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RESUMO

O diagnéstico da leishmaniose felina continua sendo um desafio para a satide publica, incluindo
a falta de protocolos especifico para gatos. A aplicagdo de biossensores como ferramenta
analitica tem sido uma alternativa favoravel. Assim este estudo propos o desenvolvimento de
um imunossensor piezoelétrico para deteccdo qualitativa de anticorpos anti-antigeno A2 de
Leishmania infantum em soro felino. Foi usado como antigeno a proteina recombinante A2 de
L. infantum e como amostra, soro felino sabidamente positivo. A microbalanca de cristal de
quartzo com monitoramento de dissipacao foi utilizada para a realiza¢do dos testes a partir de
dois protocolos de imobiliza¢do: adsor¢do simples e monocamada auto-organizada (SAM) do
tipo tiol implementada por dissulfeto de carbono (CS2). As medidas nanogravimétricas foram
realizadas por meio de um software especifico gerando um grafico em tempo real A resposta
analitica de cada imunossensor foi avaliada por meio da variacao da frequéncia em fungao do
tempo antes e ap0ds a adi¢do da amostra. A capacidade de biorreconhecimento do imunossensor
foi testada incubando amostra de soro felino positiva para leishmaniose visceral, sendo
considerada positiva no imunossensor por meio da diminuic¢ao da frequéncia de ressonancia do
sensor. Os resultados obtidos pela analise da reatividade dos imunossensores elaborados tanto
por adsor¢do simples quanto por SAM mediada por CS2, demonstraram padrdao de resposta
indicativo de deteccdo de anticorpos anti-antigeno A2 presente em soro felino a partir da
imobilizacao de antigeno recombinante A2 de L. infantum, gerando perspectivas quanto ao
potencial para aplicagdo na triagem de amostras sorologicas de gafos em areas endémicas,
podendo ajudar a compreender a participagdo desses na epidemiologia da leishmaniose visceral
e, consequentemente, contribuir para seu monitoramento e controle, sendo uma ferramenta

promissora para auxiliar estudos epidemiologicos e diagnosticos clinicos da doenca em felinos.

Palavras-chaves: Biossensor. Gato. Imunodiagnostico. Leishmaniose Visceral Felina.



ABSTRACT

The diagnosis of feline leishmaniasis remains a public health challenge due to the lack of
specific protocols for cats. The application of biosensors as an analytical tool has been a
favorable alternative. Thus, this study proposed the development of a piezoelectric
immunosensor for the qualitative detection of anti-Leishmania infantum A2 antigen antibodies
in feline serum. Recombinant protein A2 from L. infantum was used as antigen and feline serum
known to be positive was used as a sample. A quartz crystal microbalance with dissipation
monitoring was used to carry out the tests based on two immobilization protocols: simple
adsorption and self-assembled monolayer (SAM) of the thiol type implemented by carbon
disulfide (CS2). Nanogravimetric measurements were performed using specific software,
generating a real-time graph. The analytical response of each immunosensor was evaluated by
varying the frequency as a function of time before and after the addition of the sample. The
biorecognition capacity of the immunosensor was tested by incubating a feline serum sample
positive for visceral leishmaniasis, being considered positive in the immunosensor by
decreasing the sensor's resonance frequency. The results obtained by the analysis of the
reactivity of immunosensors prepared by both simple adsorption and CS2-mediated SAM
demonstrated a pattern of response indicative of detection of anti-A2 antigen antibodies present
in feline serum from the immobilization of L. infantum recombinant A2 antigen , generating
perspectives on the potential for application in the screening of serological samples of cats in
endemic areas, which may help to understand their participation in the epidemiology of visceral
leishmaniasis and, consequently, contribute to its monitoring and control, being a promising

tool to support epidemiological and diagnostic studies of the disease in felines.

Key-words: Biosensor. Cat. Feline Visceral Leishmaniasis. Immunodiagnosis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma enfermidade parasitaria de incidéncia elevada, provocada por
protozodarios do género Leishmania spp., que desafia a satide publica humana e veterinaria,
principalmente, em paises tropicais e subtropicais (CARDOSO et al, 2021). Apesar dos caes
serem considerados hospedeiros reservatdrios urbanos primarios de L. infantum, um nimero
crescente de estudos sugere que a leishmaniose afeta muitas outras espécies de animais
domésticos e selvagens, sendo entre os mamiferos domésticos, a suscetibilidade de infec¢do
dos gatos amplamente relatada, especialmente, em regides onde a leishmaniose humana e
canina sdo endémicas (METZDOREF, et al., 2017; DEDOLA et al., 2018; MENDONCA et al,
2020; AKSULU et al, 2021; CARDOSO et al, 2021).

Em gatos, a leishmaniose foi relatada em varias regides do globo terrestre, com muitos
casos notificados na América do Sul, seguida pela Europa e América do Norte (ASFARAM;
FAKHAR; TESHNIZI, 2019; ABRAMO et al, 2021). No Brasil, a leishmaniose felina ¢
prevalente, conforme evidenciado por Oliveira et al. (2020) em sua revisao, ao analisarem os
inquéritos epidemiologicos nacionais da infec¢do em gatos, demonstrando sua ocorréncia em
mais da metade das unidades federativas, além dos casos naturais, comumente relatados, que
estdo distribuidos pelo pais, inclusive no estado do Tocantins (SOUSA et al, 2019).

Diversas espécies de Leishmania spp. foram encontradas infectando felinos ao redor do
mundo com destaque para Leishmania infantum, presente em mais de 60% dos relatos
publicados, at¢ mesmo dentre os realizados no Brasil que, além desta espécie, também
apontaram outras duas menos frequentes L. amazonensis e L. braziliensis (FIGUEIREDO et al,
2016; ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019; CARNEIRO et al, 2020). A infec¢dao por
Leishmania sp. em gatos ocorre, principalmente, via vetorial pela picada do flebotomineo fémea
infectada, sendo Lutzomyia longipalpis a espécie vetora de maior relevancia nacional do ponto
de vista epidemiologico (AGUIAR; VIEIRA, 2018).

Recentemente, o emprego de técnicas de xenodiagnéstico evidenciaram, ndo sé a
participagdo de gatos como fonte de alimento para flebotomineos, como também, a capacidade
de felinos naturalmente parasitados por L. infantum serem infectantes aos flebotomineos, e
desses por sua vez, transmitirem o agente infeccioso da leishmaniose para outro hospedeiro
suscetivel, no caso o cdo doméstico, sugerindo um envolvimento mais significativo dos gatos
na epidemiologia da doenca (MENDONCA et al, 2020; BATISTA et al, 2020).

No diagnéstico da leishmaniose felina, geralmente aplica-se os mesmos recursos usados

na canina como sorologia, citologia, histopatologia, cultura e testes moleculares. No entanto,
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apesar das vantagens, cada método possui suas limitacdes e o desempenho da andlise pode
sofrer influéncia de diversas condi¢des, como o tipo de material bioldgico, os reagentes e o
procedimento especifico adotado (PENNISI, 2015; ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019).

A falta de protocolos para o diagndstico de Leishmania spp. em gatos afeta até mesmo
as investigagdes epidemioldgicas, uma vez que, a taxa de soropositividade pode sofrer
interferéncia ndo s6 de fatores metodoldgicos, como também do grau de endemicidade e
ocorréncia de reagdo cruzada, favorecendo a divergéncia de resultados de um local para outro,
0 que inviabiliza a comparacdo de dados entre estudos distintos, além de possibilitar a
subestimagao de casos (PENNISI, 2015; COSTA-VAL et al, 2020). Desta forma, ¢ fundamental
a busca por ferramentas analiticas que oferecam alta sensibilidade e especificidade, de baixo
custo, com rapidez e praticidade na deteccao de agentes patogénicos como Leishmania spp.,
sendo neste aspecto a tecnologia de sensores biologicos muito promissora (RODOVALHO et
al., 2015; MARTINS et al, 2020).

O mecanismo basico de um biossensor consiste em transformar a interacdo bioldgica
dos analitos em um sinal elétrico mensurdvel, possibilitando por exemplo, no caso de um
imunossensor, acompanhar a biointeragao antigeno/anticorpo na superficie do sensor em tempo
real (SANGEETHA; JULIET, 2014; MARTINS et al, 2020). O sistema de microbalanca de
cristal de quartzo (QCM) constitui uma opgao de biossensor piezoelétrico altamente sensivel e
rapido, baseado em um detector de massa de superficie ultra-sensivel, capaz de realizar
medic¢oes na unidade de nanograma, que permite detectar e quantificar uma diversidade imensa
de biomarcadores, ideal para diagndstico oportuno ¢ monitoramento de doengas infecciosas
(JIN et al, 2017; LIM et al, 2020).

Diante do exposto, considerando a proximidade de convivio dos gatos domésticos com
o ser humano e a necessidade de investigacdo destes animais quanto ao seu papel na cadeia
epidemiologica da leishmaniose visceral, ¢ recomenddvel a padronizacdao de praticas de
diagnostico que favorecam o rastreamento e vigilancia desses animais quanto a infec¢do por L.
infantum (FIGUEIREDO et al, 2016). Assim, este estudo propde o desenvolvimento de um
imunossensor piezoelétrico para detecgao qualitativa de anticorpos anti-antigeno A2 de L.

infantum em soro felino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Utilizar um protétipo de imunossensor piezoelétrico para detec¢do qualitativa de

anticorpos anti-antigeno A2 de L. infantum em soro felino.

2.2 Objetivos especificos

— Verificar o padrdo de resposta do imunossensor tipo (Au-rA2), elaborado pelo protocolo
de adsorcao direta de antigeno recombinante A2 como biomarcador, imobilizado para
identificacdo de anticorpo anti-antigeno A2 de L. infantum;

— Verificar o padrao de resposta do imunossensor tipo (Au-CS2-rA2), elaborado pelo
protocolo de imobilizacao orientada de antigeno recombinante A2 como biomarcador,
imobilizado para identificacao de anticorpo anti-antigeno A2 de L. infantum;

— Relacionar o padrdo de resposta entre os imunossensores utilizados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais e biologia das Leishmanias spp.

Em alguns paises tropicais e subtropicais, inclusive no Brasil, as leishmanioses
pertencem a categoria de patologias com dificil resolugdo para a Satde Publica (OLIVEIRA et
al, 2020). Possuem como agentes causadores algumas espécies do género Leishmania,
constituido por protozoarios parasitas obrigatorios, sendo definidas como enfermidades
antropondticas e zoonoticas com expressoes clinicas diversas, desde manifestagdes cutaneas e
mucosas até a leishmaniose visceral (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Estes protozoarios pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e a
taxonomia aplicada ao longo de décadas para classificar Leishmania spp. tém sido baseada
principalmente em critérios clinicos, geograficos e epidemiologicos (FERNANDEZ-
AREVALO et al, 2020). Até o momento, sabe-se que o ser humano ¢ suscetivel a cerca de 22
espécies do género Leishmania spp., que se organizam em dois subgéneros: Leishmania
(Leishmania) e Leishmania (Viannia) (OPAS, 2019).

Nas Américas, constatou-se a distribuicdo de 12 espécies patogénicas ao ser humano
(OPAS, 2020). Em sua etiologia a leishmaniose visceral (LV) apresenta como agente principal
L. (L.) infantum nas Américas, sendo encontrada em todos os paises do continente com registro
de casos de leishmaniose visceral humano ou canino (BRASIL, 2017; OPAS, 2020). Ja a
leishmaniose em sua forma tegumentar estd ligada a varias espécies de Leishmania spp.
largamente distribuidas em todo territério americano. No Brasil ja foram descritas sete espécies
diferentes, sendo trés de maior importancia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis (OPAS, 2019).

Morfologicamente esses parasitos possuem duas formas principais de apresentacdo em
seu ciclo de vida, uma flagelada, extracelular denominada promastigota, presente no tubo
digestorio do inseto vetor; e outra sem flagelo aparente, intracelular obrigatéria, denominada
amastigota, encontrada em células fagociticas mononucleares dos hospedeiros vertebrados
(BRASIL, 2014; OPAS, 2020).

As promastigotas possuem um layout celular alongado, com nucleo ovoide e
cinetoplasto anterior ao nucleo, apresentando um longo flagelo mével na regido anterior do
parasito e extremidade posterior mais afilada, medindo ao todo cerca de 1640 pum de

comprimento. Enquanto as amastigotas apresentam um corpo celular menor, ovoide ou esférico
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com nucleo arredondado, ocupando cerca de um ter¢o do corpo do parasito que mede
aproximadamente 3-6,5 pm de didmetro (SILVA et al, 2014).

Dada a ampla variedade de espécies patogé€nicas para humanos, a ecologia da
transmissao da Leishmania spp. torna-se bastante complexa, devido a dindmica nos padrdes de
distribuicdo e ciclo de vida do parasito, que envolve um vetor e uma diversidade de espécies de
hospedeiros reservatorios variando desde pequenos a grandes mamiferos domésticos e
selvagens (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017).

No meio urbano, o cdo ¢ considerado o reservatorio mais importante para L. (L)
infantum, porém, a interagdo entre reservatorios e parasito ¢ complexa, multifatorial,
circunstancial e dindmica, podendo ocorrer uma variagdo da unidade biologica de acordo com
as mudangas do meio ambiente (OPAS, 2019).

Neste aspecto, Cardoso et al. (2021), em revisdo recente, relacionaram uma diversidade
de hospedeiros, entre os quais bovinos, felinos, ovinos, caprinos e equinos, que foram expostos
ou sofreram infeccdo por Leishmania spp., ocupando o gato posi¢do de destaque entre os
animais domésticos afetados. No ambiente silvestre, os reservatorios incluem marsupiais,
tamanduds, urso-preguiga, raposas e roedores (OPAS, 2019).

A transmissao vetorial constitui a principal forma de transmissdo de Leishmania spp.
para humanos e animais, estando o gato entre as preferéncias alimentares do vetor (PENNISI,
2015; GONZALEZ et al, 2017; MENDONCA et al, 2020). Normalmente, considera-se, apenas
um grupo de insetos vetores para todas as espécies de Leishmania spp., os flebotomineos da
subfamilia Phlebotominae (COTTON, 2017). A transmissdo ndo vetorial ¢ menos frequente,
porém ja foi relatada tanto no cdo, quanto no ser humano, podendo ocorrer por diversas formas
como transfusdo de sangue e por via transplacentaria, entre outras, no gato, este tipo de
transmissao permanece desconhecida (SVOBODOVA et al, 2017; PENNISI; PERSICHETTI,
2018; TANAKA et al, 2020).

Os flebotomineos apresentam grande diversidade conhecida, sendo descritas, até 2017,
cerca de 1000 espécies amplamente distribuidas nas regides intertropicais e temperadas do
mundo (OPAS, 2020; WHO, 2020). Quanto a importancia em saude, dois géneros se destacam
entre as diferentes espécies de flebotomos com participagdo, suspeita ou ja comprovada, na
transmissdo da leishmaniose: Phlebotomus spp. na Europa, Africa e Asia e Lutzomyia spp. nas
Américas (AKHOUNDI et al, 2016).

O Brasil ¢ um dos paises que guarda a maior quantidade de espécies conhecidas de
flebotomineo em todo o mundo, sendo o flebotomo Lutzomyia longipalpis, o mais importante

vetor da leishmaniose visceral no pais (AGUIAR; VIEIRA, 2018; BRASIL, 2017). Muitos
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estudos tém apresentado a natureza oportunista desta espécie, revelada em sua preferéncia
alimentar bastante eclética por sangue de aves, roedores, humanos, caes, gatos, bois, cavalos e
porcos (SALES et al, 2015; GUIMARAES-E-SILVA et al, 2017; FERREIRA et al, 2018).

Morfologicamente, os flebotomos sdo insetos pequenos medindo cerca de 2 a 3mm,
apresentando em geral, corpo peludo, pernas longas, torax corcunda e asas bastante lanceoladas
em forma de “V” quando em repouso (GALVEZ et al, 2018; OPAS, 2020). Possuem
capacidade limitada de voo sendo, normalmente, curto, silencioso € em pequenos saltos, com
maior atividade crepuscular e noturna (OPAS, 2019).

As condigdes de umidade, temperatura e disponibilidade de matéria organica podem
influenciar no ciclo evolutivo do vetor que passa por quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto
(BRASIL; BRASIL, 2018). Para garantir o processo reprodutivo completo do vetor, a fémea
costuma realizar sua oviposi¢do em locais ricos em compostos organicos, pouca luminosidade,
com bom teor de calor ¢ umidade como tocas de certos roedores, cascas de arvores velhas,
ruinas, rachaduras nas paredes das casas, abrigos de animais e lixo doméstico (AGUIAR;
VIEIRA, 2018; WHO, 2020). Durante a maturacao dos ovos, a fémea necessita de sangue, € ao
fazer sua atividade hematéfaga em animais infectados, ingere células do sistema imune
parasitadas por formas amastigotas do agente causador da leishmaniose (OPAS, 2020).

Imediatamente apos a ingestdo, as formas amastigotas de Leishmania sp. sofrem um
processo de diferenciacdo no trato digestivo do vetor flebotomineo, assumindo a forma
promastigota (PIMENTA et al, 2018). No intestino do vetor, as promastigotas multiplicam-se,
por divisdo binaria, assumindo inicialmente as formas promastigotas prociclicas e, logo depois,
chegam a forma infectante ao transformarem-se em promastigotas metaciclicas, que migram
para a proboscide do vetor e sdo inoculadas em um novo hospedeiro vertebrado, no momento
da picada (OPAS, 2020).

Outros aspectos estudados no que se refere a compreensao da dindmica de transmissao
dos parasitos causadores desta zoonose, especialmente em areas endémicas, estdo voltados para
aspectos climaticos e ambientais, que vem apresentando tendéncia linear significativa entre o
aumento de variaveis como temperatura, umidade do ar, precipitacdo, expansao urbana e
desmatamento de maneira desordenada e o aumento da densidade e infectividade dos
flebotomineos, resultando em consequente aumento da taxa de incidéncia da doenga (SILVA

et al, 2018; GAO; CAO, 2019; REIS et al, 2019).
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3.2 Leishmaniose Felina

Os estudos sobre a infec¢do por Leishmania spp. em felinos aumentaram na ultima
década, porém, ainda permanece limitado ao conhecimento baseado em evidéncias sobre a
doenca (PENNISI; PERSICHETTI, 2018). Desde o primeiro relato de leishmaniose felina
realizado ainda em 1912, por Sergent et al (1912) na Argélia, a investigacdo da doenca em gatos
foi realizada em paises como Grécia (DIAKOU et al, 2017; CHATZIS et al, 2020), Espanha
(MIRO et al, 2014; FERNANDEZ-GALLEGO et al, 2020), Turquia (CAN et al, 2016;
AKSULU et al, 2021), Ira (MOHEBALI et al, 2017; ASGARI et al, 2020), Italia (DEDOLA et
al, 2018; IATTA et al, 2019; SPADA et al, 2020), Venczuela (MONDOLFI et al, 2019),
Portugal (PEREIRA et al, 2020; SEQUEIRA, 2021) entre outros.

No Brasil, o primeiro registro de leishmaniose felina retrata o caso de um gato da regido
do Aura no Pard, em que o animal apresentava ulceras nas orelhas e no focinho, e a citologia
para Leishmania spp. foi positiva (MELO, 1940). A partir de entdo, diversos inquéritos
epidemiologicos em gatos t€m sido reportados em muitos estados brasileiros, a ponto, do pais
concentrar o maior nimero de estudos da doenga em felinos nos ultimos anos (ASFARAM;
FAKHAR; TESHNIZI, 2019; OLIVEIRA et al, 2020).

Até o momento, foram encontradas sete espécies de Leishmania spp. acometendo gatos
em diferentes locais do mundo: L. infantum, L. mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis, L.
amazonensis, L. major e L. tropica (PENNISI et al, 2015; AKSULU et al, 2021). A infecgao
por L. infantum ¢ predominante nos felinos, chegando a cerca de 63% dos casos relatados
(ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019). Na literatura, também ja foram descritos casos de
infeccdo mista por espécies distintas de Leishmania spp., envolvendo L. infantum e L.
braziliensis, L. infantum e L. mexicana, L. braziliensis e L. mexicana identificadas em felinos
no México e, L. infantum ¢ L. tropica na Turquia (LONGONI et al, 2012; CAN et al, 2016).

Apesar do aumento no nimero de relatos nacionais e internacionais envolvendo a
investigacdo de Leishmania spp. em felinos, o papel epidemioldgico dos gatos na manutencao
e transmissao do agente causador da leishmaniose ainda se encontra em fase primdria de
aprendizagem (PENNISI; PERSICHETTI, 2018; BATISTA et al, 2020).

Deste modo, a atuacdo dos gatos domésticos na dinamica da leishmaniose tem dividido
opinides no meio cientifico, sendo apontados como hospedeiros acidentais, reservatdrios
alternativos e reservatérios secundarios para o parasito causador da doenca, pelo menos em
areas endémicas (MAIA et al, 2010; MIGLIAZZO et al, 2015; MOHEBALI et al, 2017;
ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019; OLIVEIRA et al, 2020;). Contudo, abordagens



18

recentes sugerem que a participagdo dos felinos pode ser epidemiologicamente mais relevante,
ao demonstrarem, por xenodiagnostico, a capacidade de gatos infectados por L. infantum
infectarem seu vetor biologico, L. longipalpis, atuando como reservatorio da doenca
(MENDONCA et al, 2020). Outro estudo, mostra ainda, a transmissao experimental da infec¢ao
por L. infantum de um gato doméstico, naturalmente infectado, para um cao doméstico, livre de
infeccdo, por meio de flebotomineos da espécie L. longipalpis criados em laboratorio
(BATISTA et al, 2020).

Um aspecto significativo, neste contexto, esta voltado para o fato do flebotomineo ser
encontrado com predominancia em areas periurbanas e possuir capacidade adaptativa a varias
condicdes climaticas e habitats, tendo como fonte de alimento animais de diferentes espécies,
entre os quais, o gato demonstrou ter elevada atratividade alimentar para o vetor (BOUTSINI
et al., 2018; ROCHA et al, 2019; BATISTA et al, 2020).

Assim, os felinos positivos para Leishmania spp. podem apresentar-se assintomaticos
ou com sinais clinicos discretos ou inespecificos, podendo ser confundidos com outras
patologias comuns em felinos domésticos (SANTOS et al, 2018). Desta forma, quando
presentes, os achados clinicos da leishmaniose em gatos englobam, principalmente, o aumento
dos linfonodos e alteracdes cutaneas, as quais, incluem lesdes ulcerativas ou nodulares,
dérmicas ou de mucosas, encontradas geralmente, na regido da cabe¢a do animal, afetando
palpebras, focinho, orelhas e 1abios, ou nas partes distais dos membros, alopecia e de forma
esporadica, dermatite esfoliativa (PENNISI et al, 2015; METZDORF et al, 2017;
FERNANDEZ-GALLEGO et al, 2020).

Podem ocorrer ainda lesdes oculares, sendo comum a uveite e a conjuntivite, além da
gengivoestomatite relatada em varios estudos (METZDORF et al, 2017; MADRUGA et al,
2018; SANTOS et al, 2018). Os sinais inespecificos descritos incluem emagrecimento, febre,
diarreia, apetite reduzido e letargia (PENNISI et al, 2015; FERNANDEZ-GALLEGO et al,
2020). O Quadro 1 apresenta alguns dos sinais clinicos descritos em diversos estudos com
felinos infectados realizados em diferentes estados brasileiros.

As manifestacdes cutaneas comumente encontradas em gatos com leishmaniose por L.
infantum, podem indicar elevada carga parasitaria na pele e, portanto, potencial de infec¢ao do
vetor (MENDONCA et al, 2020). A auséncia desses sinais ndo exclui a possibilidade de
infeccdo em gatos, pelo contrario, existe relatos de animais sorologicamente positivos sem
nenhum sinal clinico detectado, dificultando ou retardando o diagnostico (ALVES-MARTIN

et al, 2017). E importante lembrar que embora os achados clinicos mais frequente sejam as
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lesdes cutaneas da pele ou da mucosa, a leishmaniose felina também ¢ vista como uma

enfermidade sistémica, assim como a canina (PENNISI, 2015; ABRAMO et al, 2021).

Quadro 1- Sinais clinicos em gatos infectados por Leishmania spp. em varios estados do

Brasil
LEISHMANIOSE FELINA
UF Espécie Sinais Clinicos Referéncia
MA L. infantum Alopecia, cabelo rarefeito, laceracdes e dermatite | ROCHA et al. (2019)
ulcerativa
Aumento dos linfonodos popliteos, dermatite
MG L. infantum furfuraceus, onicogrifose, caquexia com atrofia SILVA et al. (2010)
muscular, fadiga, anorexia, fraqueza e ferida
préoxima a pavimentacgdo esquerda
MS | Leishmania spp. | Ulcera, complexo gengivite/estomatite e perda de METZDOREF et al.
peso (2017)
MT L. infantum Lesoes cutaneas ulcerativas no plano nasal € na HEADLEY et al.
orelha e onicogrifose (2019)
PA | L. amazonensis Lesdes nodulares nas orelhas CARNEIRO et al.
(2020)
LesOes cutdneas multicéntricas, nodulares e
ulceradas; mau estado corporal, desidratagdo, pelos
PB L. infantum opacos ¢ danificados, dificuldade respiratoria e SILVA et al. (2020)
lesdes nodulares ndo ulceradas nas extremidades
das orelhas, focinho e palpebra
PE L. infantum Lesoes cutineas SILVA et al. (2014)
Linfonodos aumentados, alopecia, lesdes cutaneas,
PI L. infantum perda de peso, nddulos cutaneos, uveite, blefarite, MENDONCA et al.
desidratagdo e secrecdo ocular (2020)
L (V) FIGUEIREDO et al.
RJ braziliensis Lesdes de pele (2016)
Gengivoestomatite, broncopneumonia,
linfadenomegalia, carcinoma de células escamosas
na borda nasal e palpebral, rinite crénica, blefarite
RN | Leishmania spp. bilaterais, lesdes em placa ulcerada com dificil BEZERRA et al.
cicatrizacdo, doenca renal cronica, alopecia, (2019)
eritema e descamagao nas bordas das orelhas,
doenga renal cronica e abscesso cutineo
SP L. infantum Hiporexia e apatia SILVA (2019)
TO L. infantum Sinais de diarreia, febre, hiporexia e apatia SOUSA et al. (2019)

MA: Maranhdo, MG: Minas Gerais, MS: Mato Grosso do Sul, MT: Mato Grosso, PA: Para, PB: Paraiba, PE:
Pernanbuco, PI: Piaui, RJ: Rio de Janeiro, RN: Rio Grande do Norte, SP: Sao Paulo, TO: Tocantins.

A manifestagao clinica da leishmaniose felina pode ser favorecida por condi¢des de

debilidade do sistema imunoldgico ocasionado por causas diversas, incluindo coinfec¢do com

outras doengas como FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) e FeLV (Virus da Leucemia

Felina), terapia imunossupressora e¢ patologia grave coexistente, como neoplasia maligna

(PENNISI, 2015). Deste modo, as coinfecgdes ou comorbidades podem provocar alteragdes nos

achados clinicos e nos padrdes laboratoriais, interferir na intensidade da parasitemia ou no

desenvolvimento da leishmaniose felina (SPADA et al, 2020).
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Embora sejam geralmente assintomaticos ou subclinicos, estudos epidemioldgicos
envolvendo gatos que vivem em areas onde Leishmania spp. € endémica, apresentam riscos de
exposicao e prevaléncia semelhantes a dos cdes na mesma regido (OTRANTO et al, 2017;
IATTA et al, 2019). Contudo, a falta de procedimentos padronizados para o diagndstico
oportuno da infeccdo por L. infantum em gatos pode resultar na subestimagdo do numero
verdadeiro de casos e contribuir para grande variacao nas taxas de prevaléncia, frequentemente,
observada entre muitos estudos realizados em diferentes populagdes de felinos, comprometendo
a comparagao dos dados disponiveis (SOARES; DUARTE; SOUSA, 2015; IATTA etal, 2019).

Outro fator preocupante estd voltado para a capacidade dos gatos de manterem a
parasitemia elevada por longo periodo, mesmo sem sinal clinico visivel, favorecendo, aos
felinos, o potencial de reservatorios na transmissdo do parasito a outros animais ¢ humanos,
destacando a necessidade de padronizagdo e rapidez no diagndstico para deteccao e
monitoramento dos felinos infectados, bem como para compreender a atuagdo dos gatos na
manuten¢do e transmissdo de Leishmania spp. (AKHTARDANESH et al, 2018; IATTA et al,
2019; AKSULU et al, 2021).

Assim, a leishmaniose felina causada por L. infantum ¢é considerada uma doenca
emergente em gatos e por acontecer, especialmente, por transmissao vetorial, aliado ao aumento
crescente da populacdo de felinos de companhia e de rua, é recomendavel, a vigilancia continua
para melhor monitoramento da leishmaniose em gatos, principalmente, dos que vivem ou
visitaram areas endémicas. Além disso, uma maior atengao por parte dos profissionais quanto
a susceptibilidade desses animais a infec¢ao, como também a inclusao da leishmaniose visceral
no diagnostico diferencial, na adogdo de medidas preventivas e no monitoramento de possivel
disseminagao da infec¢ao (PENNISI, 2015; PIMENTA et al, 2015; PENNISI; PERSICHETTI,
2018; BRIANTI et al, 2019; AKASULU et al, 2021).

3.3 Imunopatogenia

A LVH ¢ uma doenca que afeta diferentes 6rgaos do sistema imune e por isto possui
uma imunopatogénese bastante complexa, resultando em alteracdes patologicas em muitos
orgaos. Os parasitos desenvolveram estratégias para superar a resposta imune do hospedeiro
por meio dos fatores de viruléncia, que modificam a producdo de interleucinas e as fungdes dos
macroéfagos, resultando em alteracdes fisiologica e histopatoldgica, que se agravam com o

decorrer da doenga (HARHAY et al., 2011; OLIVIER; ZAMBONI, 2020).
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A dispersdo e multiplicagdo incontrolada do parasito decorre de uma supressdo
reversivel e especifica da imunidade mediada por células na qual é determinada na presenca da
Leishmania spp. Deste modo, apenas uma pequena parte de individuos infectados desenvolve
a sintomatologia da doenca. Em individuos que nao desenvolvem a doencga, observa-se que os
exames de imunidade celular ou humoral continuam reativos por longo periodo o que ocorre
quando se tem a presenga de antigenos, podendo-se concluir que Leishmania spp. ou alguns de
seus antigenos permanecem presentes no organismo infectado durante um longo tempo, depois
da infecg¢ao inicial (BRASIL, 2014).

Pennisi (2015) pontua ser diferente a resposta imunoldgica nos caes e felinos, o que
corrobora o entendimento de Costa et al. (2010), ao afirmarem que a resposta imunoldgica
explica apenas um reduzido nimero de felinos apresentarem-se infectados e sintomaticos
(FONSECA et al., 2013). Em um estudo sobre o papel do felino na epidemiologia da
leishmaniose visceral, foi sugerido que a resisténcia destes aos parasitos do género Leishmania
spp. estd mais relacionado aos aspectos voltados a resisténcia natural (MANCIANTI, 2004),

sendo ligados a genética, do que exclusivamente a imunidade celular (PIRAJA et al., 2013).

3.4 Métodos de Diagnostico

Independente do progresso em recursos de diagnostico alcangado, o diagndstico das
leishmanioses ainda ¢ motivo de preocupacao em varios paises endémicos ao redor do mundo,
especialmente em locais mais afastados (HONG et al, 2020). A leishmaniose felina em
particular, até o momento, ndo dispde de protocolo diagndstico oficialmente estabelecido, no
entanto, emprega-se em gatos, os mesmos testes aplicaveis em caes, envolvendo geralmente a
histéria clinica dos casos, seguida de um ou mais exames laboratoriais (PENNISI, et al 2015;
FERNANDEZ-GALLEGO et al, 2020; HONG et al, 2020).

Considerando que as manifestacdes clinicas nem sempre sdo caracteristicas, o
diagnostico bioldgico ¢ recomendavel, podendo basear-se na analise parasitologica e de
biologia molecular, no caso de testes diretos, como também na avaliagdo da resposta
imunolégica por parte do hospedeiro, no caso de testes indiretos (LEVEQUE et al, 2020).

Os testes diretos permitem a visualizacdo do parasito ou de seus componentes, e
englobam basicamente a citologia, histologia, imunohistoquimica, cultura e reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) (PEREIRA; MAIA, 2021). Abramo et al (2021) demonstraram em sua
revisao sistematica que em casos de leishmaniose felina com a presenga de lesdes cutaneas,

tanto ulcerativas como nodulares e linfoadenomegalia, a deteccdo do parasito foi feita,
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especialmente, por meio de andlises citologicas, seguida de histologia e imuno-histoquimica,
podendo ser combinado a estes testes, sempre que aplicavel, o uso da PCR para informagdes
adicionais.

Embora a PCR seja um teste extremamente sensivel e especifico, possibilitando
inclusive a caracterizacdo do parasito, ¢ um método impréprio para diagndstico a campo,
necessitando de alto investimento em reagentes e aparelhos, além de equipe especializada
(PERINOTO et al., 2010; RAMOS-JESUS et al., 2016). Particularmente, em investigacoes de
Leishmania spp. em felinos ¢ possivel observar divergéncia de resultados entre métodos
sorologicos e moleculares aplicados em um mesmo estudo, obtendo em alguns casos, maior
positividade em gatos com a sorologia do que com a PCR (DEDOLA et al, 2018; AKSULU et
al, 2021).

A cultura de parasitos também pode ser aplicada para o isolamento de Leishmania spp.,
possibilitando maior sensibilidade diagnostica na detec¢do da infecg¢do ativa, porém, constitui
um procedimento demorado, inadequado para diagndstico de emergéncia e limitado,
geralmente, a laboratorios de referéncia (LEVEQUE et al, 2020; PEREIRA; MAIA, 2021).

Diversas amostras bioldgicas sdo encontradas na literatura sendo empregadas em
diferentes métodos no diagndstico direto da leishmaniose em gatos, como sangue total, aspirado
de medula dssea, bidpsia do bago, bidpsia do figado e de nddulos linfaticos, pele e amostras de
mucosa (METZDOREF et al, 2017; MOHEBALI et al, 2017; LEAL et al, 2018; HEADLEY et
al, 2019; FERNANDEZ-GALLEGO et al, 2020; SILVA et al, 2020). A falta de consenso
quanto a amostra bioldgica ideal para o diagndstico de leishmaniose felina por métodos
parasitologicos ou moleculares, entre outras limitagdes, torna necessaria a combinagdo de
métodos diretos e indiretos para o diagndstico definitivo (COURA et al, 2018; DEDOLA et al,
2018).

Apesar dos exames parasitologicos serem considerados padrao-ouro por revelar a
presenca do parasito, requerem mao de obra qualificada, s3o mais invasivos e em casos de
parasitemia baixa podem apresentar resultados negativos (QUEIROZ et al., 2010; RAMOS-
JESUS et al., 2016; LEVEQUE et al, 2020).

O diagnostico indireto, realizado por sorologia, representa uma opg¢do analitica
consolidada ao longo dos anos, sendo muito empregado por ser de facil aplicabilidade em
material biol6gico como soro ou plasma (LEVEQUE et al, 2020). Os métodos sorolégicos
utilizados, com maior frequéncia, na investigacdo de anticorpos anti- Leishmania em gatos
envolvem, basicamente, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e teste de imunofluorescéncia

(IFAT) (PEREIRA; MAIA, 2021). Neste aspecto, Asfaram, Fakhar e Teshnizi (2019),
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evidenciaram em sua revisao sistematica, a utilizagdo da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFT) em mais de 38% dos estudos sobre infeccdo felina por Leishmania spp. em todo o
mundo.

Assim a RIFI e o ELISA tém sido largamente aplicados na identificacao de gatos
acometidos pelo parasito da leishmaniose revelando elevada especificidade, porém, apresentam
sensibilidade reduzida e pode acontecer reagdes cruzadas com outros microrganismos
(CALDART et al., 2016). Em exames para triagem e trabalhos epidemioldgicos o ELISA nao
¢ um recurso pratico e econdomico, sendo demorado por exigir muitas etapas bioquimicas
(RAMOS-JESUS et al., 2016).

Além disso, a diferenca de protocolos constitui uma fragilidade importante nos testes
soroldgicos para diagnostico de leishmaniose felina, incluindo a falta de um valor de titulo
minimo estabelecido para IFAT em gatos, sendo adotado pontos de cortes diversos entre os
estudos, limitando a comparagdo de dados (NOE et al, 2015; OTRANTO et al, 2017; IATTA
et al, 2019).

A aplicacao isolada da sorologia no diagnoéstico de leishmaniose em gatos pode resultar,
portanto, em erros no diagnostico, ja que a sensibilidade e especificidade dos métodos
sorologicos podem sofrer influéncia de diversos fatores, gerando inconsisténcia entre os
resultados dos testes (COURA et al, 2018; FERNANDEZ-GALLEGO et al, 2020).

Estudos tém empenhado esforcos na busca de ferramentas analiticas alternativas para
elaboragdo de novos métodos que oferegam uma analise com alta sensibilidade e especificidade,
de baixo custo, com rapidez e praticidade na detec¢ao de agentes patogénicos de interesse a
saude, sendo neste aspecto a tecnologia de sensores biologicos um método promissor
(MEDYANTSEVA; KHALDEEVA; BUDNIKOV, 2001; PERINOTO et al., 2010; CABRAL-
MIRANDA et al., 2014; RODOVALHO et al., 2015; RAMOS-JESUS et al, 2016; MARTINS
et al, 2020).

3.5 Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos analiticos compostos por um componente biologico
bastante sensivel ligado a um equipamento que transforma a interagdo bioldgica dos analitos
em um sinal elétrico mensuradvel (SANGEETHA; JULIET, 2014). Geralmente, possuem trés
constituintes basicos: o componente de reconhecimento biologico, que identifica o estimulo; o

transdutor, o qual transforma o estimulo em sinal mensuravel e o sistema de processamento de
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dados, que amplifica e exibe os dados em um formato apropriado (PERUMAL; HASHIM,
2014).

O componente de reconhecimento bioldgico ou bioreceptor configura uma camada de
material bioldgico imobilizado, com capacidade de reconhecer e interagir de forma seletiva
com o analito de interesse (OLIVEIRA; PEREIRA, 2016; NGUYEN et al, 2019). Em resposta
ao evento de bioreconhecimento, os transdutores, que sdo dispositivos sensiveis as alteragdes
das propriedades fisico-quimicas resultantes dessas interagdes, geram um sinal elétrico
mensuravel, proporcionalmente equivalente a magnitude ou frequéncia da concentragdo do
analito alvo (BHALLA et al, 2016; SALOMAO, 2018). A Figura 1 apresenta as estruturas

basicas de um biossensor.

Figura 1- Componentes estruturais de um biossensor.
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Fonte: OLIVEIRA; PEREIRA (2016)

Em comparagdo com outras ferramentas analiticas usuais, os biossensores oferecem
alguns beneficios que incluem alta seletividade e sensibilidade, manejo sem técnicos
especializados, uso rapido e facil, portabilidade, reprodutibilidade, baixo custo, deteccao em
tempo real, uso de pequenos volumes de amostra, resposta rapida e sem pré-tratamento da
amostra (PERUMAL; HASHIM, 2014; OLIVEIRA; PEREIRA, 2016; NGUYEN et al, 2019).

A funcionaliza¢do de um biossensor acontece na superficie do transdutor por meio da
imobilizacdo dos componentes de biorreconhecimento, que conseguem interagir com o0s
analitos sem a necessidade de adicao de reagentes na amostra analisada (NGUYEN et al, 2019).
De acordo com o material bioldgico e com a natureza da intera¢do entre o analito alvo e o
biorreceptor, os biossensores podem ser classificados em dois grupos: biossensor catalitico, no
qual as interagdes geram um novo produto de reacao bioquimica envolvendo células vegetais
ou animais, microrganismos, organelas e enzimas; e biossensor de afinidade, no qual as
interagdes promovem a ligagdo do analito na superficie do transdutor e incluem receptores de

acidos nucléicos e anticorpos (OLIVEIRA; PEREIRA, 2016; NGUYEN et al, 2019).
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Com relagdo a natureza do reconhecimento bioldgico, os biossensores também podem
ser denominados de acordo com sua aplicagdo, tais como: genosensores (acidos nucleicos),
imunossensores (antigenos ou anticorpos), enzimaticos ¢ microbiologicos (TELES; TAVIRA;
FONSECA, 2010; RODOVALHO et al, 2015; ASAL et al, 2018; FAHLIYANI et al, 2020).
Outro método de classificacdao dos biossensores baseia-se no elemento transdutor que pode ser
do tipo eletroquimico, Optico, piezoelétricos e calorimétrico, dentre estes os sensores
piezoelétricos, constituidos por microbalanga de cristal de quartzo (QCM do inglés Quartz-
Cristal Microbalance), tem demonstrado enorme aplicabilidade na deteccdo de agentes
causadores de doencas em diversos estudos (RAMOS-JESUS et al., 2016; WANG et al., 2017;
POHANKA, 2018). O Quadro 2 apresenta a classificagdo dos biossensores, suas caracteristicas

e aplicacoes.

Quadro 2 - Classifica¢ao dos biossensores com base no biorreceptor e no transdutor.

CLASSIFICACAO DOS BIOSSENSORES
BIORECEPTOR TRANSDUTOR
Tipo de Material Sistemas de Modo de medida Aplicagdes tipicas
interagdo biolégico Transducdo
Eletroquimicos
Reagdes catalisadas
Enzimas Condutimétrico Condutancia por enzimas
Organelas Amperométrico Corrente Substratos
Catalitica Micrébios Enzimatico
Células Potenciométrico Voltagem fons, espécies redox
vegetais Impedimétrico Impedancia Imunosenssores
enzimaticos
Acusticos
Gazes volateis,
Piezoelétricos Massa vapores, analitos
Acido imunolégicos
Afinidade Nucleicos Opticos
Anticorpo Fibras opticas | Luminisidade | pH, enzimas
Antigeno Colorimétricos
Termistores, diodos Calor Organelas,
vitaminas

Fonte: SALOMAO (2018) adaptado.

Os avancgos na tecnologia de biossensores tem possibilitado inumeras aplicagdes em
areas bem diversas, como no ambito clinico, diagndstico, processamento de alimentos, controle
de qualidade, monitoramento agroindustrial, estudos ambientais, entre outros (FAHLIYANTI et
al, 2020). No ambito da satde e da biomedicina, os biossensores vem adquirindo atencao
especial por sua variabilidade de uso em cuidados clinicos, acompanhamento medicamentoso

e analise de alimentos, além da detec¢dao de doencas e gestdo da satide do paciente (AYDIN;
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AYDIN; SEZGINTURK, 2020; MOHANKUMAR et al, 2021). Neste sentido, a técnica QCM
vem demonstrando grande potencial para a anélise de processos imunologicos, inclusive como

ferramenta alternativa para o diagndstico de doencas infecciosas (POHANKA, 2017;

POHANKA, 2018).

3.5.1 Transdutor Piezoelétrico — Microbalanga de Cristal de Quartzo (QCM)

A piezoeletricidade ou efeito piezoelétrico refere-se a uma propriedade fisica,
descoberta por Curie e Curie (1880), que consiste na capacidade de um material produzir sinal
elétrico quando submetido a pressdo mecanica (CURIE; CURIE, 1880 apud VASHIST;
VASHIST, 2011). Essa propriedade ¢ naturalmente encontrada em alguns materiais, sendo o
cristal de quartzo um exemplo muito conhecido dentre os materiais piezoelétricos tipicos (ZU;
WU; WANG, 2016).

Sauerbrey (1959), constatou uma relagdo diretamente proporcional entre a variacao da
frequéncia de oscilagao fundamental do cristal de quartzo e a mudanga na massa por unidade
de area na superficie do cristal, conferindo, sob perspectiva analitica, um recurso satisfatorio
para elaboracgdo de biossensores que interagem por afinidade (POHANKA, 2017).

O sensor de microbalanga de cristal de quartzo (QCM) ¢ constituido por um disco
confeccionado em cristal piezelétrico de quartzo em que as duas faces sdo revestidas por um
constituinte metalico (Figura 2a) que pode ser o ouro, conectadas a um oscilador que ¢
responsavel pelo campo elétrico que tem como objetivo provocar uma oscilagdo no centro do
cristal piezoelétrico, em forma de cisalhamento, sendo por isso, também conhecido como
transdutor de onda acustica em massa. Ligado ao oscilador, se tem um contador de frequéncia
responsavel por monitorar a frequéncia de ressonancia (frequéncia fundamental) (Figura 2b)
que aparece em forma de grafico no computador (Figura 2¢) (DAMOS; MENDES; KUBOTA,
2004; BRAGAZZI et al, 2015).
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Figura 2- Esquema ilustrativo de Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM). a) Cristal de
quartzo; b) Fluxo da acdo dos cristais piezoelétricos; ¢) Grafico formado pela variagao da
frequéncia do cristal de quartzo em funcao do tempo.

Face inleror Fas wipserisr
{a (k] Ceiae i
ety P ristal preseliinee
Jr(f Y ! ! Ciélula de Quxo
q ‘ Tk /
l‘-' _.—-':"_FJ ! T
il SO s Sy
.-'-ﬁ-"‘-\. i
T
- e SURE
Filme de oura Cristal paceclétrico
Ao de annling
A -
1<)

Circwito aaculador

Freqilenclmerre

-

Tempo £ 5

f1: frequéncia inicial do cristal. f2: frequéncia apds adi¢do do analito. Af: variacdo da frequéncia. Tempo/s:
tempo em segundos.
Fonte: DAMOS; MENDES; KUBOTA (2004)

Assim, o principio funcional do biossensor piezoelétrico do tipo QCM baseia-se na
relagdo de equivaléncia entre a mudanga na frequéncia de ressonancia do cristal de quartzo e a
massa na superficie do cristal, de modo que quanto maior a massa depositada no cristal menor
a frequéncia das oscilagdes de ressonancia (RAMOS-JESUS et al., 2011; WANG et al., 2017;
POHANKA, 2018). Sendo capaz de realizar medi¢des em quantidades extremamente baixa na
unidade de nanograma com variagdo da massa de 0,1 — Ing/cm?, por meio de interagdes por
afinidade, sem necessitar da adi¢do de quaisquer reagentes especificos (WANG et al., 2017;
POHANKA, 2018).

Quando aplicado em meio liquido, pode sofrer influéncia quanto a estabilidade da
frequéncia de oscilagdo, devido a densidade e a viscosidade do liquido (JOHANNSMANN,
2015). Desta forma, as propriedades do meio liquido precisam ser consideradas nas medigdes
do sensor QCM (AFZAL et al, 2017). Neste aspecto, para melhorar a sensibilidade, a aplicagao
do biossensor QCM pode ser combinada com o monitoramento de dissipacdo (QCM-D) que

permite medir as perdas dissipativas na oscilacdo do cristal junto com as mudancas na
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frequéncia ressonante, detalhando melhor as alteracdes estruturais na superficie do sensor
(SKLADAL, 2016; LIM et al, 2020).

O emprego de biossensores QCM oferecem vantagens em relagdo aos testes
convencionais, com destaque principal para a possibilidade de monitoramento em tempo real
das interagdes biomoleculares de maneira direta, sem necessitar do uso prévio de marcadores
quimicos e/ou bioldgicos, reduzindo consequentemente as etapas do ensaio, resultando em um
diagnostico com mais rapidez; outra vantagem ¢ a capacidade de examinar com muita
sensibilidade a reacdo antigeno-anticorpo mesmo em casos assintomaticos em que geralmente
a carga parasitaria ¢ muito baixa; somado a essas caracteristicas ainda estdo a facilidade de
transporte do sensor para execugdo de testes in locu e a possibilidade de ter sua superficie
regenerada por desagrupamento do complexo imunologico viabilizando a utilizagdo de um
mesmo imunossensor em varias amostras, reduzindo o custo do processo de analise
(MEDYANTSEVA; KHALDEEVA; BUDNIKOV, 2001; EP SOUTO et al, 2015; LIM et al,
2020).

3.5.1.1 Imobilizagdo de Biomoléculas

A imobiliza¢do das biomoléculas ¢ uma etapa importante para o desempenho eficiente
de um biossensor, pois, a forma como os componentes bioldgicos sdo fixados e mantidos na
superficie do transdutor durante as reagdes, influencia fortemente na especificidade e
sensibilidade do imunossensor (RAMOS-JESUS et al, 2011; PANDEY; MALHOTRA, 2019).

Como no método QCM a detec¢do acontece baseada na variacdo da massa, uma resposta
de frequéncia ¢ gerada a partir da interacdo de qualquer particula com a superficie do cristal,
necessitando ser funcionalizada com receptores capazes de capturar, efetivamente, as moléculas
alvo na superficie do cristal, minimizando a adsorcao inespecifica (LIM et al, 2020).

Uma variedade de procedimentos para fixa¢do de imunoreceptores tem sido abordado
em muitos estudos e, geralmente, a escolha por um destes métodos, ocorre de acordo com o
tipo de transdutor e a finalidade de aplicagao do dispositivo (RAMOS-JESUS et al, 2011;
MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE, 2013). Entre as técnicas de imobilizagdo sdo
utilizadas mais frequentemente a adsorcao fisica (interagdes do tipo idnica e polar e ligacao de
hidrogénio), oclusdo ou aprisionamento, ligagdo covalente e covalente cruzada.

A adsorcao ¢ o método mais simples para a imobilizacdo de biomoléculas, pelo qual a
superficie do sensor ¢ configurada fisicamente por meio de forgas eletrostaticas, tais como

interagdes do tipo van der Waals, interagdes iOnicas, ligacdes de hidrogénio e interagdes
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hidrofébicas (PANDEY; MALHOTRA, 2019). Embora este método apresente algumas
vantagens, como matriz regeneravel, eficicia e menor custo, possui baixa estabilidade pela
for¢a de ligagdo fraca nas interagcdes moleculares e diminui¢ao no desempenho do imunossensor
por acontecer arranjos aleatorios de anticorpos nas superficies (MACKEY; KELLY;
NOONEY, 2016; OLIVEIRA; PEREIRA, 2016).

Na oclusdo, a imobilizacdo do material bioldgico acontece através de uma matriz
polimérica que forma espagos vazios nos quais o componente bioldgico se encaixa ficando
fixado. Os géis comumente usados para aprisionar biomolécula incluem amido, naylon e
poliacrilamida (OLIVEIRA; PEREIRA, 2016; PANDEY; MALHOTRA, 2019). Essa técnica
possibilita a difusdo livre de compostos biologicos de baixo peso molecular e produtos da
reacdo, formando um sistema simples e econdmico de estabilidade relativa (NUNES; MARTY,
2006).

A ligagdo covalente resulta da ligacdo entre grupos funcionais do biomaterial e uma
matriz de suporte, estando comumente envolvidos nessas ligagdes os grupos amina (NH2),
carboxila (COOH), hidroxila (OH) e tiol (SH) (PANDEY; MALHOTRA, 2019). A
imobilizacao por meio de ligagdo covalente ¢ muito utilizada, pois permite a elaboragdo de
imunossensores mais estaveis, necessitando geralmente de alguns passos para sua aplicacdo: a
ativacao da superficie do sensor, a ligacdo do componente de bioreconhecimento e a retirada
das moléculas soltas ou suavemente ligadas (GRUHL; RAPP; LANGE, 2011; OLIVEIRA;
PEREIRA, 2016).

A imobilizagdo através de ligacdo covalente cruzada possibilita ligacdes
intermoleculares entre os componentes bioldgicos, formando uma rede tridimensional de
biomaterial, pelo uso de reagentes bi ou multifuncionais como o glutaraldeido, melhorando a
fixacdo de biomoléculas, principalmente, em superficie sensora s6lida (OLIVEIRA; PEREIRA,
2016; SAWANT, 2017).

Para garantir o bom desempenho de um imunossensor piezoelétrico, o processo de
imobilizagdo precisa manter a bioatividade do anticorpo e alcangar uma boa ligagdo na
superficie do sensor evitando por exemplo, a orientacdo aleatéria dos anticorpos (SHARMA et
al, 2011; LIM et al, 2020). Assim, diversos estudos usando biossensores baseados em QCM
tem buscado melhorar a imobilizagdo de anticorpos através da combinag¢do de métodos ou
aplicacdo de novos ligantes para a fixacdo de anticorpos (LIM et al, 2020). Neste aspecto, o
método de Monocamadas Auto-organizadas do inglé€s - Self-Assembled Monolayer (SAM) tem

demonstrado 6timo potencial em biossensores por permitir a modificagao da superficie do
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eletrodo, formando uma camada ordenada seletiva para biomolécula de interesse, como o
anticorpo (ARYA et al, 2009; KLUTSE et al, 2012).

A SAM resulta da quimissor¢do de moléculas organicas em superficies de metais
(KLUTSE et al, 2012). Moléculas contendo enxofre, como dissulfetos de dialcanos (R — SS —
R), sulfetos (R — S — R) e alquiltidis formam SAMs altamente ordenados nas superficies
metalicas (SHARMA et al, 2011). Para compreensdo estrutural, a SAM de tiol pode ser
exemplificada, a qual ¢ composta por um grupo ligante (tiol), que fica acoplado por afinidade
ao substrato; uma cadeia de hidrocarboneto e um grupo funcional terminal, que pode variar para
adequar a especificidade quimica da superficie, de acordo com a aplicagdo pretendida da
monocamada (KLUTSE et al, 2012). A Figura 3 apresenta a configuracdo estrutural de

formac¢do da SAM sobre a superficie de ouro, considerando o grupo funcional tiol.

Figura 3- Representacdo estrutural de Monocamadas Auto-organizadas (SAM) sobre substrato
de ouro.
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Fonte: KLUTSE et al (2012) adaptado

Os SAMs formados por tidis em ouro apresentam ligagdes fortes e, portanto, mais
estavéis, resultando em uma estrutura bem organizada e orientada, sendo muito empregada na
elaboragdo de dispositivos biomoleculares, inclusive em imunossensores piezoelétricos

(ARYA et al, 2009; KARCZMARCZYK; HAUPT; FELLER, 2017).

3.5.1.2 Imunossensores Piezoelétrico

Alguns fatores como a sensibilidade elevada, a capacidade de identificar inimeros tipos
de biomoléculas sem marcadores e a rapidez na detecc¢do, tem contribuido para o aumento do
interesse na aplicagdo dos biossensores baseados em QCM para a identificacdo precoce de

infeccdes e observacao do avanco de enfermidades (AFZAL et al, 2017; LIM et al, 2020).
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Os imunossensores sdo biossensores fundamentados em interagdes entre um anticorpo
e antigeno em uma superficie de transdutor, através da imobilizagao tanto de um anticorpo para
reconhecimento de um antigeno quanto pela reacao inversa (FELIX; ANGNES, 2018). Os
imunossensores piezoelétricos sao, portanto, dispositivos analiticos aplicaveis na deteccao de
diversos componentes macromoleculares e de microrganismos, tendo como constituinte de
biorreconhecimento um anticorpo ou um antigeno cuja especificidade interfere na
especificidade de todo o imunossensor (POHANKA, 2018). A Figura 4 apresenta o principio

dos imunossensores piezoelétricos.

Figura 4- Principio de funcionamento dos imunossensores piezoelétricos: (a) para detecg¢ao de
antigeno; (b) para detecgao de anticorpo.
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Fonte: POHANKA (2018) adaptado

A seletividade do alvo estd relacionada a capacidade do biossensor de responder
seletivamente a um alvo especifico (LIM et al, 2020), isso significa que, para manter uma boa
especificidade, o imunossensor piezoelétrico precisa conter uma camada biorreceptora
especifica, de forma a evitar ou diminuir as intera¢des inespecificas de elementos interferentes
presentes na amostra com a area de deteccao do sensor piezoelétrico (POHANKA, 2018; LIM
et al, 2020).

Os imunossensores piezoelétricos tem sido utilizado em diversos estudos para
investigacdes de interagdes biomoleculares e imunoensaios, inclusive para detec¢ao de doencas
infecciosas (RAMOS-JESUS et al, 2016; POHANKA, 2018). Ramos-Jesus et al (2011),

desenvolveram um imunossensor piezoeletrico para deteccdo de leishmaniose visceral canina



32

através da imobilizacdo do antigeno de L. infantum (rLci2B-NH6) em monocamada auto-
organizada (SAM) de cisteamina ativada com glutaraldeido. O imunossensor apresentou boas
respostas para o antigeno recombinante L. infantum com coeficiente de correlacao de 0,981,
conseguindo detectar soros positivos e negativos em dilui¢oes de até 1:1600.

Na pesquisa realizada por Cabral-Miranda et al. (2014), foi usado também um
imunossensor para detectar antigenos de L. infantum em tecidos de hospedeiros infectados, com
a imobilizagdo de anticorpos em uma superficie de ouro, coberto com cisteamina e
glutaraldeido, sendo promissor em detectar amastigotas nos tecidos, ao passo dos autores
sugerirem o uso para quantificar amastigotas de L. infantum em Orgdos de animais
experimentais para estudos de patogénese e imunidade. Posteriormente, Ramos-Jesus et al,
(2016) propuseram a elaboracao de um imunossensor QCM a partir do uso de nanoparticula de
ouro (AuNP) e antigeno recombinante rLci2B para identificacdo de anticorpos de L. infantum
em soro canino. A AuNP ampliou a superficie de reagdo com o rLci2B permitindo detectar
anticorpos anti- L. infantum usando uma concentra¢do muito baixa de antigeno recombinante
(3pg/mL).

Diltemiz et al (2013), elaboram um biossensor QCM para o reconhecimento da
hemaglutinina (HA), que ¢ uma proteina importante do virus influenza A, por meio da
imobilizagao de moléculas de acido sidlico (SA) usando um novo ligante de preparagao propria
dos autores, o acido 4-aminofenil boronico (4-APBA). O complexo 4-APBA-SA ligado a
superficie do cristal rendeu ao sensor QCM capacidade de reconhecimento da glicopreteina HA
com limite de detecgdo de 4,7x10 2 uM, (0,26 pg/ml ™).

Zhang et al. (2016), usaram anticorpos anti-HBsAg (anti-HBs) como receptores para
detec¢dao de HBsAg, um antigeno de superficie da hepatite B muito aplicado como biomarcador
do virus da Hepatite B. Os anticorpos anti-HBs foram imobilizados direto na superficie do
imussensor QCM e um polimero hiper-ramificado (HBP) foi utilizado para amplificar o sinal
de resposta do sensor, servindo como ponte para ligacdo de varios anticorpos secundarios
formando uma reacdo do tipo sanduiche simples. Por esse método, obteve-se uma mudanga
cinco vezes maior na frequéncia, possibilitando o registro quantitativo de HBsAg com um limite
de detec¢io muito pequeno de 2,0 ng/mL ~ !, um dos menores encontrados na literatura pela
técnica QCM.

Estudos envolvendo a técnica QCM como ferramenta analitica também ja foram
realizados para o diagndstico da dengue, como o trabalho de Pirich et al (2017), que elaboraram
sensores piezoelétricos a partir do revestimento prévio com filmes finos de nanocristais

de celulose bacteriana (CN) preparando uma interface mais sensivel para fixagdo
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da imunoglobulina G monoclonal (IgGNS1) para reconhecimento especifico da proteina nao
estrutural 1 (NS1) da dengue. A deteccdo da NS1 foi realizada pelo imunossensor com (QCM-
D) e sem monitoramento de dissipacao de energia (QCM), obtendo os limites de deteccao de
0,1 png/mL! para QCM-D e 0,32 pg/mL! para QCM, apresentando, estes dispositivos, bom
potencial para ensaios diagndsticos mais sensiveis, rapidos e de menor custo para dengue.

Sharma et al (2011), desenvolveram um imunossensor piezoelétrico para detecgdo direta
do antigeno da proteina-2 rica em histidina (P/HRP-2), que ¢ um importante biomarcador
do Plasmodium falciparum, o agente causador da malaria. Os anticorpos anti-Pf HRP-2 foram
imobilizados na superficie do cristal de quartzo funcionalizada por monocamadas auto-
organizadas (SAM) de dacido tiodtico e 1-dodecanotiol demonstrando viabilidade na
identificacao do antigeno PfHRP-2 com limite de detec¢ao 12 ng/ml.

Os imunossensores piezoelétricos baseados em QCM tem demonstrado, portanto,
excelente capacidade de detectar biomarcadores de doengas com baixos limites de deteccao,
sendo uma promissora ferramentas para diagnosticas precoce de doencgas infecciosas (LIM et
al, 2020). Assim, neste trabalho foi desenvolvido o primeiro prototipo de imunossensor baseado
em QCM para detec¢do qualitativa de anticorpos anti- Antigeno A2 para identificacdo de
infec¢do por Leishmania spp. em gato.

A proteina recombinante A2 vem desempenhando excelente papel como biomarcador
para o sorodiagnéstico de Leishmaniose visceral (GHEDIN et al, 1997; CARVALHO et al,
2002; JUSI et al, 2015). Os antigenos A2 foram descritos como uma familia de proteinas
expressas no estagio amastigota de L. donovani com nimero variavel de repetigdes de uma
unidade de 10 aminoacidos (CHAREST; MATLASHEWSKI, 1994; ZHANG et al, 1996). No
ambito analitico, essa caracteristica amplia o alvo de reacdo do anticorpo, tornando o antigeno
A2 reconhecido, em varios estudos, como valioso recurso para aplicagdo no imunodiagnodstico
especifico da leishmaniose visceral (GHEDIN et al, 1997; CARVALHO et al, 2002). A
expressao do antigeno A2 também ja foi confirmada em amastigotas das espécies: L. infantum

e L. amazonensis (GHEDIN et al, 1997; CARVALHO et al, 2002; JUSI et al, 2015).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Declaracao de ética

A metodologia do presente estudo foi aprovada para execugdo pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tocantins (UFT), por meio do projeto
intitulado  “Desenvolvimento de Imunossensor Piezoelétrico para Identificagio de
Leishmaniose em Felinos”, sob o Processo n® 23.110.002.458/2020-12, estando de acordo com
a Lei N° 11.794 de 8 de outubro de 2008, que trata dos procedimentos éticos para o uso

cientifico de animais (Anexo I).

4.2 Proteina Recombinante A2 (rA2) e Soro felino

O antigeno usado foi a proteina recombinante A2 de Leishmania spp., adquirido em
solugdo salina tamponada na concentragdo de 0,10 mg/ml da empresa Petmarket solutions.

A amostra de soro felino sabidamente positiva para L. infantum foi proveniente de um
animal diagnosticado com leishmaniose por exame parasitologico direto de aspirado de células
dos linfonodos submandibular, popliteo e subescapular; por sorologia pelo método de
aglutinacdo direta (DAT), apresentando titulacdo de 1:640 e por PCR de aspirado de célula de
linfonodo sendo positivo para L. infantum. Para obtencdo do soro do animal utilizado no teste,
foi obtida uma amostra de sangue, por puncao da veia jugular, depositada em tudo com ativador
de coagulo, centrifugado e a fragdo sérica retirada e armazenada em microtubos a -20°C. A
amostra de soro do animal apresentou resultado positivo também ao teste imunocromatografico,
que utiliza o antigeno recombinante especifico (rK39), padronizado para detec¢ao de anticorpos

em humanos (Teste rapidoimunocromatografico LSH Ab ECO teste).

4.3 Descricao da Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM)

Para realizagdo dos testes foram utilizados sensores de cristais de quartzo piezoelétrico com
corte AT (Novaetech), com frequéncia de oscilagao em forma de cisalhamento de 10 MHz,

colocados entre dois eletrodos de ouro para conexao elétrica (
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Figura 5). O revestimento do eletrodo € constituido por ouro com adesdo aprimorada pelo uso
de substrato de Titanio (Ti), apresentando espessura de ~ 200 nm de Au (em substrato de Ti ~

10 nm).

Figura 5 - Cristal de Quartzo revestido de ouro. a) frente e verso; b) frente; ¢) verso

/8D
/ y
G

Fonte: NOVAETECH (2021)

A Sensibilidade nominal do sensor foi de 4,42 x 10° g Hz! cm?, a relagdo entre
frequéncia e a estabilidade térmica foi de = 20 KHz a 23 °C com densidade de 0,0026497 Kg /
m> a 25°C. A espessura de quartzo usada foi de ~160 um com didmetro total de 13,9 mm. O
eletrodo tinha didmetro de 6mm revestido com Ouro (Au), sendo a conexao elétrica realizada
por meio de eletrodos moéveis da camara de reacdo de QCM proposta, onde o cristal usa
conexoes tipo HC-48/U. A superficie do cristal de quartzo era do tipo plana e polida com
necessidade de preparacdo prévia para o uso.

O dispositivo usado para realiza¢do das andlises foi uma QCM com monitoramento de
dissipacao (QCM-D) (Novaetech), composta por uma camara de reacdo aberta (Figura 6a)
ligada por uma entrada UBS na QCM-D (Figura 6b), sendo conectada por uma micro UBS a
um computador para acompanhamento e registro das leituras usando o software OpenQCM-Q1
(Figura 6¢). Os dados, apds analise, foram tratados usando o software Excel, para apresentagao

grafica dos resultados.
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Figura 6- Sequéncia de montagem da microbalanga de cristal de quartzo (QCM). a) Camara
de reagdo com o cristal de quartzo acoplado; b) QCM-D; ¢) Computador operando com o

Fonte: Proprio autor

4.4 Preparo da superficie do sensor

Para o preparo da superficie de biorreconhecimento, o eletrodo de ouro do sensor QCM
foi limpo, por meio de imersdo, em uma a solugao “piranha” preparada na proporcao 1:3 partes
de H>02 30% (perdxido de hidrogénio) v/v em H>SOg4 (acido sulftrico) concentrado por 2
minutos (Figura 7a), em seguida foi lavada, por imersao rapida, com agua ultrapura (Figura 7b).
Em seguida, os sensores QCM foram submersos em alcool metilico em camara tmida sob
agitacao constante por 30 minutos (Figura 7¢) para remog¢do completa de qualquer residuo da
solucdo de limpeza, seguida de uma lavagem abundante com &gua ultrapura e secagem

espontanea em temperatura ambiente (Figura 7d).
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Figura 7- Preparacdo do sensor de cristal de quartzo (QCM). a) Lavagem com solucao
“piranha”; b) Lavagem com agua ultrapura; ¢) Imersao dos sensores em alcool metilico em
camara umida sob agita¢do; d) Secagem espontanea em temperatura ambiente.

5

Fonte: Proprio autor

4.5 Elaboracao do imunossensor por adsorc¢ao simples tipo Ouro-antigeno recombinante

A2 (Au-rA2)

A microbalanca de cristal de quartzo com monitoramento de dissipa¢ao (QCM-D) foi
usada como um dispositivo para monitorar a ligacdo de anticorpo anti-antigeno A2 / ou os
agentes interferentes a uma superficie de cristal revestida de ouro coberta com antigeno
recombinante A2.

Depois de preparado, conforme descrito anteriormente, o sensor QCM foi acoplado a
camara de reagdo aberta, conectada ao software de andlise OpenQCM-Q1 para registro dos
dados de frequéncia. O processo de leitura foi iniciado pela adicao de 100ul de agua ultrapura
sobre o eletrodo de ouro do sensor e deixado por 10 minutos para estabilizacao do sinal de
leitura. Devido ser do tipo camara aberta as adi¢des e retiradas de reagentes foram realizadas

pela parte superior da camara de forma simultanea.
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Para o preparo da superficie de biorreconhecimento, uma solu¢do salina tamponada de
proteina recombinante A2 a 0,1mg/ml foi adicionada (100ul) no eletrodo de quartzo e deixado
interagir por 2 horas e 40 minutos, sendo registrado os dados de frequéncia. Neste momento,
ocorreu a ligagdo por adsor¢ao espontanea do antigeno rA2 na interface de ouro do cristal. Em
seguida, o sensor de quartzo, agora funcionalizado com a molécula de biorreconhecimento, foi
lavado com 100 pl de 4gua ultrapura em triplicata para remover os antigenos rA2 nao
adsorvidos na superficie do imunossensor. Para bloqueio de ligagcdes inespecificas, 100ul de
uma solu¢do de albumina de soro bovino (BSA) a 1% (m/v) em PBS foi pipetada na camara de
reagdo, e as leituras de frequéncia foram realizadas por 60 minutos. Posteriormente, o sensor
QCM foi lavado por trés vezes com 100ul de agua ultrapura.

Em seguida, a resposta analitica foi avaliada a partir da adi¢ao de soro felino (100ul) no
eletrodo de ouro sensibilizado e as leituras de frequéncia foram realizadas por 45 minutos. Por
fim, agua ultrapura (100 pl) foi adicionada na cdmara de reagdo para lavagem, por injecdo e
aspira¢ao, repetindo-se o procedimento por trés vezes, sendo feitas as leituras de frequéncia por
15 minutos. As etapas descritas na elaboracao do imunossensor por adsor¢ao simples tipo Au-

rA2 estdo ilustradas na Figura 8.

Figura 8 - Representagdo esquematica da elaboracdo do imunossensor piezoelétrico por
adsor¢ao do antigeno na superficie do cristal de quartzo revestido de ouro. a e b) Etapas de
preparacdo do sensor; ¢) Imobiliza¢do do antigeno (proteina recombinante A2 de Leishmania
infantum a 0,Img/ml); d) Bloqueio com solucao de albumina de soro bovino (BSA); e)
Adicao de soro felino positivo (anticorpos); f) Demonstragao de leitura do teste.

Cristal de Quartzo

revestido de ouro ; : s s
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A 4

Tempo /s
f
Legenda: Ag: antigeno; Ac: anticorpo; BSA - Albumina Bovina Sérica
Fonte: MARTINS et al. (2020) adaptado
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4.6 Elaboracao do imunossensor por Monocamadas Auto-organizadas (SAM) tipo Ouro-

dissulfeto de carbono-antigeno recombinante A2 (Au-CS2-rA2)

Apo6s a preparacao, o sensor QCM foi submerso em solugdo aquosa de dissulfeto de
carbono (CS2) a 0,1M (1:1, v/v) e colocado em camara imida sob agitagcdo constante por 2horas
e 30 minutos, para iniciar o preparo da superficie de bioreconhecimento, através da ligagao
direta do terminal -S> (enxofre) do CS» na superficie revestida de ouro do sensor. Em seguida,
o sensor foi cuidadosamente lavado com agua ultrapura por 5 minutos para remover as
moléculas de CS; ndo adsorvidas na superficie do imunossensor.

Depois de pré-funcionalizado, o sensor foi acoplado a camara de reacdo aberta, da
microbalanga de cristal de quartzo, com monitoramento de dissipagdao (QCM-D) realizada por
software de analise para registro dos dados de frequéncia e dissipagdo nas demais etapas da
reagao.

O processo de leitura foi iniciado pela adigdo de 100ul de 4gua ultrapura sobre o eletrodo
de ouro do sensor e deixado por 10 minutos para estabiliza¢do do sinal de leitura. A segunda
camada da SAM foi formada adicionando sobre o sensor, 100ul da solucao salina tamponada
de proteina recombinante A2 a 0,1mg/ml, sendo feitas as leituras de frequéncia e dissipagao por
50 minutos. Neste momento, a ligacdo covalente pelo grupo reativo da amina do antigeno rA2
com os terminais de carbono do CS; era efetivada. Em seguida, o sensor de quartzo, agora
funcionalizado com a molécula de biorreconhecimento, foi lavado com agua ultrapura. Para o
bloqueio de ligacdes inespecificas, uma solucdo de BSA a 1% (m/v) em PBS foi pipetada na
camara de rea¢ao, e as leituras de frequéncia e dissipagdo foram feitas durante 30 minutos. Apos
o sensor QCM foi lavado com 100 pl de 4gua ultrapura.

Por fim, a resposta analitica foi avaliada a partir da adi¢ao de soro felino (100ul) no
eletrodo de ouro e as leituras de frequéncia e dissipagdo foram feitas por 30 minutos. Em
seguida, agua ultrapura (100 pl) foi adicionada na camara de reacdo para lavagem por trés vezes
por injecdo e aspiragdo, sendo realizadas as leituras de frequéncia e dissipacao.

A Figura 9 apresenta a elaboragdo do imunossensor por Monocamadas Auto-

organizadas (SAM) tipo Au-CS>-rA2.



40

Figura 9- Diagrama esquematico da elaboragdo do imunossensor por Monocamadas Auto-
organizadas (SAM) tipo Au-CS>-rA2. a) Imersao do sensor em solucdo aquosa de dissulfeto
de carbono (CS) a 0,1M; b) Adigdo do antigeno A2 de Leishmania infantum com a
efetivacao da ligacao covalente pelo grupo reativo da amina do antigeno rA2 com os
terminais de carbono do CS3; ¢) Adigao de soro felino positivo (anticorpos) se ligando ao

antigeno.
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N: nitrogénio; C: carbono; S: enxofre; CS,: dissulfeto de carbono
Fonte: NIU et al. (2012) adaptado

4.7 Avaliacao da reatividade do sensor

As medidas nanogravimétricas foram realizadas por meio do software OpenQCM-Q1
gerando um grafico em tempo real e registrando um banco de leituras que ficaram armazenadas
no computador. Apos as analises, a lista de leituras foi processada utilizando o software Excel
para apresentacdo grafica dos resultados.

A resposta do sistema sensor foi avaliada por meio da variagdo de frequéncia em fungao
do tempo antes e apds a adi¢ao da amostra. Avaliou-se também a resposta do sistema apds a
lavagem do mesmo com solucdo tampao, com o objetivo de comprovar a regeneracao do
eletrodo. Para a reagdo entre o antigeno e anticorpo, foi avaliada a da frequéncia de oscilacao
do cristal de quartzo na presenga do analito de interesse.

A especificidade do imunossensor foi testada incubando a amostra de soro felino
positiva, ndo diluida. As amostras foram consideradas positivas pelo decréscimo na variacao de

frequéncia do imunossensor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da preparaciao do imunossensor

Na preparagdo do imunossensor foi utilizado como bloqueador a BSA a 1% em PSB
para melhorar a sensibilidade dos sensores desenvolvidos neste estudo, por efetuar o bloqueio
de espacos que ndo foram cobertos pelo antigeno na superficie do sensor e, assim, evitar
eventuais interagdes ndo especificas.

Na elaboragdo de imunossensores ¢ primordial a preparacao de uma interface sensivel
aos analitos de interesse (RAMOS-JESUS et al, 2016), por isso a necessidade de evitar a ligagao
de interferentes inespecificos presentes no material biolégico com a superficie sensora, sendo
comumente utilizados agentes bloqueadores, como a solu¢do de albumina de soro bovino
(BSA) para preencher locais expostos do eletrodo, impedindo a geracao de sinal falso positivo
do imunossensor por ligacdo de biomoléculas nao alvo (RAMOS-JESUS et al, 2016; PIRICH
et al., 2017; CORDEIRO et al, 2020).

Outras substancias, além da Albumina -BSA, possuem capacidade de bloqueio, como
por exemplo as substancias caseina, glicina, gelatina (MOORE, et al. 2004; PARK, et al 2003),
todavia, a escolha da albumina deu-se pelo seu baixo custo, facilidade para aquisi¢do e,
principalmente, como afirmam Chapman et al. (2000), pelo seu uso padrdo como substancia
bloqueadora.

Somado a isto, tem-se que soros de felinos acometidos por infecgdes podem apresentar
alteragdes nas concentragdes séricas de proteinas de fase aguda, podendo resultar em adsor¢ado
inespecifica (SANTOS; ALBERTO, 2014) e o uso da BSA no presente estudo, foi realizado
para melhorar a sensibilidade dos sensores por efetuar o preenchimento de espacos que nao
foram cobertos pelo antigeno na superficie do sensor.

Priorizando a especificidade dos testes, foi empregado antigenos recombinantes ao invés
de antigenos naturais, para diminuir a possibilidade de reacdes inespecificas e obter melhor
desempenho dos imunossensores. Recurso adotado também por Ramos-Jesus et al (2016) e
Cordeiro et al (2020) em estudos anteriores. Maia e Campino (2008), demonstraram em seu
estudo sobre os métodos para diagndstico da leishmaniose canina e resposta imune a infecgao,
que a especificidade dos antigenos naturais ¢ inferior ao dos antigenos recombinantes, pois
podem favorecer a ocorréncia de reagdes cruzadas com outras moléstias, principalmente em

areas endémicas.
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Porrozzi et al. (2007) mostraram que os testes sorologicos usando a proteina
recombinante rK39 e rK26 (ambos de L. infantum) foram mais eficientes para identificar caes
sintomaticos enquanto os antigenos recombinantes rA2 (de Leishmania donovani) parecem ser
eficazes para o sorodiagnostico de cdes assintomdticos com a doenga (88%) do que rK39 e rK26
(ambos 66%) e antigenos naturais (30%). Curiosamente, os felinos com leishmaniose visceral,
em sua maioria, também costumam ser assintomaticos (COURA et al, 2018), o que corroborou
a decisao do uso do antigeno recombinante A2 no presente estudo.

E importante destacar que, apds analise da literatura, este ¢ o primeiro estudo
envolvendo a deteccdo de anticorpos contra L. infantum em soro felino utilizando como

plataforma de investigacdo um imunossensor piezoelétrico.

5.2 Analise da capacidade de reconhecimento do imunossensor por adsorc¢ao simples tipo

Ouro-antigeno recombinante A2 (Au-rA2)

As etapas da reacdo desde a funcionalizacao (etapa I-IIT) até a medi¢ao (etapa IV), estdo

demonstradas na figura 10.

Figura 10- Resposta analitica do imunossensor tipo Au-A2 por adsor¢ao simples monitorada
em tempo real por QCM-D

Etapa |
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Etapa IV

0
L
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Dissipacdo -+ Frequéncia de Ressonancia Hz
Legenda: A(D)-variagdo da dissipagdo; Af(Hz)- varia¢do da frequéncia em hertz; At (s)- variagdo do tempo em

segundos
Fonte: Proprio autor

A linha de base inicial (etapa I fig. 9) corresponde a fase com apenas adi¢ao de agua

ultrapura sobre o sensor para estabilizagdo do sinal de leitura (10012295 Hz de frequéncia de
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ressonancia), antes da adicdo da solugdo de antigeno A2 a 0,Img/ml em solugdo salina
tamponada. Uma diminuicdo imediata na frequéncia (f), juntamente com um aumento na
dissipacao (D), foi observada quando a solugdo de antigeno foi adicionada, evidenciando a
diferenca de densidade da solugdo em relacao a dgua (etapa II fig. 9). Esse leve decaimento da
frequéncia de ressonancia (f) de 35Hz ao longo do tempo, pode ser atribuido ao acumulo de
particulas fracamente ligadas na interface do cristal.

A fase II corresponde a ligagao espontanea do antigeno A2 sobre a superficie de ouro
do sensor, por adsor¢ao fisica gradual, durante 2 horas e 40 minutos em temperatura ambiente
(21°C) sendo, portanto, a etapa mais demorada no processo de elaboracdo do imunossensor. O
tempo de reacdo usado para imobilizagdo do antigeno neste experimento estd compreendido
entre as medi¢des estabelecidas por Bohli et al. (2019) para otimizagdo das medidas de
impedancia da camada de antigeno, adicionada em relacao ao tempo de incubagao, variando de
2 horas a cerca de 18 horas.

Apos a adicdo da BSA 1% (etapa III na Fig. 9) foi observado um deslocamento negativo
na frequéncia, sugerindo a adesdo da proteina na superficie do cristal, conforme evidenciado
por Poitras; Fatisson; Tufenkji (2009). Ocorreu uma leve variacdo na dissipagdo, sugerindo
maior rigidez na camada de proteina adsorvida. Esse padrao também foi o observado por
Jachimska et al. (2018), em suas medi¢des de adsor¢do da proteina B-lactoglobulina (LGB).
Esta variacdo também foi observada no modelo descrito por Sauerbrey (1959), no qual as
“camadas rigidas” sdo caracterizadas por baixa dissipagao.

A lavagem do sensor com agua ultrapura para eliminag¢do de albumina nao adsorvida,
realizada no final da etapa III, resultou em um pequeno aumento da frequéncia, devido a
reducdo da massa sobre o cristal ap6s a lavagem. A diferenca na média de variacdo da
frequéncia de ressonancia observada entre a etapa Il e III da reagdo, indica a efetividade no
processo de funcionalizag¢ao do sensor.

No momento da adi¢do da amostra de soro felino (etapa IV F) foi observada queda
acentuada na frequéncia, que pode ser atribuida a maior viscosidade da amostra. O desempenho
analitico do imunossensor foi estabelecido de acordo com a cinética de adsor¢ao resultante da
interatividade especifica do antigeno A2 fixado no sensor, com o anticorpo anti-antigeno A2
presente no soro teste, formando imunocomplexo, elevando, consequentemente, a massa
adsorvida sobre a superficie do sensor, o que resulta na diminui¢do acentuada da frequéncia.
De acordo com Sauerbrey (1959), um aumento na massa aderida na superficie do cristal ¢

refletido por uma diminui¢ao na frequéncia de ressonancia do cristal.
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No final da etapa IV, observou-se falta de mudangas na frequéncia, sugerindo a
estabilidade das ligagdes antigeno-anticorpo, forte o suficiente para ndo ser desfeita com o
protocolo de lavagem realizado com dgua ultrapura. No experimento de Ventura et al. (2017),
este comportamento também foi observado, sendo a falta de variagdo na frequéncia atribuida a
ligagdes especificas ocorridas na fase de biorreconhecimento. A alta afinidade e especificidade
do anticorpo em relagdo ao seu antigeno configura o principio fundamental de um imunossensor
(BOHLI et al., 2019).

O padrao de resposta apresentado pelo imunossensor por adsor¢ao simples ¢ indicativo
de detec¢do de anticorpos anti-antigeno A2 presente no soro felino, ao considerar a diminui¢ao
progressiva das médias de variagdo da frequéncia a cada etapa da reacdo, permanecendo baixa
ao final da andlise. No entanto, testes adicionais precisam ser realizados para avaliar melhor a
resposta analitica do imunossensor, avaliando a seletividade do sensor por meio de testes de
amostras positivas e negativas, conforme realizado por Ramos-Jesus et al. (2016); estabelecer
um limite minimo detectavel de anticorpos na amostra, aplicando dilui¢des seriadas para reduzir
as possibilidades de interagdes inespecificas com outras proteinas da amostra, permitindo
avaliar a especificidade do teste e indicar as titulagdes identificadas pelo biossensor (RAMOS-
JESUS et al, 2016; PIRICH et al, 2017).

Um fator importante para o desenvolvimento de biossensores esta voltado para ligagdo
das moléculas de bioreconhecimento a superficie de um substrato (BHAKTA et al, 2015). A
adsor¢ao direta configura-se como a técnica mais simples para imobiliza¢do de proteinas em
superficies solidas, que ocorre, espontaneamente e por afinidade, através de interagdes
hidrofilica, hidrofobicas e eletrostaticas ou pela associacao dessas interagdes (JUNG; JEONG;
CHUNG, 2008; BOHLI et al, 2019). Os anticorpos adsorvidos, por este método, no entanto,
sdo orientados aleatoriamente, podendo comprometer sua capacidade de ligacdo ao antigeno
por desnaturacao (JUNG; JEONG; CHUNG, 2008).

Neste estudo, porém, adotou-se o modelo de reconhecimento indireto para elaboragao
do imunossensor proposto, a partir da imobiliza¢do do antigeno na superficie de ouro do sensor
QCM-D para deteccdo de anticorpos presente na amostra analisada. A escolha pelo
reconhecimento indireto concorda com o modelo adotado por Bohli et al. (2019), ao
demonstrarem que o uso de antigeno como bioreceptor na elaboracdo de imunossensores
impedimétricos por adsorcao fisica, com o uso de nanoparticulas de ouro, apresentou resposta
mais sensivel quando comparado ao modelo classico de imunossensor, desenvolvido nas
mesmas condi¢des. Conforme aplicada em diversos estudos a QCM-D ¢ uma técnica bem

adequada para monitorar a cinética de adsor¢do de proteinas em uma superficie
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(DOLATSHAHI-PIROUZ et al, 2008; POITRAS; FATISSON; TUFENKII, 2009;
JACHIMSKA et al, 2018).

5.3 Analise da capacidade de reconhecimento do imunossensor por Monocamadas Auto-
organizadas (SAM) tipo Ouro-dissulfeto de carbono-antigeno recombinante A2 (Au-CS2-

rA2)

A solucdo aquosa de CS2 utilizada para formag¢do da monocamada auto-organizada
(SAM) resultou em registro de frequéncia (10010572 Hz) abaixo da linha base de leitura do
dispositivo QCM-D, sugerindo que ocorreu adsor¢cao de moléculas de CS2 na camada de ouro
(Figura 11 etapa I).

Uma queda entre as médias de variagdo da frequéncia de ressonancia foi observada entre
a etapa I (10008258 Hz) e a etapa II (10007965 Hz), devido a adi¢ao do antigeno rA2 sobre o
sensor, sugerindo a ocorréncia de ligacdo covalente através da fragdo amina presente no
antigeno e o terminal carbono do CS; adsorvido no eletrodo, possibilitando forte fixa¢do do
antigeno na interface do cristal (etapa II figura 11). No final da fase de imobilizagdo, mesmo
apos a retirada de moléculas ndo ligadas através da lavagem do sensor, a frequéncia de oscilagdo

do cristal permaneceu mais baixa, com diferenca de 293 Hz.
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Figura 11- Resposta analitica do imunossensor tipo Au-CS2-A2 monitorada em tempo real

por QCM-D
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Na etapa de bloqueio (etapa III, figura 10), um comportamento diferente foi observado
na variagdo da frequéncia: exibindo inicialmente uma pequena redugdo induzida,
provavelmente, pela adicdo da solugdo bloqueadora (BSA 1%), e no final apresentou um
aumento de 117 Hz ao comparar com a média da variagdo da frequéncia atingida na etapa II.
Isso pode ser indicativo de uma conformacgao estrutural na camada formada sobre o sensor ndo
havendo espagos para o bloqueio.

Mudangas na frequéncia de ressonancia (f) e fator de dissipacao (D) foram monitorados
durante a adi¢ao de soro de gato infectado (100 pl), na etapa de biorreconhecimento (etapa IV
figura 11), tragando o perfil de resposta do imunossensor na detec¢do de seu analito alvo. Os
desvios medidos na média de variacao da frequéncia de ressonancia (10007825 Hz), apresentou
queda de 257Hz, podendo ser atribuidos a ligacao especifica dos anticorpos a camada de
antigenos imobilizados por CSz no eletrodo de ouro. J4 a variagao na medida da dissipacao pode
estar relacionada a mudanca da viscosidade do meio pela adi¢cao da amostra.

A funcionalizagdo do sensor foi feita com base no acoplamento covalente do antigeno
recombinante A2 implementada pela prévia quimissor¢ao direta do terminal -S (enxofre) do
dissulfeto de carbono (CS:) sobre o sensor revestido de ouro e, posterior interagdo de seu

terminal -C (carbono) com aminas presentes na estrutura proteica do antigeno A2. Segundo Niu
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et al. (2012) este método mostra um potencial promissor para a imobilizacdo do ligante em
imunossensores que utilizam a superficie de ouro como substrato. O dissulfeto de carbono
apresenta em sua estrutura dois grupos funcionais terminais (-C-S;) e a alta afinidade do
terminal enxofre com o ouro possibilita a ligacao forte e organizada das moléculas de CS» sobre
a superficie do sensor, deixando livre o terminal carbono para interagdo com o biocomponente,
podendo reagir espontaneamente com grupos amina (SANCHEZ et al., 2016).

O método de imobilizacdo por formacdao de SAM de CS» pode simplificar o
procedimento de modificacao de superficie de ouro, por possibilitar a ligacao covalente de ouro-
tiol espontdnea em uma unica etapa, reduzindo o tempo necessario para a imobilizagdo do
biomaterial, sendo uma alternativa aos SAMs de alcanotiol, que precisam de etapas adicionais
de funcionalizagdo para ativar os terminais de SAM, para ligacao covalente de biomoléculas
(NIU et al, 2012; SANCHEZ et al, 2016; PAIVA et al, 2017). Neste estudo, as etapas de
preparacdo foram reduzidas em duas (adsorcdo de SAM de CS» e posterior reagdo com o
biocomposto).

Niu et al, (2012) na elaboracdo de uma interface imunossensora, monitorada por
ressonancia plasmonica de superficie (SPR) demonstraram a capacidade de prevenir a adsor¢ao
inespecifica de proteinas as superficies de biorreconhecimento pela funcionalizagdo
implementada por CS». Essa caracteristica também foi observada por Paiva et al, (2017) ao
avaliarem o desempenho do imunossensor a parti de um substrato de ouro modificado apenas
com CS,, analisado por SPR, sugerem que as moléculas de CS, cobrem toda a superficie,
estabelecendo uma forte interagdo com o ouro impedindo a adsor¢do fisica e quimica
indesejada. Esse comportamento pode justificar o aumento da frequéncia observado neste
estudo, no final da etapa de bloqueio (etapa III, fig. 11) por, possivelmente, ndo ter espagos
livres para adsor¢do da albumina na superficie do sensor, sendo eliminados com a lavagem
tanto a solugdo de bloqueio, quanto antigenos rA» ligados fracamente na etapa II, elevando
assim a frequéncia de ressonancia.

Por outro lado, embora possibilite menos etapas para imobilizacdo do biomaterial e
capacidade para evitar adsor¢do inespecifica de proteinas, o uso de CS»> puro para
funcionalizagdo de superficie de ouro pode interferir na reatividade do sensor por diminuir a
interagdo entre o terminal (-N) das aminas e o terminal (-C) do dissulfeto de carbono quando
fixado ao ouro (PAIVA et al, 2017). Almeida; Cascalheira e Viana (2010), esclarecem que ao
ligar-se ao ouro, o CS» gera um dipolo negativo (6-) muito grande em torno dos S, que abrange

a estrutura de ressonancia formada, fazendo com que o dipolo positivo (6+) do C diminua, € em
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consequéncia quando a amina vai ligar-se ao C este j4 ndo apresenta tanta necessidade em
receber os elétrons do N e por isso a ligacdo N-C provavelmente ndo ocorre em grande extensao.

Neste estudo, a possibilidade de interagdes inespecificas presente no material analisado,
manteve a escolha pelo uso de solugdo aquosa de CS; puro, por deixar o sensor mais susceptivel
ao resultado, obtendo sinal favoravel, indicativo de imobilizagdo do antigeno rA2 (etapa 11, fig.
11). Em abordagem futura pode ser estabelecido alternativas para melhorar o sinal do sensor
conforme realizado por Niu et al (2012) que usou solugdo aquosa mista de CS» e proteina A ou
como Paiva et al (2017) pela modificagdo da superficie de ouro com nanoconjugados de
ditiocarbamato de proteina A, pelo uso de CS2, proteina A e nanoparticulas de ouro (AuNPs).

Os imunossensores traduzem a interag@o antigeno-anticorpo diretamente pela mudanga
na frequéncia do QCM (LEE; CHANG, 2005). Eun et al (2002), sugerem que afinidade de um
antigeno com o anticorpo pode ser medida pela variagdo da frequéncia de oscilagdo do sensor,
sendo efetiva quando gera a diminui¢do da frequéncia de oscilagdo ressonante do cristal. O
resultado obtido para amostra de gato positiva para Leishmania infantum mostrou um
decréscimo na frequéncia de oscilagdao do sistema, assim sugerindo a interagcao dos anticorpos
presentes na amostra com o antigeno A2 adsorvido ao sensor. Desta forma, o padrao de resposta
sugere resultado satisfatorio para o biossensor testado, pois a amostra positiva mostrou
interacdo com o antigeno imobilizado.

Em termos de perspectivas futuras, ¢ importante realizar testes com amostras negativas
para avaliar o padrdo de variagao da frequéncia de oscilagdo; estabelecer os limites de deteccao
para os anticorpos em andlise, por meio da titulacdo da amostra; comparar desempenho com
outro método convencional de imunoensaio, como avaliado em outros experimentos com
imunossensor para detec¢do de leishmaniose (CABRAL-MIRANDA et al, 2014; RAMOS-
JESUS et al, 2016; CORDEIRO et al, 2020).

Em relagdo ao desempenho das plataformas imunossensoras aplicadas neste estudo,
observou-se que a imobilizagdo do antigeno recombinante A2 e posterior captura de anticorpos
anti-antigeno A2 L. infantum monitoradas por meio de QCM em tempo real, foi possivel tanto
no método por adsorcao simples quanto por formagao de SAM de CS». No entanto, ao método
de imobilizacdo mediada por CS, existe a possibilidade de melhoramento do sinal por
implementag¢do do protocolo conforme adotado por Niu et al (2012) com aplicacdo de CSz e

proteina A, podendo favorecer a reatividade do sensor e assim aperfeigoar seu desempenho.
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6 CONCLUSAO

Os imunossensores aplicados neste estudo apresentaram um padrdo de resposta
indicativo de detec¢do de anticorpos anti-antigeno A2 de L. infantum presente em soro felino a
partir da imobiliza¢@o de antigeno recombinante A2 0,1 mg/mL, podendo embasar a realizacao
de outras pesquisas para valida¢ao do imunossensor no diagnostico da leishmaniose em gatos.

Desta forma, os resultados obtidos por estes imunossensores geram perspectivas quanto
ao seu potencial para aplicacdo na triagem de amostras sorologicas de gatos em areas
endémicas, podendo ajudar a compreender a participagdo desses na epidemiologia da
leishmaniose visceral e, consequentemente, contribuir para seu monitoramento e controle,
sendo uma ferramenta promissora para auxiliar estudos epidemioldgicos e diagndsticos clinicos

da doenga em felinos.
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