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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PLATAFORMA NANOESTRUTURADA PARA
BIODETECCAO DE LEISHMANIA INFANTUM

Leishmaniose visceral € uma zoonose em crescente expansdo no Brasil,
causada pela Leishmania infantum chagasi, tendo o cdo como principal
reservatorio em ambiente urbano, mantendo o ciclo de transmissdo nesses
locais. Esta enfermidade é transmitida pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis.
A sintese de novos materiais hibridos, como o0 nanocompdésito de ouro e
polianilina (PANI) tem permitido a obtencdo de sistemas com propriedades
fisico-quimicas destacadas. Estes compdsito hibridos destacam-se porque sao
formados da juncdo de dois ou mais materiais de propriedades diferentes,
formando um com melhores propriedades. A modificacdo da superficie do
eletrodo com compdsitos hibridos tem levado ao desenvolvimento de sensores
eletroquimicos com extrema eficiéncia. O objetivo deste trabalho foi a avaliacéo
voltamétrica e impedimétrica de um sistema nanoestruturado baseado em
PANI-AuNps na presenca de Ks[Fe(CN)g/Ks[Fe(CN)s] (1:1), 10 mM, como par
redox, para o diagnostico de Leishmania infantum. Posteriormente o sistema foi
avaliado utilizando-se uma sequéncia primer especifico para L. infantum
podendo-se assim avaliar a hibridizacdo da fita complementar. As etapas de
modificacdo do eletrodo sdo observadas na Espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) na faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 KHz, através do
aumento gradativo do diametro do semicirculo de Cole-Cole apés a adicao dos
componentes do sistema. Portanto, foi observado um aumento da resisténcia
de transferéncia de carga (Rtc) devido a adsorcdo destes componentes. O
processo de interacdo do primer-genoma da L. Infantum foi evidenciado
através do aumento da Rrc devido ao fenbmeno de hibridizacdo das fitas
complementares, obtendo como resposta um baixo limite de deteccdo 0.01 pg
mL™.Como esperado, respostas similares foram observadas através da técnica
de Voltametria ciclica (VC) na faixa de varredura -0,2V a 0,7V, onde o eletrodo
de ouro mostra correntes de pico anddicas e catodicas bem definidas.
Posteriormente, ap6s adsorcdo do composito PANIAuNps ha redugdo das
correntes, sendo mais expressa apos adsorcdo do primer e do genoma. Além

das analises de EIE e VC, utilizamos a MEV onde visualizamos o0s aspectos



mais detalhados da modificacdo da superficie do sistema. Nossos resultados
indicaram uma boa sensibilidade, e desta forma o sistema sensor desenvolvido

neste trabalho é uma alternativa viavel para a biodeteccéo de leishmaniose.

PALAVRAS-CHAVES: Leishmaniose, Biossensor, Espectroscopia de

Impedancia, Voltametria Ciclica, Compasitos Hibridos.



ABSTRACT

DEVELOPMENT PLATFORM NANOSTRUCTURED FOR
BIODETECTIONLEISHMANIA CHAGASI

Visceral leishmaniasis is a zoonosis becoming increasingly widespread in
Brazil, caused by Leishmania infantum chagasi, with the dog as the main
reservoir in urban environment while maintaining the transmission cycle in these
locations. This disease is transmitted by the sand fly Lutzomyia longipalpis. The
synthesis of new hybrid materials such as polyaniline (PANI) associated with
gold nanoparticles (AuNPs) has allowed the obtaining of systems with
physicochemical properties highlighted. These hybrid composite is
distinguished because they are formed from the joining of two or more different
materials properties, forming with better properties. The electrode surface
modification with hybrid composites has led to the development of
electrochemical sensors with extreme efficiency. The objective of this work was
the voltammetric evaluation and prevent metric of a nanostructured system
based on PANI-AuNPs in the presence of K3 [Fe (CN) 6 K4 [Fe (CN) 6] (1: 1),
10 mM, as redox couple for the diagnosis of Leishmania infantum.
Subsequently the system was carried out by using a sequence specific primer
for L. infantum can be thus evaluate the complementary strand
hybridization.The modification steps are observed in the electrode
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in the frequency range of 100
mHz to 100 KHz, through the gradual increase of the Cole-Cole semicircle
diameter after the addition of system components. Therefore, an increase in
charge transfer resistance was observed (RTC) due to the adsorption of these
components. The interaction primer-genome of L. infantum was evidenced by
increasing the RTC due to the phenomenon of hybridization of complementary
strands, obtaining as a reply lower detection limit of 0.01 pg ml™.As expected,
similar responses were observed by cyclic voltammetry technique (VC) in the
scan range -0,2V to 0.7V, where the gold electrode shows peak currents anodic
and cathodic well defined. Subsequently, after adsorption of the composite
PANIAuUNps no reduction in current, it is more expressed after adsorption of the
primer and the genome. In addition to the analysis of EIS and VC, we use the

SEM where we visualize the most detailed aspects of system surface



modification. Our results indicated good sensitivity, and thus the sensor system

developed in this work is a viable alternative for bio-detection Leishmaniasis.

KEYWORDS: Leishmaniasis, Biosensor, Impedance, Voltammetry, Scanning,

Gold nanoparticles, Polyaniline.
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1. INTRODUCAO

A Leishmania € um género de protozoarios da familia
Trypanosomatidae, que inclui os parasitas causadores das leishmanioses. A
leishmaniose visceral (LV) € transmitida ao homem por insetos vetores ou
transmissores, conhecidos como flebotomineos. A transmissdo acontece
guando uma fémea infectada passa o protozodario a uma vitima sem a infeccao,
enquanto se alimenta de seu sangue [1]. E causada por espécies do género
Leishmania, pertencentes ao complexo donovani. Sao reconhecidas trés
espécies como agentes etiolégicos da doenca destacando-se a Leishmania
infantum [2]. E uma zoonose largamente disseminada, que representa um
problema sério de salde publica com varias manifestacbes clinicas que
dependem da espécie [3]. Além disso, a leishmaniose destaca-se como a
segunda causa de mortalidade dentre doencas negligenciadas [4].

O numero de caes infectados constitui um problema na transmissao da
infeccdo para humanos [5]. Aspectos clinicos para o diagnostico sao de
extrema importancia devido a presenca de sinais e sintomas inespecificos em

oligossintomaticos [6].

Os exames parasitoldgicos sdo considerados métodos de referéncia no
diagnoéstico da LV, ainda que requeiram procedimentos invasivos e a
necessidade de laboratoristas experientes. S&o ainda procedimentos
laboriosos e que nédo apresenta sensibilidade ideal. A confirmacéo de LV pode
ser feita pela demonstracdo direta em esfregacos ou pelo cultivo do parasito
obtido de baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos [7]. A especificidade dos
métodos parasitolégicos é de cerca de 100%, mas a sensibilidade € bastante
variavel, pois a distribuicdo dos parasitas ndo € homogénea no tecido [8] e
varia de 95 a 98% quando se utiliza o aspirado de baco, de 76 a 91% para o de
figado, de 52 a 89% para o de medula G6ssea e 52 a 69% para o de
linfonodos [8].



Os aspectos clinicos para o diagnostico de LV sdo de extrema
importancia devido a presenca de sinais e sintomas inespecificos em
oligossintomaticos [6] Além disso, Véarios testes como o0 ELISA,
imunofluorescéncia e ensaios imunocromatograficos destinam-se para o
diagnéstico da LV. No entanto, os testes supracitados apresentam como
principais limitacbes a reagdo cruzada com outras parasitoses, e baixa
sensibilidade na detec¢cdo de casos assintomaticos [6]. Desta forma, o
desenvolvimento de novas ferramentas de deteccdo da L. chagasi de forma
rapida e sensivel é de extrema importancia, destacando-se 0 uso de
compoésitos hibridos para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos
impedimétricos e voltamétricos.

Os biossensores eletroquimicos de DNA baseados na hibridizacdo de
acido nucléico tem recebido uma consideravel atencao devido a sua potencial
aplicacdo para o diagnéstico de varias doencas [9]. Para construcdo de
biossensores eletroquimicos, é de extrema importancia imobilizar os elementos
de reconhecimento sobre o eletrodo para fornecer os sitios de reconhecimento
molecular, associado a isso vem sendo utilizados nanomateriais para facilitar a
detecgéo do analito de interesse com sensibilidade [10].

A modificacdo da superficie do eletrodo com compdésitos hibridos tem
levado ao desenvolvimento de varios sensores eletroquimicos [11]. Em
particular, as nanoparticulas de ouro, tém sido intensamente investigadas para
o desenvolvimento de eletrodos biossensiveis, entre suas propriedades pode
ser observada boa resisténcia mecénica, alta condutividade elétrica e
biocompatibilidade com materiais bioldgicos. [12]. Além desse uso destacam-se
os polimeros condutores, entre eles a polianilina, facil sintese e boa
estabilidade quimica em condi¢cdes ambientais [13]. A unido da polianilina e
particulas de ouro (PANIAuNps) demonstram propriedades elétricas e Opticas
diferenciadas [14] que os tornam elementos essenciais para o desenvolvimento
de sistemas biossensiveis [15].

O uso de PANIAuNps advém da possibilidade do uso deste sistema para
imobilizacdo de acidos nucléicos na superficie do eletrodo por meio de
interacdo eletrostatica entre os grupos fosfatos do &acido nucléico e a

polianilina. Desta forma, o compdsito hibrido PANIAuUNps demonstra ser um

-2-



excelente candidato como matriz para o desenvolvimento de um genossensor

para L. infantum.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

A leishmaniose caracteriza-se por ser uma doenca que acomete
algumas regides do corpo podendo causar deformacles. Este fato € notado
desde os primeiros anos antes de Cristo, onde ja era possivel encontrar
vestigios de doencas humanas que causavam alteracbes na face. As
ceramicas das civilizacdes pré-Incas do Peru e Equador ja faziam alusdo a
lesbes proporcionadas pela leishmaniose (Figura 1). Outros achados fazem
referéncia a textos documentados do periodo Inca, séculos XV e XVI. Todos
esses achados indicam que a leishmaniose faria parte de um grupo de doencas
bastante antiga, que afeta a humanidade e ha pouco tempo recebeu esta

denominacéo [16].

Figura 1. Ceramica pré-—Inca indicando lesdes causadoras de deformac¢fes cuténeas da face

em caso de leishmaniose. Fonte: http://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/3954.

2.2. Agente etioldgico e Transmisséo

A Leishmania é um género de protozoarios da familia
Trypanosomatidae, que inclui os parasitas causadores das leishmanioses. A
Leishmaniose visceral, ou calazar, € uma doenca transmitida pelo mosquito-

palha (Lutzomyia longipalpis) (Figura 2), que, ao picar, introduz na circulagéo



do hospedeiro o protozoério Leishmania chagasi também denominado

Leishmania infantum. (Figura 3) [17].

Figura 2. Mosquito vetor- popularmente conhecido mosquito palha. Fonte:

http://www.cristofoli.com.

Esses protozoéarios sdo responsaveis por um amplo espectro de
doencas tropicais e subtropicais do homem e de outros animais. As principais
formas encontradas durante o ciclo de vida (Figura 3) séo a forma flagelada ou
promastigota e forma aflagelada ou amastigota [18]. A transmissdo acontece
quando uma fémea infectada passa o protozodrio a uma vitima sem a infecc¢éo,

enquanto se alimenta de seu sangue [19].


http://www.cristofoli.com/

Figura 3. Ciclo do flebotomineo e suas formas promastigota e amastigota. Fonte:

http://www.med.sc.edu/parasitologia.
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2.3. Epidemiologia

A Leishmaniose atinge mais de 98 paises em todo mundo. E
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), uma das doencas
que mais causa impacto aos cofres publicos mundiais. E uma doenca
debilitante, que fica atrds apenas da Malaria e Tuberculose [20]. Estima-se que
12-15 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo e aproximadamente 1,5-
2 milhdes de novos casos por ano. Desses 500.000 casos sédo de
Leishmaniose Visceral (LV) e 1.500.000 de Leishmaniose cutanea. [21]. A
Leishmaniose cutanea demonstra uma tendéncia de regressao da patologia
naturalmente, deixando cicatrizar no local, em contrapartida a Leishmaniose

Visceral quando néo tratada é causa de 59.000 mortes anuais (35.000 homens
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e 24.000 mulheres). O primeiro caso descrito de LV no Brasil ocorreu em 1934,
guando foram encontradas amastigotas de Leishmania em cortes histologicos
de figado de pessoas que morreram com suspeita de febre amarela. Apos
passados 20 anos foi registrado o primeiro surto da doenca em Sobral, no
Ceara [22]. J& em meados dos anos 80, constatou-se uma transformacéo
dréstica na distribuicdo geografica da LV. A Leishmaniose avancou inclusive
para as periferias de grandes cidades, onde antes era apenas restrita a alguns
lugares principalmente do Nordeste. A doenca é mais frequente em menores
de 10 anos (58%) e o sexo masculino € proporcionalmente o mais afetado.
Criancas tém uma susceptibilidade diante do sistema imunologico mais
fragilizado e outros fatores como desnutricdo que sdo comuns em areas
endémicas. Os cdes sdo bastante susceptiveis a infeccdo por LV e devido a
sua estreita relacdo com o homem, séo considerados os reservatorios de maior

importancia para a transmissao da doenca ao ser humano [23].

Os dados epidemiolégicos dos ultimos dez anos revelam a urbanizacéo
da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro, Belo Horizonte,
Aracatuba, Santarém, Corumba, Teresina, Natal, S&o Luis, Fortaleza,
Camacari e mais recentemente as epidemias ocorridas nos municipio de Trés
Lagoas, Campo Grande e Palmas. As areas de transmissdo da doenca no

Brasil estdo representadas na (Figura 4) [24].

A maioria dos casos é de infeccdo assintomatica ou que desenvolvem
sintomas moderados ou transitérios como diarreia, tosse seca, adinamia,
febricula, sudorese e discreta hepatoesplenomegalia, que podem evoluir ou
nao para a forma classica da doenca. O quadro classico consiste de febre,
hepatoesplenomegalia, com esplenomegalia volumosa, perda de peso, tosse,
diarreia, dor e distensao abdominal. Ictericia e envolvimento renal tém sido
descritos. Na fase mais tardia da doenca, os pacientes podem desenvolver

edema e ascite [25].



Figura 4. Distribuicdo de casos autoctones de LV segundo municipio. Fonte:
http://www.saude.mt.gov.br/upload/documento/50/manual-leishmaniose-%5B50-151009-SES-
MT%5D.pdf.

Legenda
[ ] 0 casos
[ ] 1-5 casos
[ 5-10 casos

B 10-20 casos ‘\1/‘
B 50-192casos

2.4. Métodos de diagnéstico e tratamento

O diagnostico da Leishmaniose no Sistema Unico de Salde baseia-se
principalmente em exames imunoldgicos e parasitologicos. Dentre os quais

podemos destacar:

e Diagnéstico imunolégico- Pesquisa de anticorpos contra Leishmania.

e Ensaio imunoenzimatico (ELISA): O ELISA é considerado método de
triagem. Sua sensibilidade varia de 71 a 100% e sua especificidade
entre 85 e 100%; os fatores que influenciam estas varidveis sao o
antigeno utilizado (bruto ou recombinante) e o protocolo padrédo
(tempo de incubacao e tipo de microplaca utilizada). Uma limitagao
desse teste é a reacdo cruzada com outros parasitas como o
Trypanosoma cruzi [26].

e Imunofluorescéncia indireta (RIFI): E reconhecido como “padrédo-
ouro”, tanto para LV humana quanto canina. Apesar de apresentar
menor sensibilidade e especificidade que o ELISA, tem sido o

método mais comumente utilizado. [27].



e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Técnica baseada na
amplificacdo de fragmentos de DNA. A utilizacdo da PCR permite a
deteccdo do parasita com o uso de sondas especificas de forma néao
invasiva. Trata-se de uma técnica ainda restrita por ser cara,
necessitar de profissionais bem capacitados, possibilidade de
contaminacdo das amostras entre outros fatores [28].

e Intradermorreacdo de Reagédo de Montenegro (IDRM): consiste na
inoculacao intradérmica de antigeno padronizado (leishmania), com
leitura apos 48 a 72 horas. De acordo com Thomé (1999), a mesma
nao apresenta bons resultados para o diagnoéstico da LVC. Ela tem
sido usada, porém necessitando de estudos sobre possiveis reacdes
cruzadas [29].

e Diagnéstico parasitoldgico: busca de formas amastigotas do parasito
[30].

e Exame direto: E realizada a busca de formas amastigotas através de
amostras de linfonodo, medula éssea etc, através das coloracfes de
Giemsa ou Wright, Leishman, Pandtico. Nem sempre o parasita €
encontrado, pois depende da distribuicdo na lamina, da coleta, de
infeccbes secundarias etc. Dentre as limitacdes do método,
encontra-se a probabilidade de diagnéstico falso-negativo em
infeccdes recentes [31].

e Isolamento em meio de cultura (in vitro): Inoculacdo do material em
meio de cultura contendo agar, NaCl, agua destilada e sangue de
coelho retirado da puncao aspirativa da leséo ou da bidpsia triturada.
Método com baixa sensibilidade porém melhor do que o exame
direto. O controle da temperatura e demora do diagndstico, séo

algumas das limitacdes desse método [32].

No Brasil, os medicamentos utilizados para o tratamento de LV séo o
antimonial pentavalente e anfotericina B. A escolha de cada um deles devera
considerar a faixa etaria, presenca de gravidez, comorbidades e o perfil de
toxicidade das drogas. Todos os medicamentos citados, tanto para o
tratamento da LV quanto da LTA, sdo téxicos e podem apresentar eventos

adversos [33].



Desta forma, torna-se necessario o0 desenvolvimento de novas
ferramentas de diagnéstico, como o0s biossensores, para Leishmaniose com o

intuito de favorecer uma melhor estratégia de tratamento.
2.5. Biossensores

Biossensores sao dispositivos que utilizam componentes biolégicos
como elementos de reconhecimento de outras moléculas biolégicas, como
virus, bactérias, fungos ou mesmo células cancerigenas [34]. Dentre os
elementos de reconhecimento biolégicos utilizados na construcdo de
biossensores, destacam-se: sequéncias de DNA ou RNA, enzimas, antigeno,
anticorpo, organelas, peptideos, organismos e células [35]. Assim, um
biossensor combina a especificidade de um componente bioldgico ativo, para o
analito de interesse, com a sensibilidade de um transdutor que tem como
funcdo a traducdo da informacdo a partir de uma informac¢do bioquimica,
geralmente em concentracdo do analito, em um sinal de saida, quimico ou
fisico, com uma sensibilidade definida. Sendo assim, seu principal objetivo é
fornecer um elevado grau de seletividade para um determinado analito (Figura
5) [36].
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Figura 5. Esquema geral de um biossensor. O analito é reconhecido pelo biorreceptor.
Interacdo resultante é transformada num sinal elétrico pelo transdutor e registrado através do
processamento de dados. Fonte: http://www.infobibos.com.

ANALITO BIORRECEPTOR TRANSDUTOR SINAL
MENSURAVEL
\___v_ 8
Amperométrico
Potenciométrico
Calorimétrico Processamento de dados
Acidos nucleicos Piezoelétrico
Enzimas Magnético
Anticorpos Fotométrico

Receptores celulares
Microrganismos

Nos ultimos anos estudos comprovam que o0 uso dos biossensores traz
uma série de vantagens [37], [38]. S&o altamente sensiveis e seletivos,
relativamente faceis em termos de desenvolvimento, além de acessiveis, baixo

custo, necessidade de pouca amostra, analise direta, prontos para uso. [39].

2.5.1. Classificacado dos biossensores:

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento
biol6gico de reconhecimento ou transdutor.
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Biossensores quanto ao elemento de reconhecimento bioldgico

Dentre os tipos de sensores que seguem esta classificacdo podemos
destacar 0s biossensores enzimaticos, imunossensores, 0s baseados em
células, os genossensores e aptassensores.

Os biossensores enzimaticos, utilizam enzimas como elementos

bioreceptores, como € o caso da glicose oxidase utilizada na mensuracdo da
glicose no sangue. Além do uso da glicose oxidase, varias outras enzimas séo
utilizadas na construcdo de biosensores, tais como a urease, penicilinase e
alcool dehidrogenase [40].

Os imunossensores sao baseados na reacdo imunoldgica, sendo que o

antigeno ou anticorpo é imobilizado na superficie do transdutor. Assim,
diversos tipos de imunossensores podem ser construidos, de acordo com o tipo
de transdutor empregado [41].

Os biossensores celulares utilizam microorganismos, especialmente,

para o monitoramento ambiental de poluentes. As células sdo incorporadas a
superficie de um eletrodo, sendo o principio de operacdo muito semelhante aos
biossensores enzimaticos. Contudo, apresentam custo reduzido, maior
atividade catalitica e estabilidade [42].

J& 0s genossensores sao biossensores eletroquimicos de DNA ou RNA,

baseados na hibridacéo do &cido nucleico [43].

Os aptasensores sdo biossensores que utilizam aptameros como

elemento de bioreconhecimento. Os aptdmeros sao sequéncias de DNA ou
RNA [44].

Biossensores quanto ao sistema transdutor
Os biossensores podem ser classificados quanto ao sistema transdutor
em eletroquimicos, condutimétricos, amperométricos, potenciométricos,

colorimétricos, piezoelétricos e Opticos (Figura 6).
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Figura 6. Classificacao dos transdutores. Fonte:

http://www.repositorio.ipl.pt/bitstream/10400.21/318/1/Dissertacao.pdf.

[ TRANSDUTORES ]

[ Eletroquimicos] [ Calorimétricos ] [ Piezoelétricos ] [ Opticos ]

[ Condutimétricos ] [Amperométricos] [ Potenciométricos]

Os biossensores eletroquimicos sao 0s biossensores mais comumente

utilizados nos testes de monitoramento e diagndstico em analises clinicas.
Transformam o efeito de intera¢des eletroquimicas entre analito e eletrodo em
sinais elétricos. Esses dispositivos envolvem as técnicas de potenciometria,
voltametria e espectroscopia de impedancia, entre outras [45].

Os biossensores condutimétricos medem as alteracfes na condutancia

entre um par de eletrodos metélicos como consequéncia da acdo do elemento
biologico. A condutividade é a funcdo linear da concentracdo ibnica, porém,
nao é especifica para um dado tipo ibnico [46].

Os biossensores amperométricos medem as alteracées na corrente do

~

eletrodo de trabalho devido a oxidacédo direta dos produtos de uma reacdo
bioldgica. Nesta técnica € aplicado um potencial fixo suficiente para efetivacao
de um processo redox na célula eletroquimica. E para as andalises quantitativas,
determina-se que quanto menor e mais proximo de zero for o potencial,
menores serdo os problemas relacionados a interferentes. Sendo este conceito

também aplicAvel aos biossensores voltamétricos. Uma célula amperométrica

pode conter dois ou trés eletrodos [46].

Os potenciométricos baseiam-se na medicdo dos potenciais do

eletrodo de trabalho em relagcdo a um eléctrodo de referéncia. Como exemplo,

os eletrodos ions seletivos.
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Os biossensores calorimétricos detectam substratos baseados no calor

envolvido nas reac¢des bioquimicas do analito com uma substancia biolégica
ativa adequada, como uma enzima. Nao podem ser utilizados em sistemas que
apresentem trocas de calor muito baixas. A perda do calor diminui a
sensibilidade dos biossensores calorimétricos [47]. Além dos biossensores ja
citados destacam-se também os piezoelétricos e os opticos.

Os piezoelétricos transformam variagbes de massa de uma

determinada superficie em sinais elétricos. Técnicas de transducéo utilizando
microbalanca de cristal de quartzo (QCM) e microscopia de forca atdmica
(AFM) séo utilizadas nesse tipo de sensor [48].

Os opticos sao baseados no principio de transdugcdo como a
absorbancia, refletancia, luminescéncia, fluorescéncia, indice de refracdo
efeitos fototérmicos e espalhamentos da radiacdo, em variacées colorimétricas.
Neste tipo de biossensores a luz é conduzida por meio de fibras épticas até ao

detector para guiar as ondas de luz como um eletrodo ou semicondutor [48].

2.6. GENOSSENSORES

2.6.1. Uso e aplicacg0es:

O comportamento eletroquimico do DNA e os efeitos de sua adsorcao
sobre diversos tipos de eletrodos (carbono, vidro, ouro etc), vém sendo
pesquisados ha varios anos, biossensores baseados na hibridizacdo de &cido
nucléico tem recebido uma consideravel atencdo devido a sua potencial
aplicacdo para o diagnéstico de varias doencas [49], [50]. A resposta
eletroquimica sensivel é baseada na oxidacéo direta de acidos nucléicos, ou
indiretamente pela reacdo redox de moléculas indicadoras de hibridizacéo,
como indicadores quimicos [50]. A utilizacdo de biossensores de &acidos
nucleico pode ser vista em pesquisas envolvidas na detec¢cdo de doencas
como: Tuberculose [51]; Papilomavirus Bovino [52]; Dengue [53].

A versatilidade das técnicas eletroquimicas propiciou ndo apenas a
analise estrutural dos acidos nucléicos, como também sua determinagdo em
baixos niveis de concentracdo. Com efeito, bases purinicas e pirimidinicas,
além de oligonucleotideos. A voltametria € praticamente insubstituivel na

analise gualitativa e quantitativa de muitos compostos organicos e na pesquisa
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de composicdo e estrutura de ions e moléculas eletroquimicamente ativos em
niveis de concentracdo muito baixos [54].

Inicialmente, o biossensor de &cidos nucleicos € feito a partir da
imobilizacdo de uma sequéncia de DNA (sonda) na superficie transdutora,
visando o reconhecimento de sua sequéncia complementar (alvo) [52]. Existem
varios métodos de imobilizacdo sobre a superficie transdutora, tais com
adsorcao, encapsulacao, ligacédo covalente e ligagdo covalente cruzada [52].
Para imobilizacdo sobre da sonda pode-se utilizar adsorcao fisica ou ligacao
covalente. No trabalho desenvolvido utilizamos a adsorcéo fisica da enzima
que é o modo mais simples e rapido de imobilizacdo. Baseia-se em interacfes
fisicas entre a enzima e a superficie da matriz. Ja a ligacdo covalente ocorre
entre os grupos funcionais da enzima e da superficie. A ligacdo covalente
cruzada ocorre através da formacdo de um sistema reticulado das moléculas
da enzima, formando uma rede rigida, e a encapsulacdo ocorre através do
confinamento da enzima em uma membrana localizada na superficie do
eletrodo. (Figura 7) [55].

Figura 7. Esquema ilustrativo dos quatro tipos béasicos de métodos de imobilizagcéo: a)
adsorcéo, b) encapsulacéo, c) ligagéo covalente e (d) ligagédo covalente cruzada.
Fonte:http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S010040422008000700034.

(C) =
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2.7. MODIFICACOES DE SUPERFICIES SENSORAS

2.7.1. Nanoparticulas

A nanotecnologia inclui a ciéncia de materiais para o dominio de
particulas e interfaces com dimensdes extremamente pequenas. As
nanoparticulas foram detectados na década de 1980, com um microscopio
eletrbnico. Uma nanoparticula € um corpo tendo uma dimensao da ordem de
100 (equivalente a cerca de mil atomos). Em 2000, iniciou a comercializacdo de
nanomateriais e, cada vez mais vem aumentando o desenvolvimento e procura
por estes produtos. Particulas deste tamanho, ou "nanoparticulas”, apresentam
uma grande area superficial e, frequentemente, exibem propriedades
mecanicas, Opticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas e
superficies macroscopicas. O aproveitamento dessas propriedades em
aplicacOes tecnoldgicas forma a base da nanotecnologia de materiais (Figura
8) [56].

Figura 8. Dimensdes representativas de algumas espécies tipicas, em suas varias

escalas.

Fonte: http:// www. s3-sa-east-1.amazonaws.com/ofitexto.arquivos/deg_230778.htm.
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Ha pelo menos 30 anos, varios laboratorios no mundo desenvolvem
pesquisas na direcdo da miniaturizacédo, sobretudo de sistemas eletronicos,
nanoparticulas, sistemas nanoparticulados. Uma das caracteristicas marcantes
da nanotecnologia € sua multidisciplinaridade. Trata-se de um encontro da
quimica, fisica, engenharia e biologia. As diferentes interfaces sao ricas de
relevantes problemas cientificos e oportunidades de geracdo de novas
tecnologias [57].

A modificacdo da superficie do eletrodo, com compdsitos hibridos tem
levado ao desenvolvimento de varios sensores eletroquimicos. Em particular,
as nanoparticulas de ouro tém sido intensamente investigadas para o

desenvolvimento de eletrodos biossensiveis [58].

2.7.2. Polianilina e Nanoparticulas de Ouro

A juncdo das nanoparticulas, sdo capazes de formar arranjos
tridimensionais, que por sua vez possuem propriedades diferentes das
nanoparticulas isoladas e de eletrodos convencionais. Tais propriedades
podem ser amplamente exploradas na busca na busca de sensores
eletroquimicos com maior sensibilidade e seletividade para determinadas
espécies de interesse [59].

As nanoparticulas de ouro (AuNps) apresentam propriedades
eletrbnicas, Opticas e quimicas que chamam atencdo para aplicacdes
tecnologicas nas areas de desenvolvimento da nanoeletrbnica, sensores,
Optica e catdlise. Apresentam caracteristicas como facilidade de sintese,
funcionalizac&o da superficie com moléculas de tiol, facilidade de transferéncia
de elétrons, biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, como também podem ser
sintetizadas por métodos fisicos ou quimicos incluindo a reducdo de acido
tetracloraurico (HAuCl,") [60]. Nos ultimos anos estudos tem se destacado com
relacdo ao uso de nanoparticulas de ouro e biomoléculas [61], [62].

As nanoparticulas sem revestimento sdo muito instaveis, apresentam
alta energia superficial e tendem a agregar-se em solucdo. Assim, polimeros,
dendrimeros, liquidos ibnicos e surfactantes sdo usados para estabilizar,

evitando que as nanoparticulas formem aglomerados [63].
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Atualmente os materiais poliméricos séo utilizados em grande escala,
em diversos setores da economia mundial. Entre os polimeros condutores, a
polianilina (PANI) tem atraido grande atencdo devido a sua ampla faixa de
condutividade elétrica, propriedades eletroquimicas e Opticas, associadas a
estabilidade quimica em condi¢cdes ambientais e facilidade de sintese. Nos
altimos anos, a polianilina (PANI) e polimeros derivados da anilina tém
recebido grande atencdo pela estabilidade quimica em condi¢cdes ambientais,
processabilidade, facilidade de polimerizacdo e de dopagem a baixo custo.
ApoOs a polimerizacdo quimica, a polianilina pode ser produzida em escala
industrial, obtendo-se em alguns casos, polimeros de alta massa molecular, o
que favorece a condutividade e a resisténcia mecéanica [62].

A polianilina € um polimero linear conformado de anilina, o qual pode
existir em um numero de estados de oxidacao, os seus anéis podem existir nas
formas benzendides assim como quinoides. A forma base da PANI € mostrada
na (Figura 10) e consiste de cadeias unitarias repetidas reduzidas e oxidadas

alternantes [64].

Figura 9. Estrutura geral da Polianilina (PAN), mostrando as unidades reduzidas
(ganha elétrons) e oxidadas (perde elétrons). Fonte: http://www.maxwell.vrac.puc-
rio.br/18472/18472_4.PDF
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A polianilina e seus derivados formam uma outra classe de polimeros
condutores em relacdo ao processo de dopagem. Ela pode ser dopada por
protonagdo, isto €, sem que ocorra alteracdo do numero de elétrons
(oxidacao/reducéo) associados a cadeia polimérica. A polianilina pode ocorrer
em diferentes estados de oxidacdo, dos quais a forma esmeraldina, 50%

oxidada, é a mais estavel . A forma base esmeraldina (isolante) do polimero
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pode reagir com acidos (HCI) resultando na forma sal esmeraldina (condutora).
A reacdo de protonagdo ocorre principalmente nos nitrogénios iminicos da
polianilina (-N=). Este estado contém duas unidades repetitivas, a amina-
fenileno e a iminaquinona. Além da elevada condutividade elétrica, que chega a
ordem de 10*> S cm™ outra propriedade interessante da polianilina é exibir
diferentes coloracdes quando se variam as condi¢cées de pH ou o potencial
elétrico. (Figura 11) [65].

Figura 10. Os trés estados de oxidacdo mais importantes da polianilina:
leucoesmeraldina, esmeraldina (isolante e condutora) e pernigranilina. Fonte:

http://www.gnesc.sbg.org.br/online/gnesc11/v11a03.pdf.

Estado de oidago Estrutura Cor Caracteristica

[ H H H H
Leucoesmeraldina __@_&_@_&_@_&_@_ﬁ_ amaela  isolante complelamente
i | 30 reduzida
i H H H r|1 condulora parciamente
Sal de esmeralding —@—@N—@—N—@—N— Verde oxidada
L t f ! 320, 420, 800
[ H H H H] .
| | | r|\'_ solante parcialmente
anl oxdada
- =N 320, 620

. i I H H H H] .
R ¥ g 8 g o
L + t | 320, 530 oidada

O desenvolvimento de nanoparticulas que atuam no diagnostico

T

Base esmeraldina

T

(quantum dots, magnéticas, metalicas, polimeros, etc), como propriedades
terapéuticas (nanoparticulas magnéticas e metalicas), assim como a
capacidade de uso especifico por modificacdo da superficie com biomoléculas
€ um tema continuo de pesquisas [66]. Como é o caso do nanocompdsito
hibrido de Polianilina e nanoparticulas de ouro (PANIAuUNps), através da juncao
das propriedades individuais dos dois materiais ha a formagdo de um
compasito estavel, facil sintese e com boa capacidade de formagéo de filme na
superficie do eletrodo [53].

Estudo recentes demonstraram as vantagens do uso de nanoparticulas

metalicas. Nascimento et al. (2011) desenvolveram um biossensor baseado em
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composito hibrido de nanoparticulas de ouro-polianilina (AuNpPANI) com
grupos terminais sulfidrila (-SH) que, imobilizando primers especificos para os
sorotipos de dengue 1, 2 e 3 (ST1, ST2 e ST3). Vicentini (2013) desenvolveu
um biossensor a base de filmes poliméricos, nanotubos de carbono e

nanoparticulas de ouro.

2.8. METODOS ELETROQUIMICOS

Os métodos eletroquimicos fazem uso de propriedades elétricas
mensuraveis (corrente elétrica, diferencas de potencial, acimulo interfaciais de
carga, entre outros) a partir de fendmenos nos quais uma espécie redox
interage fisica e/ou quimicamente com demais componentes do meio, ou

mesmo com interfaces.

2.8.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € a técnica comumente usada para adquirir
informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta
técnica resulta de sua caracteristica de rapidamente fornecer informacdes
sobre a termodindmica de processos redox, da cinética de reacdes
heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre reac¢des quimicas acopladas
a processos adsortivos [68].

A voltametria ciclica consiste no varrimento de potencial de um eletrodo
de trabalho o qual se encontra mergulhado numa solugcdo em repouso,
medindo-se a corrente resultante. Dado ser impossivel medir potenciais
absolutos, o potencial deste eletrodo é medido relativamente a um eletrodo de
referéncia eletrodo podendo ser de varios tipos: Ag/AgCl, mercurio calomelano
etc. Neste trabalho utilizou-se o de Ag/AgCIl. O potencial aplicado entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia pode ser considerado um sinal
de excitacdo e a corrente resultante pode ser tida como um sinal de resposta
[69].
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Figura 11. Voltamograma ciclico. Fonte:
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S071833052014000300005&script=sci_arttext.
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Inicia-se a aplicacdo do potencial de um valor no qual nenhuma reducéao
ocorre, com o aumento do potencial para regides mais negativas (catodica)
ocorre a reducdo do composto em solucdo, gerando um pico de corrente
proporcional a concentracdo deste composto, quando o potencial ja tiver
atingido um valor no qual nenhuma reacao de reducdo ocorre, o potencial é
varrido no sentido inverso, até o valor inicial, e no caso de uma reacao
reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se
localizam ainda proximos a superficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando um
pico simétrico ao pico da reducao. O tipo de voltamograma gerado depende do
tipo de mecanismo redox que o composto em questdo sofre no eletrodo, o que
faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para estudos mecanisticos
(Figura 12) [70]. A forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica &
representada na (Figura 13), o potencial € varrido linearmente com o tempo no

eletrodo de trabalho estacionario.
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Figura 12 Formas de aplicagcdo do potencial para a voltametria ciclica: a) potencial com
varredura linear e b) potencial do tipo escada. Fonte:
https://repositorio.ufsc.br/bitstream/handle/123456789/89173/235698.pdf?sequence=1.

A)
Ciclo 1
potencial
tempo
B)
Ciclo 1
potencial
tempo

2.8.2. Espectroscopia de Impedancia

A técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) é uma
técnica de caracterizacdo elétrica, que fornece um aspecto completo e
detalhado das caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solugéo. Envolve a
aplicacdo de uma perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema sob
investigagdo. A perturbacdo do sistema é feita mediante a aplicagdo de um
potencial continuo (potencial central aplicado) sobre a qual € superimposta

uma variagdo senoidal de potencial com pequena amplitude. Este método de
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aplicacado do potencial possibilita que o sistema seja perturbado empregando
poucos milivolts, de forma a tornar possivel a investigacdo de fendmenos
eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio.

Além disto, é possivel perturbar o sistema usando diferentes valores de
frequéncia, pois a onda de potencial € senoidal. Uma vez que a perturbacéo no
sistema sob investigacdo é de pequena amplitude é possivel empregar a
técnica para a andlise de etapas de um mecanismo reacional [71]. Numa
mesma medida, podem ser determinadas a resisténcia de polarizacdo e a
capacitancia da dupla camada [72].

A técnica de EIE oferece muitas vantagens como baixo custo, rapidez e
facilidade de instrumentacdo. O uso de EIE em genossensores € devido as
melhorias da transferéncia de elétrons que ocorre durante o processo de
hibridizacdo do DNA.

Atualmente, a EIE é utilizada em ampla gama de estudos, abrangendo
desde o transporte eletrénico em dispositivos semicondutores até o estudo de
processos cinéticos eletroquimicos das mais diferentes naturezas, ou seja,
processos que ocorrem em baterias de ions litio, células fotovoltaicas, sistemas
de corroséo e/ou processos eletrocataliticos. [71], [73], [74].

A EIE baseia-se na Lei Ohmica: o potencial (U) sobre um condutor
metalico, € proporcional, em temperatura constante, ao fluxo elétrico de

corrente através do condutor (1).

R=U/I

A lei 6hmica vale para todas as correntes e todos o0s potenciais elétricos,
a resisténcia é independente da frequéncia da corrente; a corrente alternada e

0 potencial estdo sempre em fase [74].

O circuito da (Figura 14) € conhecido como circuito de Randles. O
circuito de Randles engloba a impedéancia de Warburg (Z,). Este modelo prevé
gue a corrente faradaica resultante das transferéncias eletrénicas na interface
estd sempre associada ao componente capacitivo. Os componentes do circuito
e as diferentes regides de resposta em frequéncia representam 0 processo

eletroquimico global. A regido de alta freqiéncia esta associada com a
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resisténcia da solugéo eletrolitica, Re. A regido de freqiéncias intermediarias
estd associada com a transferéncia de carga na interface, Re. O efeito de
relaxacao correspondente é apresentado no plano complexo ( Z"- Z') com um

semi-circulo, cuja constante de tempo é dada pelo produto RiCyqc. [73].

Figura 13. Circuito do tipo Randles (no topo) e sua resposta idealizada no plano de
impedancia complexa. Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100
40422006000400029&script=sci_arttext.
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Em baixas frequéncias a impedancia é caracterizada por processos de
transporte de massa por difusdo. Duas regides podem ser identificadas no
plano de impedancia complexa: uma regido linear com angulo de fase /4,
correspondendo a difusdo semi-infinita e representada pela impedéancia de
Warburg, Zw, € uma segunda regido linear ainda em baixas frequéncias com
um angulo de fase de 11/2, associada com uma resposta puramente capacitiva.
Considerando uma reacdo de eletrodo onde a etapa mais lenta esta
relacionada ao transporte ibnico em direcdo a interface, é razoavel considerar

que a cinética da reacéo é limitada por difuséo [73].
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2.9. ANALISE MORFOLOGICA

2.9.1. Microscopia Eletrénica de Varredura

O primeiro microscépio eletrénico de varredura (MEV) surgiu em 1932,
desenvolvido por Max Knoll e Ernest Renka Rusca, na Alemanha. O primeiro
protétipo com capacidade de analisar amostras espessas, ho entanto, foi
construido por Zworykin, em 1942 [75].

O MEV é um instrumento muito versatil e usado rotineiramente para a
andlise microestrutural de materiais sélidos. Apesar da complexidade dos
mecanismos para a obtencdo da imagem, o resultado € uma imagem de muito
facil interpretacédo [76].

O principio de funcionamento do MEV consiste na emissao de feixes de

elétrons por um filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo), mediante a
aplicacao de uma diferenca de potencial que pode variar de 0,5 a 30 KV. Essa
variacdo de voltagem permite a variacdo da aceleracao dos elétrons, e também
provoca o aquecimento do filamento. A parte positiva em relagdo ao filamento
do microscopio (eletrodo positivo) atrai fortemente os elétrons gerados,
resultando numa aceleracdo em direcdo ao eletrodo positivo. A corre¢cdo do
percurso dos feixes € realizada pelas lentes condensadoras que alinham os
feixes em direcdo a abertura da objetiva. A objetiva ajusta o foco dos feixes de
elétrons antes dos elétrons atingirem a amostra analisada [75].

A medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra estes
sinais vao sofrendo modificac6es de acordo com as variacdes da superficie. Os
elétrons secundarios fornecem imagem de topografia da superficie da amostra
e sdo os responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolucéo, ja os
retroespalhados fornecem imagem caracteristica de variacdo de composicao
[76] (Figura 15).
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Figura 14. Desenho esquematico dos componentes béasicos do MEV. Fonte:
http://www.pucrs.br/edipucrs/online/microscopia.pdf.
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3. JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose €é um problema de saude publica, acomete
principalmente Norte e Norte do pais. Além disso, a leishmaniose destaca-se
como a segunda causa de mortalidade dentre doencas negligenciadas.
Atualmente o nimero de cées infectados constitui um problema na transmissao
da infeccdo para humanos. Tendo em vista que a¢cdes como o desenvolvimento
de novos sistemas de biodeteccéo visam a atender o Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral no Brasil. Este conjunto de a¢des visam a
reducdo do numero de Obitos por meio do diagnostico e do tratamento

precoces pelo desenvolvimento de genossensores para a Leishmania.

Desta forma, € de fundamental importancia o desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos para deteccdo e diagndstico de Leishmania
infantum devido a possibilidade de uma analise rapida, sensivel e de baixo

custo.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar flmes de PANIAuNps depositados sobre eletrodo de
ouro e avaliar a interacdo com o sistema LiG-LiP-PANIAUNPS. cishmania, para
aplicacdo como sensor impedimétrico e voltamétrico para deteccdo de

Leishmaniose.
4.2 Objetivos Especificos

e Determinagéo de parametros fisico — quimicos da sonda de Leishmania,
como elemento de biodeteccéo;

e Avaliacdo das caracteristicas eletroquimicas da interacdo da sonda de
Leishmania com o sistema LiG-LiP-PANIAuUNps;

e Estudo das propriedades interfaciais do sistema LiG-LiP-PANIAuNps.
leishmania, D€M como avaliacdo da bioatividade deste sistema frente as
amostras de L. chagasi;

e Andlise morfologica e estrutural dos filmes biolégicos de LiP-
microscopia eletrdnica de varredura.

e Determinacado da capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl) através de

calculos tedricos a partir de resultados experimentais e da resisténcia a
transferéncia de cargas (Zre).

e Determinacao das correntes de pico anddicas (ipa) e catédicas (ipc) dos
voltamogramas ciclicos;
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5. METODOLOGIA
5.1 Materiais

Amostras sanguineas de caes foram coletadas e armazenadas com
anticoagulante citrato. Os reagentes eram de grau analitico e usados tal como
recebidos. A polianilina, ouro (ll) tri-hidrato de cloreto de HAuCl,.3H,O (4cido
tetracloroaurico), MPTS (3-mercaptopropil trimetoxisilano), foram obtidos a
partir de Sigma- Aldrich (St. Louis, EUA). Ferri- ferrocianeto de potassio e
foram obtidos a partir VETEC (Brasil). Agua ultrapura foi obtido a partir de um

Milli-Q Plus (Billerica, EUA) Sistema de purificacao.

5.2 Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas num
Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT128N numa célula convencional
de trés eletrodos, eletrodo de trabalho modificado com nanoparticulas de ouro
e polianilina, eletrodo de ouro como contra eletrodo e eletrodo de referéncia Ag/
AgCl (KClI saturado) usados durante todo o trabalho (Figura 16). As imagens de
microscopia eletronica de varredura, foram obtidas a partir de um JSM 5900
(JEOL instruments, Japao) a uma voltagem de aceleracdo de 10 kV e uma
distancia de trabalho de 5 pm.
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Figura 15. Célula convencional de trés eletrodos. Fonte:

http://lwww.pt.wikipedia.org/wiki/Potenciostato.
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5.3 Sintese das nanoparticulas (PANIAuUNpS)

Nanocompdsitos foram obtidos de acordo com MELO e colaboradores
(2009). Foi feita uma mistura de anilina (0,030 mol/L), MPTS (6,46.107
mmol/L), HAuCl,;-3H,O (0,81 mmol/L) em wuma solugdo de etanol.
Subsequentemente agitacdo magnética (1100rpm) por 48hrs. As amostras
foram centrifugadas por 10 min (12.000 RPM) para remocédo do excesso de
MPTS, posteriormente foi adicionado 500ul para 0,1 M HCI para obter PANI

carregada positivamente e hidrolise MPTS.

5.4 Preparacao do sistema LiG-LiP-PANIAUNPS.Leishmania

Eletrodo de ouro foi polido com alumina 0,5um e submetido a ultra
sonicagdo por 1 minuto em &agua deionizada, e posteriormente seco com
nitrogénio (N). Em seguida, o eletrodo de ouro foi submetido a um potencial de
-0,2 V para torna-lo catédico por 2 min. Posteriormente, o eletrodo foi imerso no
sistema LiP-PANIAUNPS. eishmania POr 10min, em seguida foi removido e seco.
ApoOs obtencdo do eletrodo modificado com LiP-PANIAUNPS. eishmania, €Ste
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sistema foi submetido a incubagdo com o genoma de pacientes contaminados
com genoma de L. infantum diluidos em tampéao fosfato de sédio (TFS) pH 7,4
[78].

5.5 Andlise do sistema LiG-LiP-PANIAUNPS.eishmania frente ao material

coletado de caes contaminados

Apo6s obtencédo do eletrodo modificado com PANIAUNpPS-primer eishmania €
avaliacdo de sua viabilidade de acdo, o sistema foi utilizado para deteccdo
genoma de cdes contaminados com L. infantum diluidos em tampéo fosfato de
sédio pH 7,4. [51], [53], [78].Os experimentos de hibridizacdo foram realizados
por gotejamento no eletrodo modificado com NpAuUPANi-primer eishmania€m
diferentes concentracées da sequéncia alvo do DNA gendmico (0,01 pg mL™,
0,1 pg mL?, 0,01 ng mL™?, 01, ng mL™, 1 ng mL™ e 10 ng mL™). Finalmente, os

eletrodos hibridizados foram lavados com agua deionizada.
5.6 Medidas eletroquimicas

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados apés cada
etapa da montagem do eletrodo na presenca de uma solucdo de 10mM de
ferro-ferricianeto de potassio, [K3 (Fe (CN)6)/ K4(Fe(CN)6)] (1:1) como
indicador redox em NaCl, a varredura foi de -0,2 a 0,7V com varredura de
50mV/s. As medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas na mesma
solucado de ferro-ferricianeto de potassio numa faixa de frequéncia de 100 mHz
a 100 KHz com um potencial de amplitude alternada de 10mV [78]. Todas as
medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura ambiente e dentro de

uma gaiola de Faraday.
5.7. Caracterizacdo morfoldgica- Microscopia eletrénica de varredura

A andlise morfolégica foram realizadas utilizando um JSM 5900 (JEOL
instrumentos, Japdo) a uma voltagem de aceleracdo de 15 kV e com uma
distancia de trabalho de 15 pM. Uma fina camada de ouro foi aplicado por

pulverizacdo catodica sobre as amostras utilizando um evaporador de metal.
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Abstract

In this work, an electrochemical sensor for specific detection of Leishmania infantum
genome (LiG) was developed. The sensorial system is based on the immobilization of a
DNA probe onto a gold electrode surface previously covered with a layer of a SH-
terminal group carrying polyaniline-gold nanoparticles hybrid composite (PANIAuUNp).
Scanning electronic microscopy (SEM), cyclic voltammetry (CV), and electrochemical
impedance (EIl) techniques were applied to evaluate the immobilization of L. infantum
primer (LiP) on AuNpPANI. SEM images for AUNpPANI-probe systems indicate that
the film of the hybridized biomolecules was homogenous, compact and dense.
Experimental results indicate that even when immobilized the probe retained its
bioactivity. The primer-genome interaction was evaluated by cyclic voltammetry (CV)
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) using a [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)e]*
redox pair. Both CV and EIS results have shown unequivocal evidence that the sensor
presents specific detection of LiG based on primer-genome interactions. The LiG
detection is translated as observable changes in the charge transfer resistance and the
cathodic/anodic peak current. A stepwise modification on the bare gold electrode is
accompanied not only by a decrease in its amperometric response, but also by an
increase in the peak-to-peak separation between the cathodic and anodic waves of the
redox probe. We also evaluated the sensor response to actual positive samples obtained
from contaminated dogs. Our results indicate that it is feasible to use this biosensor to

detect LiG even at low concentrations (0.01 pg mL™).

Keywords: Biosensor; Leishmania infantum; nanocomposite; impedance spectroscopy;

cyclic voltammetry.
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1. Introduction

Leishmaniasis, a widespread zoonotic disease with various clinical
manifestations represents a serious anthropozoonosis [1]. When not properly treated,
visceral leishmaniasis (VL), the most severe clinical manifestation of leishmaniasis,
which is caused by the Leishmania infantum parasite can lead to high rates of mortality
[2].

A prevalent disease in rural areas of Brazil, VL has recently been established in
urban or peri-urban areas, where the environmental conditions are favorable for
maintenance of its life cycle [3]. Domestic dogs are the main host of L. infantum, and
the clinical presentation in this host may range from asymptomatic to systemic
manifestations characterized by fever, anemia, hepatomegaly, splenomegaly, renal
alterations, skin disease, ocular lesions, disorders of the cardiovascular and respiratory
system [3, 4].

In general, VL is confirmed by microscopic identification of the presence of
amastigotes, the reproductive form of the parasite, in bone marrow or spleen aspirates.
Although this method can be considered as a gold standard for the VL diagnosis [5],
since culture and isolation of the parasites seem unpractical in terms of the time
involved and related costs [6].

Diverse tests such as polymerase chain reaction (PCR), enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), direct agglutination test (DAT) [6] and the fast
agglutination screening test (FAST) [7] have been already examined for diagnosis of
VL, and specific limitations found for each one of these alternative procedures [7].
Therefore, it makes sense to look for new methods and techniques aiming a simple

biosensing platform for genetic detection of Leishmania infantum.
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Biosensors have been an strategic alternative with enormous applicability for the
development of new methods for nucleotide sequences analysis [8]. Electrochemistry
detection of specific DNA sequences is useful for diagnosis of several human diseases
[9]. Considerable efforts have been directed to explore the potential of cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) as transducing
mechanisms for the development of genosensors, mainly due to their capacity for
converting biological events in an analytical signal with high selectivity and sensitivity.
In addition, electrochemical analysis can provide auxiliary useful information about the
electrode kinetics, electrical double layer formation and interface behavior of
biologically modified electrodes [10].

Nowadays nanomaterials appear as an excellent alternative of active agents for
the development of biosensors with increasing sensibility. In fact, there has been
recently an increased attention for the synthesis of new nanocomposites based on
polymer and metal nanoparticles, resulting in hybrid materials with synergistic
properties [11, 12] that appear as versatile tools for electrochemical DNA biosensing. In
that regard, polyaniline-gold nanoparticles (PANIAUNP) hybrid composites exhibit
outstanding properties, such as increased surface area, controllable levels of electrical
conductivity and interesting optical properties [13].

In this work, we developed an electrochemical biosensor platform based on
PANIAuUNp hybrid composite for use in Leishmania infantum genome (LiG) detection.
The proposed sensing platform can be adapted for monitoring LiG presence via DNA

hybridization even at low concentrations of the analyte.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials

Blood samples (~5 mL) from dogs were collected by venipuncture (the
corresponding protocol was approved by ethics committee - process n°
23076.051904/2013-48), with the Center for Zoonosis Control (CE, Brazil) team
support, and was stored in anticoagulant acid citrate dextrose solution (citric acid
0.0038 M; tribasic sodium citrate 0.075 M, 0.133 M dextrose) at 4°C. Reagents were of
analytical grade and used as received. Polyaniline, gold(lll) chloride trihydrate
(HAuCI4.3H,0), 3-mercaptopropyl)trimethoxysilane  (MPTS) were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Potassium ferri- and ferrocyanide were obtained from
VETEC (Brazil). Ultrapure water was obtained from a Milli-Q plus (Billerica, USA)

purification system.

2.2 Molecular procedures and Leishmania infantum detection for real-time PCR

DNA extraction from whole blood was performed using the Mini Salting Out
method, which consists of the following steps: leukocytes dissolution, protein digestion
and elimination, and DNA precipitation and washing, as described by Miller et al. [2].
Concentration and purity of each sample of the DNA obtained was quantified by use of
a NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) to determine its.

The Leishmania infantum (Linf.1-23F 5-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3" and
Linf.1-154R 5-TTACACCAACCCCCAGTTTC-3") primers used, with the expected
132 bp product and Tm=81°C, were described by Paiva-Cavalcanti et al. [3]. These

primers target the conserved region of the L. donovani kinetoplast DNA.

-44 -



First, a real time PCR was performed for confirmation of the animal positivity
with respect to the presence of L. infantum. For absolute quantification, a positive
control curve with a scale ranging from 1 fg to 1 ng of L. infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) genomic DNA (factor 10) was used. Non-template controls
(NTC) with no DNA and canine DNA samples were included in duplicates.

The reactions were performed using the ABI PRISM 7500 real time PCR
platform (Applied Biosystems, USA) in a final volume of 50 pL:2 uL. of DNA, 21 pL of
nuclease-free water (Type 1), 1 uL of each primer at 3 pmol and 25 pL of SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems, USA). The amplification profile consisted of the
following steps: initial denaturation at 95°C for 10 min, which was followed by 40
cycles of 95°C/15sec, 60°C/1 min. The 7500 Software (version 2.0.5) was used for data
analysis. With regard to the amplification curve, all positive samples were evaluated by
comparing them with the amplification cycles in which a positive control amplification
curve was observed. Furthermore, samples were also evaluated in comparison to the

negative control (no template control).

2.4. PANIAuUNp hybrid composite preparation

PANIAuUNp composites were obtained according to Nascimento and
collaborators [13]. Initially, HAuCI,.3H,0 (0.81 mmol.L™), aniline (0.030 mol.L™) and
MPTS (6.46 x 10 mol.L™) were inserted in a round bottom flask containing 20 mL
ethanol under magnetic stirring (1,100 rpm) for 48 h. Finally, the MPTS excess was
removed by centrifugation for 10 min (12,000 rpm) and 500uL 0.1 M HCI were added,

resulting in the MPTS hydrolysis and a positively charged nanocomposite [14].
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2.5. Immobilization of DNA probe and hybridization with genomic DNA target

During the electrochemical experiments we have used a bare gold electrode (¢ =
2 mm) polished with alumina powder (0.05 um), sonicated in ultrapure water (18 MQ
cm™) for 10 min and air dried. After this, 2 uL PANIAuNp was dropped on the
electrode surface for 2 min. The sensor system was obtained by dropping 2 pL L.
infantum primer (LiP) on the previously modified electrode, which was then kept at
room temperature for 20 min to dry. In addition, the specificity of the LiP-PANIAuNp-
modified electrode was evaluated against the L. infantum DNA sequence and clinical
samples from contaminated dogs (Fig. 1) at different concentrations during a fixed

exposure time of 20 min.

2.4. Electrochemical measurements

Electrochemical data ~was obtained wusing a PGSTAT 128N
potentiostat/galvanostat (Autolab, Eco-Chemie, Netherlands) interfaced with a
computer-controlled analyzer. Electrochemical analysis were performed using a three-
electrode system composed by a bare gold electrode (working electrode), platinum
electrode (counter electrode) and Ag/AgCl saturated with KCI (reference electrode).
Cyclic voltammetry (CV) measurements were performed at potential ranging from -0.2
to 0.7 V at a scan rate of 50 mV.s™. The EIS frequency was scanned in the 100 mHz-
100 kHz range with a 10 mV amplitude sine wave potential applied. A 10 mM
K4[Fe(CN)gs]/Ks[Fe(CN)g] (1:1) solution was used as a redox probe in a phosphate
buffer saline (PBS, pH 7.4) solution. All experiments were performed in triplicate using

at least three different sensors at room temperature and inside a Faraday cage.
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2.6. Scanning electron microscopy (SEM) characterization
Morphological analysis were performed using a JSM 5900 (JEOL instruments,
Japan) at an acceleration voltage of 15 kV and with a working distance of 15 um [15]. A

thin gold layer was sputtered on the samples using a metal evaporator.

3. Results and Discussion

3.1. Morphological characterization of the biosensor

SEM technique was employed to confirm the fabrication process of the
biosensor. While in Fig. 2a one can observe the presence of non-aggregated small
particles corresponding to PANIAuNp-modified electrode, in Fig. 2b a heterogeneous
morphology on the PANIAuNp-modified electrode after addition of the LiP was
revealed. The LiG-LiP-PANIAuUNp system demonstrated that a biomolecular interaction
based on oligonucleotide complementary binding interactions does occurm resulting in
a complete covering of the sensor surface (Fig. 2c). The fact that the image of the
negative control sample is quite similar to LiP-PANIAuNp system corroborates the idea
of specificity of the sensor (Fig. 2d). These results were confirmed using CV and EIS

techniques.

3.2. Cyclic voltammetry measurements

CV is a useful technique to monitor the electron transfer (ET) barrier between
the solution species and sensor surface. ET occurs by tunneling through the barrier or
through the defects in the barrier. The Fe(CN)s*" redox pair was chosen as a marker to

investigate the changes in the electrode behavior after each assembly step. As expected,
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after the electrode surface modification the ET kinetics of K4[Fe(CN)g]*/Ks[Fe(CN)s]*
is disrupted. Fig. 3 shows the cyclic voltammograms (CVs) for bare gold electrode
(curve a), PANIAuNp-modified electrode (curve Db), LiP-PANIAuNp-modified
electrode at 10 min (curve c), 20 min (curve d), 30 min (curve e), 40 min (curve f) and
50 min (curve g) in a 10 mM Ky[Fe(CN)g]*/K3[Fe(CN)s]* PBS solution at a scanning
rate of 50 mV.s™.

As shown in Fig. 3 b, the stepwise assembly of different materials on gold
electrode is accompanied by a decrease in the amperometric response of the electrode
and an increase in the peak-to-peak separation between the cathodic and anodic waves
of the redox probe. In particular, after interaction of LiP with the PANIAuNp, the peak
current shows a quasi-reversible behavior (curves c-g). The reason for this is that the
LiP adsorpted on PANIAUNp acts as an inert electron and mass transfer blocking layer,
hindering the movement of ferricyanide toward the electrode surface. In addition, this
behavior is proportional to the time. Fig. 3 ¢ revealed the LiP-PANIAuUNp interaction
with positive genome Leishmania at different concentrations demonstrating the
hybridization process. A decreasing in the total amperometric response is noted when
the LiP-PANIAuUNp system was tested at higher genome concentration. In addition,
negative genome exhibited an insignificant hybridization response when compared with
LiP-Genome.

The presence of the PANIAuNp hybrid composite is essential for the actual
operation of the biosensor since it can act both as a support for the biological material
and also as the active transducer agent. Of one should also note that the oligonucleotide
sequences attached to the nanoparticles surface maintain their hybridization capabilities

[16].
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3.3. Electrochemical impedance spectroscopic measurements

EIS has been extensively used as a promising method for development of
genosensors, since the technique can be readily miniaturized to perform fast analysis
with high sensitivity [17]. It is important to note that the electron transfer resistance
(Rct) controls the electron transfer kinetics of the redox-probe at the electrode interface
and that, in general, its magnitude varies in accordance with the adsorption of different
materials.

The impedimetric response of the bare gold electrode is shown in Fig. 4a (curve
a). The measured semicircle is very small, implying a very low resistance (Rct = 0.19
kQ) for the redox-probe dissolved in the electrolyte solution. Subsequently, there occurs
the PANIAuUNp adsorption on the gold electrode, with the resulting assembled layers
showing a higher interfacial Rct = 0.89 kQ (Fig. 4a, curve b), in an indication that the
hybrid composite partially inhibited the electron transfer of the electrochemical probe.
However, the interfacial resistance of the LiP-PANIAuNp-modified gold electrode
increases (Rer = 1.85 kQ), due to the presence of the probe molecules that hinder the
electron transfer at the electrode surface/electrolyte interface (Fig. 4a, curve c).

In Fig. 4b we show the impedance responses of the LiP-PANIAuNp modified
electrode in 10mM Ky[Fe(CN)g]*/Ks[Fe(CN)g]* PBS solution at different
concentrations of LiG, as a manner to evaluate the recognition ability of the biosensor.

The total impedance is determined by important parameters as electrolyte
resistance (Rg), constant phase element (Q), charge transfer resistance (Rct) and the
Warburg element (Zw). A modified Randles equivalent circuit (Fig. 4c) was chosen to
fit the experimental results since it can provide more detailed information on the

impedimetric behavior of the biosensor [18].
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Rq and Zw are not affected by chemical modifications at the electrode interface
and represent bulk properties of the electrolyte solution and diffusion of the applied
redox probe, respectively. In addition, the Rcr values depend on insulating features at
the electrode/electrolyte interface. Furthermore, the Q value depends on the surface area
of the electrode, on the thickness of the separation layer and on the dielectric constant of
the layer separating ionic charges from the electrode surface. The changes in Rct are
more representative than those in other impedance components. In order to view the
primer-genome interaction, we considered the relation between Rcr and the genomic
target concentration. In Table 1 we list the parameters of the fitted impedance results.
The sequence of measurements shows an additional blockage of the interface after each
step, confirming that the amount of material immobilized on the electrode surface
directly correlates with the measured impedance. After the hybridization between the
probe and the genomic target, a significant increase in Rct to 12.60 k€ can be observed
at the different concentrations of genome evaluated [18].

Thus, it can be observed that the hybridization occurs and the complete system
maintains its biological recognition activity after several steps of modification of the
electrode surface. The impedance response can be quantitatively assessed in terms of
the Rct by

(PL-G)—-R (PL)
Rer (PL)

AR (%) = Rer

where Rcr(PL) is the value of the electron transfer resistance of the LiP-PANIAuUNp-
modified electrode before contacting the genomic target. Rct(PL-G) is the value of the
electron transfer resistance of the LiG-LiP-PANIAuNp-modified electrode after its

exposure to solutions containing the genomic target at different concentrations.
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The results in Fig. 4d show that biosystem was able to recognize the genomic
target at different concentrations, a result that also can be seen by the evident increase in
the charge transfer resistance value ARct with the genome concentration, indicating that

the hybridization process can be sensed by the modified electrode.

3.4. Biodetection of Leishmania infantum in clinical isolates

After confirmation of the biosensor applicability, we performed analysis with
sera of dogs contaminated with L. infantum for the recognition of the genomic target
[5]. In Fig. 5 we present the response of the LiP-PANIAuNp in presence of
complementary DNA target sequence of L. infantum in canine serum. The
electrochemical response of LiP-PANIAuUNp hybridized with different concentrations of
0.01 pg mL™, 0.1 pg mL™, 0.01 ng mL™, 0.1 ng mL™, 1 ng mL™ and 10 ng mL™ of
genomic target has been studied by CV and EIS (Fig. 5).

It has been observed that the magnitude of the current decreases with the
increase of target genomic DNA concentration (Fig. 5a). This may be explained by
taking into account that the enhanced number of DNA molecules at the surface of the
bioelectrode results in steric inhibition of the redox indicator. The sensor exhibited
linearity in a wide range of concentrations with a detection level of 0.01 pg mL™ and
acceptable reproducibility with a relative standard deviation of ~5%. In Fig. 5b we show
the impedance response of the LiP-PANIAuUNp after contact with the LiG of canine sera
at different concentrations. The diameter of the semicircle was higher for canine
contaminated serum than for negative serum. The impedance results shown in Fig. 5¢
may be interpreted in terms of the variation in the electron transfer resistance across the
interface. A summary of these results is given in Table 2 for different concentrations of

positive and negative canine serum.
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The sensitive relationship existing between the electron transfer rate and the
observed responses of the interaction between antibody-antigen directly was manifested
in the corresponding values RCT and k°. The existence of the semicircle is evidence of a
heterogeneous charge transfer kinetics, according to

RCT=RT/nFi0 (1)

i%= nFAK°C (2)
where i® is the charge transfer rate constant and C is the concentration of the redox
couple [19].

The compact target-genome complex introduces an insulating layer on the
modified surface, and this is transduced as an increased diameter of the semicircle,
resulting in a high Rer, while the charge transferring rate constant k° decreases from
15.7 x 10 m/s to 0.79 x 10°® m/s. In this manner, the biodevice so constructed has
potential to be used as an efficient analytical probe in the primary points-of-care for the

molecular diagnosis of L. infantum infection.

4. Conclusion

An effective genosensor based on PANIAuNp composite has been developed for
diagnosis of L. infantum infection. The LiP immobilized on PANIAuNp was used as the
sensing material to capture genomic target. Electrochemical impedance spectroscopy
and cyclic voltammetry measurements reveal the existence of a direct and reproducible
stable correlation between the values of the obtained signals and the probed genome
concentrations. The final system showed satisfactory results and confirms its adequate
efficiency for the diagnosis of L. infantum. In fact, this biosensor effectively detects
Leishmaniasis in minutes using small volumes of sample as compared to standard

alternative techniques.
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Table Captions

Table 1

Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results.

Modified electrode Genome Rcr/kQ  QIuF n k2 (10°) ARc1%
concentration
(ng.mL™)

Bare gold electrode - 0.19 1.02 0.44 23.92 -
PANIAuUNp - 0.89 2.02 0.62 20.14 -
LiP-PANIAuUNp - 1.85 1.25 0.64 18.23 -
LiG-LiP-PANIAuUNp 0.5 12.6 8.83 0.65 14.15 581.00
LiG-LiP-PANIAuUNp 0.1 7.42 9.75 0.70 11.60 301.08
LiG-LiP-PANIAuUNp 0.05 5.58 1.13 0.64 7.09 201.62
LiG-LiP-PANIAuUNp 0.01 4.18 6.70 0.71 5.63 125.94
Negative Genome-LiP-PANIAuUNp 0.5 2.79 4,75 0.57 5.39 50.81
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Table 2

Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results for CS

recognition.
Modified electrode Genome Rcr/kQ k2 (10°)  ARc%
concentration
(ng.mL™)

LiP-PANIAuUNp - 2.17 15.7 -
CS-LiP-PANIAuUNp 0.0001 2.32 3.29 6.91
CS-LiP-PANIAUNp 0.001 3.08 2.48 42..3
CS-LiP-PANIAUNp 0.01 6.25 1.24 188.0
CS-LiP-PANIAUNp 0.10 8.53 1.22 293.0
CS-LiP-PANIAUNp 1.0 9.61 0.89 342.8
CS-LiP-PANIAUNp 10.0 29.6 0.79 380.6
NegativeCS-LiP-PANIAUNp 0.50 1.98 16.4 -2.47

*Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results.
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Figure Captions

Figure 1. Schematic representation of the biosensor.

Figure 2. SEM topographic images of PANIAuNp (a), LiP-PANIAuNp (b), LiG-LiP-
PANIAUNp (c) and Negative Genome-LiP-PANIAuUNp (d).

Figure 3. Cyclic voltammograms of the electrode at different stages: Probe
immobilization (a), steps of electrode modification (b) and evaluation of LiP-
PANIAuUNp at different genome concentrations (c). Supporting electrolyte 10mM
K4[Fe(CN)e]*/Ks[Fe(CN)e]*1:1 in 10 mM PBS pH 7.4 solution; scan rate of 50 mV.s™.
Figure 4. Nyquist plot of the electrode at different stages (a); Bare gold electrode (e),
PANIAUNp () and LiP-PANIAUNp (e), in presence of the redox pair of K4[Fe(CN)e]*
IK3[Fe(CN)]* 1:1 in 10 mM PBS pH 7.4 solution. Evaluation of LiP-PANIAuNp at
different genome concentrations (b); Modified Randles circuit (c) and circuit elements;
Rq - electrolyte resistance, Q - constant phase element, Rct — charge transfer resistance
and Zw - Warburg element. ARc1% for the systems that corresponded to the LiP-
PANIAuUNp-L. infantum genome at different concentrations (d).

Figure 5. Cyclic voltammograms (a) and Nyquist plots (b) demonstrating canine serum
evaluation by LiP-PANIAuUNp system at different concentrations (0.1 pg.mL™* — 10
ng.mL™Y). Supporting electrolyte 10mM Ki[Fe(CN)e]*/Ks[Fe(CN)e]*1:1 in 10 mM PBS
pH 7.4 solution; scan rate of 50 mV.s™. AR¢t% (c) for the systems that corresponded to

the LiP-PANIAUNp system for serum recognition.
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Fig. 2
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8. CONCLUSOES

As analises realizadas de VC e EIE indicaram a imobilizacdo correta do
sistema sensor PANIAUNps-Primer-sondaLeish N& superficie do eletrodo de ouro
por etapa de adsorcao do analito.

As analises realizadas de VC e EIE para os sistemas PANIAuNps-Primer-
SondaLeish, Indicaram uma resposta satisfatoria para o sistema PANIAuNps-
Primer-sondaLeish, POiIS em VC obteve uma transferéncia eletronica satisfatéria e
na EIE um aumento da resposta na resisténcia de carga.

As imagens de MEV confirmam a modificacdo da superficie do sistema
PANIAUNps-Primer-sondateish

O sistema desenvolvido PANIAUNps-Primer-songateish t€em a vantagem de
deteccado da Leishmania infantum em pequenas quantidades (picograma).

Estes resultados indicam a adequacéo do biossensor para aplicagdes praticas
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Desta forma, o presente estudo fornece os insumos necessarios para o
desenvolvimento de biossensores impedimétricos para é&cidos nucleicos e
também informacdes fisico-quimicas sobre o reconhecimento do genoma de L.
infantum na superficie sensora. Esse estudo de base serve como orientagéo
para desenvolvimento de novos sensores para Leishmaniose baseado na
imobilizacdo de nanocompdsito de ouro e polianilina. Nos proximos estudos
serdo analisadas, outras superficies sensoras visando baixar o limite de
deteccdo, e aperfeicoamento da plataforma, como também novas analises
mais aprofundadas utilizando microscopia de for¢ca atbmica e microscopia de

transmissao.
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