de AR, de 586 Q para 344 Q de 15 a 30 min, seguido de um aumento
para 534 Q em 45 min. O valor mais elevado de AR, foi 1563 Q, obtido apds 60
minutos de imersao, seguido de uma diminuigdo para 937 Q em 90 minutos. Portanto,

60 minutos foi o tempo escolhido para dar continuidade aos estudos.
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Figura 11 - Estudos de otimizagdo do imunossensor, variando o tempo de interagéo anti-
CFP10/pCFP10:ESAT6 em 15, 30, 45, 60 e 90 minutos.

Fonte: Elaborada pela autora

Deste modo, um ensaio completo para deteccdo de pCFP10:ESAT6 com
caracteristicas 6timas foi realizado em um tempo total de 4 horas, incluindo as

medidas eletroquimicas apos cada estagio de fabricagao.

5.3 Caracterizacdo dos imunossensores via microscopia Raman e AFM

A Figura 12 mostra o espectro Raman dos eletrodos apds cada etapa de
fabricacdo. O eletrodo de ITO ndo modificado apresentou picos em 563 cm™' e 1096
cm-', uma curva tipica consistente com o descrito na literatura (50). Apds modificagéo
com APTES, os principais modos vibracionais caracteristicos do APTES foram
observados: o pico em 389 cm™' é atribuido a vibragao de flexao da ligagédo O-Si-O, o
pico em 640 cm' esta relacionado ao alongamento esquelético da ligagédo C-N, o pico
em 1060 cm™' é atribuida ao alongamento da ligagdo C-C préxima ao Si, a vibragéo

de flexdo da ligagdo Si-O-Si ocorre em 1130 cm™, os picos entre 1300 e 1460 cm™"
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estdo relacionados principalmente as vibragdes de CH2 e CH2 ligado ao Si, e o pico
em 1605 cm™"! pode ser atribuido a vibragéo de flexdo do NH2 (51-53). Picos em 2850,
2880 e 3250 cm', correspondentes ao estiramento simétrico CH2, vibragdo de
estiramento dos grupos CHs e NH, respectivamente, também foram observadas
(51,54).

CH, OH, NH
c-C CH, /l
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O
E: s-s <
. - NH,
W ) c-C /
>
=
&
o) CH, OH, NH
—
£

/4

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Raman shift (cm™)

Figura 12 - Espectro Raman do ITO, ITO/APTES, ITO/APTES/anti-CFP10 e ITO/APTES/anti-
CFP10/pCFP10:ESAT6.

Fonte: Elaborada pela autora

Apos a imobilizagdo do anti-CFP10, o espectro apresentou picos em 536, 874,
983 e 1077 cm™', correspondentes ao alongamento de dissulfeto S-S, alongamento C-
C, alongamento C-C das folhas- da estrutura proteica e estiramento esquelético C—
C, respectivamente, e um pico intenso entre 2750 e 3750 cm™', que corresponde as
vibragdes de alongamento assimétrico dos grupos CHs, OH e NH das proteinas foram
observados (55), consistentes com as estruturas de anti-CFP10, EDC e NHS. O

espectro da pCFP10:ESATG foi caracterizado por alongamento esquelético C-C (1063
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e 1130 cm™), deformagédo CH2 (1297 e 1442 cm™) e pico entre 2760 e 2980 cm™,
correspondendo a vibragao de alongamento dos grupos CH, OH e NH (55). Estas
caracteristicas espectrais sao presentes nos espectros Raman de micobactérias,
conforme relatado em (56). Os resultados obtidos mostram que a metodologia
empregada foi bem sucedida em diferentes estagios da construgdo do imunossensor,

com funcionalizagdo adequadas dos grupos de interesse.

0.12pm

0,00 pm

0,16
‘A - 020um

0,00 ym
000 pm

Figura 13 - Imagens 3D obtidas por AFM das superficies de A) ITO. B) ITO/APTES. C)
ITO/APTES/anti-CFP10. D) ITO/APTES/anti-CFP10/pCFP10:ESATS6.

Fonte: Elaborada pela autora

As morfologias e rugosidades dos eletrodos foram avaliadas utilizando
microscopia de forga atdmica (AFM), conforme mostrado na Figura 13. A morfologia
do ITO nao modificado mostrou as estruturas granuladas da superficie do eletrodo
(Fig. 16A). A superficie do eletrodo modificado com APTES, na Fig.16B, é
significativamente diferente da anterior, indicando que a formagcdo de uma
monocamada de silano foi efetuada, o que alterou a topografia da superficie do

eletrodo. Observa-se que os agregados de APTES estdo homogeneamente
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espalhados por toda a superficie, provavelmente devido ao aumento da polimerizagao
do filme lateral de siloxano e a formagao de uma rede (57). De modo similar, apos
imobilizagdo do anticorpo na superficie do ITO e bioreconhecimento da proteina,
foram observadas mudancgas na superficie do eletrodo (Fig. 16C e 16D). Além disso,
a rugosidade média quadratica (RMS) aumentou apds cada estagio, conforme

apresentado na Tabela 1, indicando a fabricacdo bem-sucedida do imunossensor.

Tabela 1 - Valores de rugosidade media quadratica (RMS) extraidos dos perfis correspondentes de
AFM das superficies do eletrodo.

RMS (nm)
ITO 3,61
ITO/APTES 14,47
ITO/APTES/anti-CFP10 16,75

ITO/APTES/anti-CFP10/pCFP10:ESAT6 18,93

Fonte: Elaborada pela autora

5.4  Calculo das figuras de mérito dos imunossensores

A curva analitica foi obtida medindo-se os valores de AR., em uma faixa de
concentragdo de pCFP10:ESAT6 de 0,5 a 50 ng mL™, e plotando estes valores em
relacdo ao log [pPCFP10:ESAT6] (Figura 14). Observou-se uma correlagéo linear e a
curva analitica foi estabelecida com R? = 0,8938. A equagao obtida a partir do ajuste

foi a seguinte:

AR., = (224 £ 71) + (398 £ 61) * log [pCFP10: ESAT6]
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Figura 14 - Curva analitica dos eletrodos de ITO obtida variando a concentragdo de pCFP10:ESAT6
entre 0,5 ng mL-' e 50 ng mL".

Fonte: Elaborada pela autora

Os limites de detecgéo (LOD) e quantificagado (LOQ) foram calculados a partir

da curva analitica, usando as equacgdes 4 e 5:

30pik
LOD = —————
(398 + 61)

100—blk
LOQ = ———
¢ (398 + 61)

O LOD e LOQ obtidos foram 1,25 ng mL" e 4,18 ng mL™', respectivamente.

Em seguida, realizou-se os experimentos de repetibilidade e reprodutibilidade.
Os resultados de VC e EIE de repetibilidade sdo mostrados na Figura 15. Os
resultados de repetibilidade e reprodutibilidade s&do mostrados nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. Rcts, Rct,, Rcts € Rctg S0, respectivamente, o valor da resisténcia

a transferéncia de carga apos t = 0,t = 60 min,t = 120 min e t = 180 min apos o
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bioreconhecimento da pCFP10:ESAT6. O desvio padrao relativo para repetibilidade e
reprodutibilidade obtidos foram 9,5% e 18%, respectivamente, demonstrando que este

imunossensor € adequado e preciso.
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Figura 15 - A) Voltamograma ciclico e B) Grafico de Nyquist da etapa de repetibilidade do
imunossensor. [pCFP10:ESAT6] = 4 ng mL".

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 2 - Resultados dos experimentos de repetibilidade.

Desvio Desvio
Eletrodo Rct;(Q) Rct,(Q) Rcts(Q) Rcts(Q) Média .. padrdo
padrao o
relativo (%)
1 2881 3152 4155 4529 3679 788,16 21,42
2 3591 4385 4387 4321 4171 387,88 9,30
3 3701 3745 4753 3770 3992 507,97 12,72
Fonte: Elaborada pela autora
Tabela 3 - Resultados dos experimentos de reprodutibilidade.
Eletrodo 1 2 3 4
Ret3(Q) 432 1732 432 639
Média Desvio padrao  Desvio padrao relativo (%)
501 92 18,36

Fonte: Elaborada pela autora
Em seguida, realizou-se experimentos para testar a seletividade do
imunossensor, utilizando as proteinas NS1 DENV e SARS-CoV-2 Spike, na

concentragdo de 20 ng mL", a qual é um décimo da concentragdo da proteina
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CFP10:ESAT6 nos estudos de otimizagdo. Como mostrado na Figura 16, obteve-se
AR.,de 509 £ 89 Q e 376 = 127 Q para NS1 DENV e SARS-CoV-2 Spike,

respectivamente. Com base nestes resultados, pode-se inferir que a proteina

CFP10:ESAT®6 foi seletivamente detectada pelo imunossensor desenvolvido.
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Figura 16 - A) Voltamograma ciclico e B) Grafico de Nyquist do imunossensor utilizando a proteina NS1
DENV nos testes de seletividade; C) Voltamograma ciclico e D) Grafico de Nyquist do
imunossensor utilizando a proteina SARS-CoV-2 Spike nos testes de seletividade. [NS1
DENV] = 20 ng mL-" e [Spike] = 20 ng mL".

Fonte: Elaborada pela autora

A tabela 4 mostra o desempenho analitico do imunossensor desenvolvido neste

trabalho, comparado com outros métodos de detecgdo relatados na literatura,

juntamente com os resultados.
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Tabela 4. Testes rapidos e imunossensores para M. tuberculosis.
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Tabela 5. Testes rapidos e sensores para M. tuberculosis (cont.).
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A maior parte dos métodos citados tem como principio de funcionamento a
interagcéo anticorpo-antigeno, caracterizando-se como imunossensores. A detecgao é
em sua maioria baseada nas técnicas de transdugdo eletroquimica (28,29,31,33),
optica (30) e magneto forético (32). Entre os imunossensores que detectam a
pCFP10:ESATG6, o desenvolvido neste trabalho apresenta o limite de deteccdo mais
baixo, além da faixa de concentragao com limite inferior mais baixo, isto é, 0,5 ng mL"
. Além disso, comparado com o imunossensor desenvolvido neste trabalho, os outros
métodos ainda requerem amplificacdo em varias etapas, sédo trabalhosos e
demorados e utilizam equipamentos pesados, o que obviamente limita seu uso para
testes point-of-care em um ambiente com recursos extremamente limitados.
Adicionalmente, ainda que o LOD do imunossensor desenvolvido tenha sido mais alto
do que de diversos outros estudos listados na Tabela 4, este permanece dentro da
faixa de interesse fisioldgica para MTB, a qual é aproximadamente 100 ng mL-' em
pacientes de TB (10).
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6 CONCLUSOES

Este trabalho reportou o desenvolvimento de um imunossensor impedimétrico
eletroquimico para biorreconhecimento da pCFP10:ESAT6 baseado em eletrodos de
ITO para diagndstico da tuberculose. O bioreconhecimento da proteina biomarcadora
foi alcangado pela conjugagao anticorpo-proteina mediante o anticorpo monoclonal
anti-CFP10. O imunossensor detectou a pCFP10:ESAT6 em concentragdes acima de
0,5 ng mL", com tempo total de ensaio de 4h, LOD e LOQ de 1,25 ng mL"' e 4,18 ng
mL-1, respectivamente. O dispositivo exibiu boa reprodutibilidade e repetibilidade, o
que demonstrou sua adequagao e precisao, bem como seletividade para a
pCFP10:ESAT6 quando comparado aos ensaios utilizando as proteinas NS1 DENV e
SARS-CoV-2 Spike. O pequeno volume utilizado e o curto periodo de tempo requerido
para a obtencdo dos resultados representam caracteristicas excepcionais para
aplicagdes point-of-care no futuro. Espera-se que os imunossensores desenvolvidos

possam conduzir a testes de tuberculose mais acessiveis e eficientes.
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7 PERSPECTIVAS

Como trabalhos a serem desenvolvidos a partir destes, sugere-se o0s

seguintes:

— Conjugacgao dos anticorpos imobilizados com nanoparticulas de ouro (AuNPs)
para aumentar a sensibilidade e o limite de detecc&o dos imunossensores;

— Integracdo dos imunossensores com smartphone;

— Detecgao multiplex: desenvolvimento de sensores capazes de detectar varios
biomarcadores especificos de tuberculose simultaneamente, melhorando a
precisdo do diagnéstico e reduzindo o tempo necessario para analise de
amostras;

— Plataformas de biossensores descartaveis: imunossensores eletroquimicos
descartaveis, de baixo custo e facilmente produzidos em larga escala sdo uma
promissora ferramenta de diagndstico de uso unico, reduzindo o risco de
contaminacao cruzada, sendo adequados para implantagdo em ambientes com
recursos limitados e

— Aplicagao de imunossensores eletroquimicos para monitorar a resposta ao

tratamento e progressao da TB.
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