XXVI Jornada de Iniciagdo Cientifica do Centro de Tecnologia da Informag&o Renato Archer - JICC 2024
PIBIC/CNPg/CTI - Outubro de 2024 — Campinas — S&o Paulo

Desenvolvimento de testes eletroquimicos para a deteccéo de
Leishmania

Luana dos Santos Perroni Mariotti ', Noemi Angelica Vieira Roza', Talita Mazon '

luana.mariottill05@gmail.com,noemi.rozalcti.gov.br,
talita.mazon@cti.gov.br

'Divisdo de Infraestrutura para Nano e Microssistemas- DINAM
CTI/MCTI Renato Archer — Campinas/SP

Resumo. Diversas tecnologias tém sido desenvolvidas na area da saude para fins de
diagnostico. O fomento ao desenvolvimento de biossensores baseados em
nanotecnologia, apresenta a perspectiva de uso de uma ferramenta de baixo custo e
resposta de alta velocidade, sendo eficaz para o diagndstico e tratamento de doencas.
Uma zoonose infecciosa e de dificil diagndstico, a leishmaniose, apresenta alta
mortalidade quando ndo diagnosticada a tempo para o tratamento efetivo, fazendo com
que o uso de ferramentas para a identificacéo do patdgeno seja de extrema importancia,
viabilizando a utilizacdo de novos marcadores bioquimicos que possam ampliar o
repertorio terapéutico empregado em beneficio dos individuos acometidos.

Abstract. Several technologies have been developed in the health sector for diagnostic
purposes. Promoting the development of biosensors based on nanotechnology presents
the prospect of using a low-cost, high-speed response tool, which is effective for
diagnosing and treating diseases. Leishmaniasis, an infectious zoonosis that is difficult
to diagnose, has a high mortality rate when not diagnosed in time for effective treatment,
making the use of tools to identify the pathogen extremely important, enabling the use of
new biochemical markers that can expand the therapeutic repertoire used for the benefit
of affected individuals.

1INTRODUCAO

Mathers, Ezzati e Lopez (2007), destacam a relevancia da mensuragdo do impacto das
doencas tropicais negligenciadas, como a leishmaniose, causada por protozoarios do
género Leishmania, representando a segunda maior causa de morte por parasitas no
mundo depois da malaria. No Brasil, a leishmaniose ¢ predominantemente causada pela
espécie Leishmania (Viannia) braziliensis, com cerca de 30.000 novos casos reportados
anualmente. A infec¢do por L. braziliensis manifesta-se em um espectro de formas

clinicas, incluindo a leishmaniose cutanea, (Magalhaes et al., 2021).
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Tradicionalmente, o diagnostico da leishmaniose depende de técnicas como o exame
parasitoldgico, a cultura de tecido e os testes soroldgicos. No entanto, essas abordagens
apresentam limitagdes significativas, como custos elevados, necessidade de infraestrutura
laboratorial sofisticada e longos tempos de processamento (Brito et al., 2019). Nesse
contexto, avangos na nanotecnologia e na bioengenharia tém impulsionado o
desenvolvimento de biossensores, dispositivos analiticos inovadores que oferecem uma
alternativa promissora para o diagndstico rapido, sensivel e acessivel de doengas

infecciosas (Silva; Santos, 2021; Medeiros et al., 2020).

A fim de promover uma forma de diagndstico rapida, barata e eficiente, o presente

trabalho visou o desenvolvimento de um biossensor para a deteccao de leishmania.

2.MATERIAIS E METODOS
PREPARACAO DOS SENSORES PARA DETECCAO DE LEISHMANIA

As bases sensoras foram lavadas com detergente Extran 3% e inseridas no banho de
ultrassom durante 180 segundos, depois foi feita limpeza com agua deionizada
(resistividade de 18,25 MQ) - também no banho de ultrassom, seguida por lavagem com
etanol (C2HeO). Os sensores foram imersos em uma placa de petri contendo metanol
(CH;0H) durante 10 minutos e depois em banho por imersdo com hidroxido de sédio
(NaOH 0,1M) com secagem no fluxo de nitrogénio (N2). Posteriormente foi adicionada a
tinta de prata ao eletrodo de referéncia com secagem em estufa a 90° graus durante 10

minutos.

O proximo passo consistiu em efetuar as modificacfes no WE (eletrodo de trabalho) com
o objetivo de funcionalizar a superficie para melhor adeséo das biomoléculas adicionadas.
Primeiramente foi adicionada a cistamina (5mM) com tempo de incubacdo de 2 horas a
temperatura ambiente, com posterior lavagem com tampéo fosfato (PBS 1X), pH 7.4. Em
seguida, foi adicionado o glutaraldeido 2,5% por 45 minutos, também a temperatura

ambiente, seguido por lavagem com PBS 1X.
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IMOBILIZACAO DO ANTICORPO ANTI-LEISHMANIA

Na sequéncia, foi feita a adicdo do antigeno, que neste caso, € uma cultura de células
positivas para leishmania (1:10) com incubacéo por 1 hora em estufa a 37°C. Foi realizada
a etapa de bloqueio com BSA 1% (albumina do soro bovino) por 30 minutos, e a detec¢do
foi realizada adicionando-se anticorpo anti leishmania em duas concentracdes diferentes
(1:100 e 1:1000).

CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

As medigoes eletroquimicas foram realizadas usando um potenciostato portatil modelo
Sensit Smart (PalmSens®) conectado via USB a um computador. Durante os ensaios de
voltametria ciclica (VC), o potencial foi de —0,6 a 0,6 V com taxa de varredura de 100
mV s ~ ' registrada em 10 mmol L ~ * K4 [Fe (CN) 6] e 0,5 mol L ~ * com solucéo de
KCI 0,1M como mediador. A voltametria de pulso (DPV) foi realizada para monitorar a

preparacdo do imunossensor.

ESPECIFICIDADE DO IMUNOSSENSOR

A especificidade da ligacdo anticorpo-antigeno foi testada por ensaio de Dot Blot. A
proteina recombinante de leishmaniose foi caracterizada apds adicdo de 2ul a uma

membrana de nitrocelulose em incuba¢do com anticorpo anti-leishmania.

3.RESULTADOS OBTIDOS

Através deste estudo, foi possivel demonstrar a viabilidade e eficicia dos testes
eletroquimicos como uma ferramenta promissora para a deteccdo da leishmania
utilizando os biossensores. Os resultados obtidos ressaltam a importancia da inovagao
tecnologica na area da saude, possibilitando um diagnostico mais rdpido e preciso da

doenca.

Com os resultados obtidos nos testes de dot blot (Figura 1), foi possivel observar a boa

seletividade dos anticorpos de leishmania (anti-L. major e anti-L. LPG.
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Figura 1 - Dot Blot para leishmania com anticorpos anti-L. major e anti-L. LPG.

As medidas eletroquimicas realizadas em base sensora comercial com um eletrodo de
ouro mostraram que houve a detec¢ao do anticorpo de leishmania ap6s a incubagao com
o antigeno (cultura de células positivas para leishmania). A figura 2 mostra as medidas
de VC e DPV das bases apenas com ouro ¢ demais com os outros testes eletroquimicos
nos quais as medi¢des de VC e DPV foram feitas, comparando as diferentes bases
sensores comerciais, com maior sensibilidade na base sensora de ouro. Na figura 3 estdo
os resultados das medidas apos a incubagdo com o antigeno de leishmania e na figura 4,

apos a detecgdo com o anticorpo anti-leishmania na concentragao de 1:100.
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C 0.518 1.635
Média 0.580 1.901
DP 0.06 0.28
V% 10.44 14.54

Figura 2 - VCs e DPVs obtidos para diferentes bases de ouro.
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Figura 3 - VCs e DPVs obtidos para diferentes bases sensoras incubadas com antigeno

de leishmania.
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Figura 4 - VCs e DPVs obtidos para diferentes bases sensoras com anticorpo anti-

leishmania (1:100).

4,CONCLUSOES

A aplicagdo pratica dessa descoberta tem impacto positivo na saude publica, fornecendo

uma alternativa eficiente e de facil aplicabilidade para a populagdo como um todo. Ainda
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mais no ambito de comunidades carentes, que muitas vezes ndo tém acesso a informacéo
e muito menos a postos de saude e/ou hospitais. A otimizacdo do sistema de satde pablico
pode crescer em diversos aspectos no que se diz respeito a implementacao da tecnologia
de forma facilitada e barata. Visando uma perspectiva futura da aplicagdo de métodos
tecnoldgicos como a utilizacdo de biossensores para a deteccdo de doencas
negligenciadas em comunidades carentes, o desenvolvimento deste biossensor se faz

extremamente relevante.
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