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RESUMO

A leishmaniose é um grupo de doencas causadas por protozoarios do género Leishmania, que
afetam cerca de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo considerada como um
problema de salde publica mundial. Estratégias como diagnostico e tratamento precoces
podem interromper o ciclo de transmissdo da doenca. Biossensores eletroquimicos de DNA
tém sido referidos como um método diagndstico muito atrativo, devido a sua alta
sensibilidade, seletividade, facilidade de utilizagdo portabilidade e compatibilidade com
técnica de analise eletroquimica. Este estudo teve como objetivo desenvolver um sistema
eletroquimico utilizando eletrodo de grafite modificado com sequéncia de DNA de
Leishmania sp. (sonda) para a deteccdo de Leishmania sp. A deteccdo foi feita por analise da
oxidacdo eletroquimica do sinal de guanina na superficie do eletrodo por meio da técnica de
voltametria de pulso diferencial. Inicialmente, foi realizado o pré-tratamento do eletrodo de
trabalho, visando a otimizacéo do processo de imobilizacdo da sonda. Em seguida, a sonda foi
imobilizada na superficie do eletrodo, onde se verificou que a concentracdo de 0.5 uM era
ideal para a imobilizagdo. O processo de hibridacdo com a sequéncia alvo apresentou as
seguintes caracteristicas: faixa de linearidade de 0.035 uM a 0.5 uM, limite de deteccdo de
22.4 pM, limite de quantificacdo de 74.73 pM e desvio padrdo relativo de 1.09 %. A
seletividade foi analisada pelo processo de hibridacdo com diferentes sequéncias de acidos
nucléicos: alvo, ndo complementar e mix (alvo e ndo complementar), onde hibridacdo foi
observada apenas com o alvo ou o mix. Portanto, atraves de estudos iniciais, 0 biossensor
mostrou uma alta sensibilidade e seletividade para sequéncia alvo. No futuro, este biossensor
pode ser capaz de contribuir para a deteccdo de Leishmania sp.

Palavras-chave: Biossensor eletroquimico, acido nucléico, eletrodo de lapis de grafite,
Leishmania sp.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of the Leishmania genus which affect
approximately 12 million of the worldwide people, and it is considered by the World Health
Organization as a public health problem worldwide. In this sense, it is important that
strategies are carried out to interrupt the cycle of the disease transmission. Among the
strategies we can mention: the early diagnosis and treatment of infected patients, as well as
vector control. Electrochemical biosensors for DNA have been reported as a diagnostic
method very attractive due to its high sensitivity, selectivity, ease of use, portability and
compatibility with electrochemical analysis technique. This study aimed to develop an
electrochemical system using graphite electrode modified with DNA sequence of Leishmania
sp. (probe) for detecting Leishmania sp. This detection was performed by analysis of guanine
electrochemical oxidation on the electrode surface using the technique of differential pulse
voltammetry. Initially, we performed pretreatment of the working electrode, aiming the
optimization of the probe immobilization process. Then, the probe was immobilized on the
electrode surface, which optimal concentration was found to be 0.5 uM. The process of
hybridization with the target sequence had the following characteristics: linearity range of
0.035 to 0.5 uM, detection limit of 4.22 pM, quantification limit of 74.73 pM and a standard
deviation of 1.09%. The selectivity was analyzed by hybridization procedure with different
nucleic acid sequences: target, non-complementary and mix (target and non-complementary)
where hybridization was observed only with the target or the mix. Therefore, through initial
studies, the biosensor showed high sensitivity and selectivity for the sequence target. In the
future, this biosensor may be able to contribute for Leishmania sp. detection.

Keyword: Electrochemical biosensor, nucleic acid, pencil graphite electrode, Leishmania sp.
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steps, 20 mV/s. Potential amplitude, 50 mV.
Figure 3 - Plot of difference of guanine oxidation signal of the probe-modified PGE in 42
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I. INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por um protozoario
flagelado da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania que
afeta cerca de 88 paises de clima preferencialmente tropical ou subtropical. Estima-se que as
leishmanioses acometam anualmente 12 milhdes de pessoas em todo o mundo (NAKKASH-
CHMAISSE et al., 2011; TOLETO et al., 2010; SILVA-LOPES, 2010; BERNARDO, 2009) e
gue 350 milhdes de individuos estejam em risco de contaminacdo (COSTA, 2011). Acredita-
se que o numero de infectados é subestimado pela deficiéncia de diagnoéstico, grupo de
individuos assitomaticos e pela falta de notificacdo adequada (BERNARDO, 2009). Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses sdo consideradas um problema de
salde publica, principalmente por sua alta incidéncia em paises em desenvolvimento
(PERINOTO et al., 2010).

A infecgdo ocorre quando os insetos fémea do género Phlebotomus ou Lutzomyia
picam o homem e outros mamiferos, ingerindo as formas amastigotas da Leishmania presente
na derme do hospedeiro infectado. Em seguida, as amastigotas evoluiram no trato digestivo
anterior do inseto para as formas promastigotas. Consequéntimente, quando o flebotominio
infectado faz o repasto sanguineo sobre o hospedeiro ndo infectado, o vetor inocula as formas
promastigotas infectantes presentes no seu trato digestivo, onde se diferenciardo em
amastigoas nos tecidos dos vertebrados, continuando assim o ciclo (MISSAWA et al., 2008).
Dependendo do tipo de parasita causador da infeccdo, as leishmanioses podem apresentar
duas principais formas clinicas: a leishmaniose visceral (LV) ou a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) (MOTA & MIRANDA, 2011; PERINOTO et al., 2010).

A leishmaniose tegumentar americana caracteriza-se pela presenca de lesdes na pele e
mucosas. Sdo frequentemente diagnosticadas pela investigacdo clinica associada ao
diagnostico laboratorial, ou atraves de microscopia em exame de esfregacos e bidpsias de
lesGes de pele (BRASIL, 2009).

A leishmaniose visceral, forma mais grave da doenga, tem como caracteristica o
acometimento de 6rgdos como figado e baco, podendo levar a morte do individuo, caso ndo
seja tratada (MOTA & MIRANDA, 2011; MOHAN et al., 2011). E habitualmente
diagnosticada através da deteccdo de 1gG, um anticorpo que se liga especificamente aos
antigenos de Leishmania. O método Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) é

amplamente utilizado para diagnostico da leishmanose visceral (LAKHAL et al., 2012).



De forma geral, essas afeccdes sdo dificeis de serem controladas, haja vista a demanda
de aspectos envolvidos, tais como: a diversidade bioldgica do parasita; a existéncia de varias
especies de mamiferos e vetores que podem atuar como hospedeiros; fatores socioeconémicos
e diferentes formas clinicas da doenca; medicamentos de alto custo e elevada toxicidade, bem
com a auséncia de uma vacina totalmente eficaz. Apesar disto, é possivel controlar a
transmissdo da leishmaniose, através de estratégias que incluam o diagndstico e tratamento
precoce dos pacientes (SILVA-LOPES, 2010).

Além disso, os métodos de diagndstico usuais ainda possuem muitas limitagdes, seja
por sua baixa especificidade e seletividade ou limitagGes relacionadas ao custo e
aplicabilidade em campo (PERINOTO et al., 2010). Portanto, o desenvolvimento de métodos
alternativos para o diagnoéstico rapido e eficaz da leishmaniose é altamente necessario, uma
vez que a deteccao precose da doenca esta diretamente relacionada a eficiéncia do tratamento.

Recentemente, um numero expressivo de pesquisas fundamentadas na deteccao
eletroquimica da hibridizacdo do DNA tem sido surgeridas (LI et al., 2011). Os biossensores
eletroquimicos de DNA sdo comumente usados para deteccdo de eventos de hibridizacéo
(SOUZA et al., 2011), baseados na imobilizagdo de sequéncias nucleotidicas em transdutores
eletroquimicos. Estes sistemas possuem uma metodologia simples, precisa e de baixo custo
para o diagndstico de doencas (PERINOTO et al., 2010).

No nosso estudo, um sistema eletroquimico de DNA foi produzido com base na
imobilizacdo de sequéncia de oligonucleotideos complementar relacionada a Leishmania sp.

sobre eletrodo de lapis de grafite para deteccao rapido deste parasita.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos Gerais das Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas parasitarias cronicas, causadas por diferentes espécies
de protozoarios flagelados da ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, do género
Leishmania (BERNARDO, 2009) que infectam cées, raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyonthuous), marsupiais (Didelphis albiventris) e seres humanos. A transmissao ocorre
através da picada do inseto fémea da ordem Diptera, da subfamilia Phlebotominae (Figura 1),
que ao exercer o repasto sanguineo sobre um hospedeiro ndo infectado, inocula as formas
promastigotas infectantes presentes no seu trato digestivo anterior, que se diferenciaram em
amastigotas nos tecidos dos vertebrados. (MISSAWA et al., 2008). No Brasil, duas espécies
de vetores estdo relacionadas com a transmissdo da doenca — a Lutzomyia longipalpis e a
Lutzomyia cruzi — ambos sdo infectados pelo protozoario Leishmania (L.) chagasi. A
Lutzomyia longipalpis & considerada a principal espécie transmissora da Leishmania
(Leishmania) chagasi. Popularmente, estes vetores também sdo conhecidos como mosquito
palha, tatuquiras, birigui, entre outros nomes (BRASIL, 2009). No cenario global, a
distribuicdo das espécies transmissoras das Leishmanias obedece a certas caracteristicas do
espaco geografico que habitam, sendo o género Phlebotomus no Velho Mundo, e Lutzomyia
no Novo Mundo (COSTA, 2011; BERNARDO, 2009).

As varias formas clinicas da leishmaniose séo causadas por cerca de vinte espécies do
protozodrio do género Leishmania (SOUZA, 2007), sendo as principais formas: a
leishmaniose tegumentar (LT) ou leishmaniose tegumentar americana (LTA); e a
leishmaniose visceral ou calazar (LV) (Figura 2). A leishmaniose tegumentar americana
ocorre quando ha o surgimento de lesdes cutdneas ou mucocutanea, enquanto que a
leishmaniose visceral acometem principalmente os 6rgdos os que fazem parte do sistema
fagocitico-mononuclear proeminente (figado, baco e medula 6ssea), podendo levar o
individuo a 6bito, caso ndo seja tratada (MOTA & MIRANDA, 2011; MOHAN et al, 2011).



Figura 1. Fémea de flebotomineo ingurgitada (Foto ampliada).

Fonte: BRASIL (2010).

Figura 2. Documentacdo das formas clinicas da leishmaniose humana: (A) leishmaniose
cutanea, (B) leishmaniose cutanea difusa, (C) leishmaniose visceral - nota-se a
hepatoesplenomegalia como delineado — e (D) leishmaniose mucocutanea - nota-se a
destruicdo do septo nasal e labios.

Fonte: SILVA-LOPES (2010).



Quanto ao protozoario, sdo conhecidas duas formas evolutivas distintas durante seu
ciclo de vida (Figura 3): a forma promastigota e a amastigota (Figura 4) (COSTA, 2011). A
forma amastigota se caracteriza pelo aspecto de organismos com estruturas arredondadas ou
ovaladas, sem flagelo livre, medindo cerca de 4 a 6 pum, comportando-se como parasito
intracelular obrigatério de macréfagos dos hospedeiros vertebrados. A forma promastigota é
alongada, medindo 12 a 20 um ¢ apresenta um flagelo livre e longo que emergi do corpo do
parasita na sua porcao anterior. Esta forma é encontrada no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado, o flebotomineo (BERNARDO, 2009).

Figura 3. Ciclo de vida do parasita Leishmania spp.
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Fonte: Centers for Disease Control & Prevention (2006).



Figura 4. Formas evolutivas da Leishmania. (A) Forma promastigota ou (B)
amastigota.

Fonte: Fiocruz (2013).

Na Figura 5 é descrita a classificacdo do género Leishmania, com subgéneros e

respectivos complexos (BRASIL, 2007):

Figura 5. Taxonomia da Leishmania.
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2.2 Aspectos Epidemioldgicos

Atualmente, as leishmanioses estdo distribuidas em quatro continentes: Africa, Asia,
Europa e América. Dentre os paises mais afetados com a leishmaniose visceral, destacam-se:
Bangladesh, Brasil, india, Etidpia, Quénia e Suddo. O Brasil representa 90% da incidéncia
dos casos ocorridos na América Latina (COSTA, 2011; BRASIL, 2010; QUINNELL &
COURTENAY, 2009; MISSAWA et al., 2008). As leishmanioses apresentam uma alta
incidéncia anual de 2 milhGes de casos das diferentes formas clinicas (1.5 milhGes de casos
relacionados a LTA e 0.5 milhdes para LV) (COSTA, 2011; BERNARDO, 2009). Ainda,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses estdo entre as cinco
doencas infecto-parasitarias com maior relevancia endémica no mundo (MOTA &
MIRANDA, 2011).

No Brasil, no periodo de 1988 a 2009, a LTA apresentou média anual de 27.093 casos
registrados e coeficiente médio de deteccdo de 16 casos a cada 100 mil habitantes. Picos de
transmissdo da leishmaniose tegumentar sdo observados a cada cinco anos, apresentando
tendéncia de aumento do nimero de casos a partir de 1985, quando se solidifica a implantacao
das acbes de vigilancia e controle da doenca no Pais. A leishmaniose visceral apresenta
comportamento epidemioldgico ciclico, com elevacdo de casos em periodos médios a cada
cinco anos (GOES et al., 2012). No periodo de 1998 a 2009, a média anual de casos foi de
3,34 e a incidéncia de 1,97 casos a cada 100 mil habitantes. Observa-se que a letalidade vem
aumentando gradativamente, passando de 3,2 % em 2000 para 5,7 % em 2009 (BRASIL,
2011).

A leishmaniose visceral vem se expandindo de forma gradativa para as regides Norte,
Sudeste e Centro-Oeste, onde passaram de 17 % (829/4.858) do total de casos em 2000, para
48 % (1.863/3.852) em 2008 (Figura 6) (BRASIL, 2010).

Em 2009, o Estado de Pernambuco notificou 501 casos de leishmaniose tegumentar
americana, com coeficiente de deteccdo de 5,7 casos por 100.000 habitantes, estando os
municipios de Vitdria de Santo Antdo,Vicéncia e lgarassu correspondendo a 38,5 % do total
de casos registrados no Estado. Em relagdo a leishmaniose visceral, foram confirmados 62
casos, com um coeficiente de incidéncia de 0,7 casos por 100.000 habitantes. A letalidade
registrada foi de 8,1 %. Do total de casos confirmados no Estado, 33,3 % eram dos
municipios de Salgueiro, Dormentes, Ouricuri, Petrolina e Santa Maria da Boa Vista
(BRASIL, 2009).



Figura 6. Casos de leishmaniose visceral — Brasil, 1980-2009
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Fonte: BRASIL (2009).

2.3 A Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral é uma doenca crénica, caracterizada por febre de longa
duracéo, perda de peso, astenia, adinamia e anemia, dentre outras manifestacbes. Quando nado
tratada, pode evoluir para 6bito do paciente em mais de 90 % dos casos. Pode ainda ser
chamada de Calazar, esplenomegalia tropical, dentre outras denominacdes. Nas Américas, 0
agente mais comumente envolvido na transmissdao da LV é o protozoario do género
Leishmania (Leishmania) chagasi (BRASIL, 2011).

Dentro do tubo digestivo do vetor, as formas amastigotas se diferenciam em
promastigotas (flageladas). E nas Ameéricas, a Leishmania (Leishmania) chagasi é a especie
comumente envolvida na transmissdo (BRASIL, 2011). Contudo, vale ressaltar que outras
espécies podem esta envolvidas neste ciclo e que a alteracdo no ambiente natural e presenca

da L. infatum podem aumentar a incidéncia desta doenga no Brasil (COSTA, 2011).



2.3.1 Métodos Diagnosticos

Clinicamente, a LV pode ser confundida com outras doencas, tais como: a
enterobacteriose de curso prolongado (associagdo de esquistossomose com salmonela ou outra
enterobactéria), maldria, brucelose, febre tifoide, esquistossomose hepatoespléndica, doenca
de chagas (forma aguda), linfoma, mieloma mdltiplo, anemia falciforme, entre outras
(BRASIL, 2009). Desta forma, os diagnosticos laboratoriais sdo aconselhaveis para
confirmacdo da doenca, sendo estes divididos em: métodos parasitoldgicos, soroldgicos e
moleculares (NOGUEIRA et al., 2009).

Os diagnosticos imunoldgicos sdo baseados na pesquisa de anticorpos contra
Leishmania, dentre eles, estdo (BRASIL, 2009; ASSIS et al., 2008):

a) Imunofluorescéncia indireta (RIFI): é realizada com antigenos fixados em uma
lamina, onde inicialmente se aplica um anticorpo especifico ndo fluorescente. Em seguida,
coloca-se um anticorpo fluorescente com especificidade marcada contra determinantes
antigénicos do primeiro anticorpo utilizado para reagir com o antigeno. Esta técnica apresenta
como vantagem a possibilidade de se ter uma fluorescéncia mais evidente, pelo fato do
anticorpo fluorescente se ligar apenas aos anticorpos primarios. Esta técnica tem sido
amplamente usada no diagnéstico da LV desde 1964 e atualmente é disponibilizada pelo
Sistema Unico de Salde (SUS), com a desvantagem de requerer microscopio de
imunofluorescéncia. S&o relatadas para esse teste, sensibilidade de 82 a 95 % e especificidade
de 78 a 92 %;

b) Ensaio imunoenzimético (ELISA): o resultado é expresso em unidades de
absorbancia a um raio de luz em uma reacdo com dilui¢fes fixas ou, mais comumente, apenas
como reagente ou ndo. Embora os valores de sensibilidade apresentem reprodutibilidade,
variando entre 90 e 100 %, os valores de especificidade sdo bastante inconsistentes, variando
de 71 a 100 %. A baixa especificidade é a desvantagem comum aos métodos que usam
antigenos nao purificados, causada pela reatividade cruzada e persisténcia de anticorpos apds
a cura. Essa especificidade aumenta quando sdo utilizados alguns antigenos purificados
sintéticos, entre eles, a proteina recombinante K39 (rK39), que combinada ao método ELISA,
resulta em sensibilidade de 93 a 99 % e especificidade de 93 a 100 %;



c¢) PCR (Polymerase Chain Reaction): Este diagndstico molecular possibilita a
deteccdo do DNA do parasito mediante reacdo de polimerizacdo em cadeia, usando-se
diversas amostras bioldgicas, tais como sangue e aspirado de medula. Com elevada
sensibilidade (acima de 90 %) e especificidade (100 %). Ainda assim, sua realizacdo é
complexa e apresenta custo elevado.

Os exames parasitologicos sdo considerados métodos de referéncia no diagnéstico da
leishmaniose visceral, embora necessitem de procedimentos invasivos, laboratoristas
experientes, e ndo apresentem sensibilidade adequada (ASSIS et al., 2008). Esse diagndstico é
baseado na procura de formas amastigotas do parasito em material bioldgico,
preferencialmente da medula dssea (por ser um procedimento mais seguro), linfonodo ou
baco, necessitando em alguns casos, de ambiente hospitalar e condi¢des cirdrgicas. A pungdo
aspirativa esplénica é o método que oferece maior sensibilidade (de 90 % a 95 %) para
demonstracdo do parasito, seguida pelo aspirado de medula Ossea, bidpsia hepética e
aspiracdo de linfonodos. Esse tipo de diagnostico pode ser realizado pelos seguintes métodos
(BRASIL, 2009):

a) Exame direto — formas amastigotas do parasito podem ser visualizadas pelas
coloracdes de Giemsa ou Wright, Leishman, Pandptico. O encontro de parasitos no material
examinado depende do nimero de campos observados (200 campos devem ser examinados
antes de se considerar uma lamina como negativa). Dentre as limitacfes do método, esta a

probabilidade de diagndstico falso-negativo em infec¢des recentes;

b) Isolamento em meio de cultura (in vitro) — formas amastigotas do parasito,
inoculadas em meios de cultura especiais contendo agar, NaCl, agua destilada e sangue de
coelho, transformam-se em formas promastigotas. As culturas devem ser mantidas entre 24°C
e 26°C e observadas em microscopia éptica comum ou invertida, semanalmente, até 4
semanas. O controle da temperatura e demora do diagnostico, sdo algumas das limitacGes
desse método;

c) Isolamento em animais suscetiveis (in vivo) — a inoculagdo experimental, em
hamsters (Mesocricetus spp), de amostras de tecidos de pacientes com suspeita de LV néo
tem valor pratico no diagnostico da doenca, devido ao seu tempo de positividade (de 1 a 3
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meses). O uso de animais e a pouca sensibilidade estdo entre as desvantagens da utilizacéo

desse método.

2.4 Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa, cronica, nao
contagiosa, transmitida por vetores do género Lutzomyia. No Brasil, as principais espécies
envolvidas na transmissdo da LTA sdo: L. whitmani, L. intermedia, L. umbratilis, L.
wellcomei, L. flaviscutellata, e L. migonei. As principais manifestacdes clinicas desta
enfermidade sdo: lesdes cutaneas (formas localizada, disseminada ou difusa), lesGes mucosas
(cavidades nasais, seguida de faringe, laringe e cavidade oral). As formas cutaneas provocam
lesbes na pele que, dependendo das picadas infectantes do vetor, podem ser Unicas ou
multiplas (BRASIL, 2009). As lesdes produzidas sdo de varios tipos, podendo cicatrizar
espontaneamente em alguns meses. Na forma mucosa, as lesdes da mucosa nasal sdo as mais
frequentes e iniciam-se por ulceracfes do septo nasal, que podem evoluir para perfuracéo,
com grande potencial destrutivo e mutilante, sendo dificil o tratamento e rara a cura
espontanea (MOTA & MIRANDA, 2011). O periodo de incubagédo da doenca no ser humano
é, em média, de dois a trés meses, podendo variar de duas semanas a dois anos (BRASIL,
2007).

Nas Américas, séo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania
responsaveis pela doenca humana e 8 espécies descritas para animais. No Brasil, sdo
identificadas 7 espécies, sendo 6 do subgénero Viannia e 1 do subgénero Leishmania (MOTA
& MIRANDA, 2011; BRASIL, 2009):

a) Leishmania (Leishmania) amazonenses: distribuida pelas florestas primarias e
secundarias da Amazonia (Amazonas, Para, Ronddnia, Tocantins e sudoeste do Maranhao),

Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e S&o Paulo) e Centro-oeste (Goiés);

b) Leishmania (Viannia) guyanensi— aparentemente limitada ao norte da Bacia
Amazonica (Amapéa, Roraima, Amazonas e Pard) e estendendo-se pelas Guianas. E
encontrada principalmente em florestas de terra firme e em &reas que ndo se alagam no

periodo de chuvas;
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c) Leishmania (Viannia) braziliensis: tem ampla distribuicdo, do sul do Pard ao
Nordeste, atingindo também o centro-sul do pais e algumas areas da Amazonia Oriental. Na
Amazonia, a infeccdo é usualmente encontrada em areas de terra firme. Quanto ao subgénero
Viannia existem outras espécies de Leishmania recentemente descritas: L. (V) lainsoni, L. (V)
naiffi, com poucos casos humanos no Pard; L. (V) shawi, com casos humanos encontrados no
Pard e Maranhdo. Mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
lindenberge L. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste do

Brasil.

2.4.1 Métodos Diagnosticos

O diagnostico de um processo infeccioso por leishmaniose tegumentar é feito pela
visualizacdo do parasito, ou de secus produtos, nos tecidos ou fluidos bioldgicos dos
hospedeiros. Portanto, recomenda-se a confirmagao do diagndstico por método parasitologico,
antes do inicio do tratamento, especialmente naqueles casos com evolucdo clinica fora do
habitual e/ou méa resposta a tratamento anterior. A utilizacdo de métodos de diagndstico
laboratorial visa ndo apenas a confirmacdo dos achados clinicos, mas pode fornecer
importantes informac6es epidemioldgicas através da identificacdo da espécie circulante,
orientando no sentido de quais medidas devem ser adotadas para o controle do agravo
(BRASIL, 2009). Ainda de acordo com o estudo citado, o diagnostico laboratorial da
leishmaniose tegumentar é constituido de trés grupos principais de exames: o parasitoldgico,

o imunoldgico e os testes moleculares (BRASIL, 2010):

a) Exames Parasitoldgicos: baseado na demonstracdo do parasito por meio de exame
direto. E realizado a partir da demonstracéo direta do parasito, devido a rapidez, baixo custo e
facil execucdo - sendo o mais utilizado. Entretanto, a probabilidade do encontro do parasito na
amostra é inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da lesdo cuténea, sendo rara apos
1 ano. Consequentemente, hd uma grande probabilidade de testes falso-negativos em testes

tardios;

b) Exames Imunoldgicos: O teste de primeira escolha é o teste de intradermorreagéo
de Montenegro (IDRM), que se fundamenta na visualiza¢do da resposta de hipersensibilidade
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celular retardada. A IDRM geralmente persiste positiva apds o tratamento e cicatrizacdo da
lesdo cuténea tratada ou curada espontaneamente, podendo negativar nos individuos fraco-
reatores e nos precocemente tratados. Em areas endémicas, a IDRM positiva pode ser
interpretada como leishmaniose anterior ou mesmo aplicacdo anterior de antigeno de IDRM,
exposicdo ao parasito sem doenga (infeccdo), alergia ao diluente do teste ou reagédo cruzada
com outras doengas (doenca de Chagas, esporotricose, hanseniase virchowiana, tuberculose,
cromomicose, entre outras). Nas populacdes endémicas, a positividade pode variar entre 20 e
30 % quando ha auséncia de lesdo ativa ou cicatriz, e ser negativa nas 4 a 6 primeiras semanas
apo6s o surgimento da lesdo cutdnea. Outros testes soroldgicos detectam anticorpos anti-
Leishmania circulantes no soro dos pacientes com sensibilidade geralmente baixa (MOTA &
MIRANDA, 2011). Nas les6es ulceradas por L. (Vianna.) braziliensis, a sensibilidade ao teste
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) é relativamente baixa, em torno de 70 %, no primeiro
ano da doenca; enquanto que, nas lesdes por L. (Vianna.) guyanensis, a sensibilidade ainda
menor. Outra desvantagem do método € devido a alguns pacientes serem persistentemente
negativos. Relatos de reacdo falso-negativa em pacientes com LT e de reacOes falso-positivas
em pacientes com outras doencas (LV, doenca de Chagas, pénfigo foliaceo sul-americano,
paracoccidiodomicose, esporotricose, entre outras), levam a questionamentos sobre o
potencial valor da técnica em reconhecer casos de LT em que ndo houve demonstracdo do
parasito. Portanto, a sorologia ndo é indicada como critério isolado de cura ou de previsdo de
recorréncia. Nesses casos, a presenca ou auséncia de lesdes tegumentares em atividade é o

critério decisivo.

c) Teste Moleculares: A PCR (reacdo em cadeia de polimerase) é um método que vem
sendo amplamente utilizado para fins de pesquisa. Mas em rotina de diagndéstico, é pouco
usado, apesar de acrescentar uma maior sensibilidade quando utilizado com os métodos

parasitoldgicos tradicionais.

Diante do exposto, observa-se que as metodologias diagnosticas da leishmaniose
disponiveis na rede de saude publica e privada ainda sdo limitadas, seja por fatores como
baixa sensibilidade e seletividade, ou diagnostico demorado. O padrdo-ouro para a deteccao
de leishmaniose envolve o isolamento de parasitas, seja microscopicamente ou por cultura.
Em ambos os métodos, as amostras sdo obtidas de modo invasivo. Além disso, métodos mais

eficazes com a PCR possuem alto custo, bem como a necessidade de profissionais e
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laboratdrios altamente especializados. Portanto, a busca por alternativas para o diagndstico

eficiente e rapido da leishmaniose é altamente necessaria.

2.5 Biossensores

2.5.1 Conceitos e Defini¢bes

O biossensor é definido como uma ferramenta ou dispositivo analitico que combina
elementos bioldgicos imobilizados em transdutores fisico-quimicos, criando assim uma
superficie que permite a medi¢do direta de um analito especifico, que € proporcional a
concentracdo do analito (MELO, 2008).

Dentre os elementos de reconhecimento bioldgicos utilizados na construcdo de
biossensores, destacam-se: sequéncias de DNA ou RNA, enzimas, antigeno, anticorpo,
organelas, peptideos, organismos, células (SOUZA, 2011), aptameros (SONG et al., 2012;
HANG et al., 2010; STREHLITZ et al., 2008).

O sistema transdutor tem como fungdo a traducdo da informacdo a partir de uma
informacdo bioquimica, geralmente um concentracdo do analito, em um sinal de saida,
quimico ou fisico, com uma sensibilidade definida. Sendo assim, seu principal objetivo é
fornecer um elevado grau de seletividade para um determinado analito (LABUDA, et al.,
2010).

Muitos grupos de pesquisas tém buscado novas estratégias visando o tratamento e
diagndstico de doencas de forma eficaz e com custo reduzido (PERINOTO et al., 2010). A
utilizacdo de biossensores de DNA tem sido reportada como método alternativo para
diagnosticos de inimeras infecgdes, como: Papilomavirus bovino (NASCIMENTO et al.,
2012), virus da imunodeficiéncia humana (TRAN et al., 2011), dengue (SOUZA et al., 2011),
entre outras. Em contraste com algumas técnicas existentes para deteccdo de DNA, como
fluorescéncia, espectroscopia de ressonancia de plasma de superficie e microbalanca de cristal
de quartzo, as técnicas eletroquimicas (LIU et al., 2010) possuem sdo varias vantagens:
simplicidade, rapidez, baixo-custo e alta sensibilidade (LI et al., 2011; LIU et al., 2010), além
de simplificar o protocolo para deteccdo de acidos nucléicos (SOUZA et al., 2011; HEJAZI,
etal., 2008; KARAMOLLAOGLU et al., 2009; SOUZA et al., 2009).
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Os eletrodos modificados com 4&cido nucleico (polinucleotideos) identificam sua
sequéncia complementar pelo principio de complementaridade, formando uma dupla hélice de
DNA. Ou seja, quando a sequéncia de oligonucleotideos alvo corresponde a sonda (com base
no principio de complementaridade das bases, afirmando-se que os pares Gcom Ce Acom T
ou U sdo complementares) um hibrido é formado (sonda-alvo), mesmo na presenca de uma
mistura contendo acidos nucléicos complementares e ndo complementares (SOUZA et al.,
2011).

2.5.2 Classificagdes dos biossensores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento biolégico de

reconhecimento ou transdutor.

2.5.2.1 Quanto ao elemento de reconhecimento bioldgico:

Em relacdo ao elemento bioldgico, os biossensores podem ser classificados em
(RUDOLF, 2005):

a) Biossensores enzimaticos: sdo baseados na catdlise de um substrato. Utilizam
enzimas como elementos de bioreconhecimento. Este dispositivo combina a sensibilidade e a

seletividade de uma enzima em um transdutor;

b) Imunossensores: sdo biossensores que monitoram as interacdes do par anticorpo-
antigeno, nas quais o anticorpo ou o antigeno sdo imobilizados na superficie transdutora. A

sensibilidade de um imunossensor depende da afinidade e da especificidade da ligagéo;

c) Biossensores  celulares: estes biossensores utilizam  micro-organismos,
especialmente, para o monitoramento ambiental de poluentes. As células sdo incorporadas a
superficie de um eletrodo, sendo o principio de operagdo muito semelhante aos biossensores

enzimaticos, contudo apresentam custo reduzido, maior atividade catalitica e estabilidade;
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d) Genossensores: sdo dispositivos que utilizam uma sonda de &cido nucléico (DNA
ou RNA) imobilizada como elemento de reconhecimento (LABUDA, 2010);

e) Aptasensores: Sdo biossensores que utilizam aptdmeros como elemento de
bioreconhecimento. Os aptdmeros podem ser sequéncias de DNA ou RNA (30 a 100
nucleotideos) que reconhecem ligantes especificos por um processo de selecdo in vitro
denominado de Evolucdo Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX)
(CHAMBERS et al. 2008).

2.5.2.2 Quanto ao sistema transdutor

Os biossensores conforme principios de transdugdo sdo (LIMA, 2010):

a) Optico: sdo baseados no principio de transducdo como a absorbancia, refletancia,
luminescéncia, fluorescéncia, indice de refracdo efeitos fototérmicos e espalhamentos da
radiacdo, em variacOes colorimétricas. Neles, a resposta analitica € determinada pela alteragédo
das propriedades Opticas do agente de biorreconhecimento imobilizado em suporte quando ha

interacdo com a espécie a ser determinada.

b) Piezoelétricos: transformam varia¢fes de massa de uma determinada superficie em
sinais elétricos. Técnicas de transducdo utilizando micro balanca de cristal de quartzo (QCM)

e microscopia de forca atdbmica (AFM) sdo utilizadas nesse tipo de sensor;

c) Termométricos: medem o calor absorvido ou liberado por reagdes quimicas ou

adsorcOes que envolvam o analito;

d) Eletroquimicos: transformam o efeito de interacGes eletroquimicas entre analito e
eletrodo em sinais elétricos. Esses dispositivos envolvem as técnicas de: potenciometria,
voltametria e espectroscopia de impedancia, entre outras. Esses transdutores sdo

frequentemente empregados em biossensores de DNA,;
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e) Magnéticos: baseados em medidas de alteracdo nas propriedades paramagnéticas de
matrizes gasosas, como oxigénio. E realizada marcacdo em biomoléculas com microesferas

magnética e a deteccdo, geralmente, é feita pela técnica de magnetorresisténcia gigante.

Os biossensores eletroquimicos por sua vez sdo considerados mais atrativos em
relacdo aos demais tipos de biossensores, devido as suas varias vantagens, tais como alta
seletividade, especificidade, baixo custo, facil manuseio, diagndstico rapido e possibilidade de
miniaturizagdo do sistema (SIDDQUEE et al, 2010; NASCIMENTO et al, 2012; TELES &
FONSECA, 2008).

A transducdo eletroquimica é baseada no fato de que durante o processo de
biointeracéo, as espécies eletroquimicas (elétrons) sdo consumidas ou geradas, produzindo um
sinal eletroquimico captado e traduzido em sinal mensuravel. Os biossensores eletroquimicos
podem ser de trés tipos: potenciométricos, amperométricos e condutimétricos (CARDOSO,
2007):

a) Potenciométricos: baseiam-se na medida do potencial elétrico gerado na interface
solucdo/sensor na qual estariam presentes na solugdo, espécies aptas a interagir com a

superficie do sensor. Como exemplo, os eletrodos ions seletivos;

b) Amperométricos: sdo sensores baseados na medida de corrente elétrica. Nesta
técnica é aplicado um potencial fixo suficiente para efetivacdo de um processo redox na célula
eletroquimica. E para as analises quantitativas, determina-se que quanto menor e mais
proximo de zero for o potencial, menores serdo os problemas relacionados a interferentes.

Sendo este conceito também aplicavel aos biossensores voltamétricos;

¢) Voltamétricos: constituem os sensores que se baseiam em andlises quantitativas e
qualitativas na caracterizacdo e no estudo de mecanismo de oxidacdo e reducdo. S&o
monitorados os niveis de corrente em funcdo do potencial. E a faixa de varredura é escolhida

de acordo com o objetivo.

2.6 Biossensores eletroquimicos de acidos nucléicos

O uso de um biossensor eletroquimico para a deteccdo de sequéncias de acidos
nucleicos com base em processo de hibridacdo (formacdo de dupla hélice de DNA por
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complementariedade das bases nitrogenadas) pode reduzir significativamente o tempo de
ensaio e simplificar o protocolo, o que permite a deteccdo de acidos nucleicos em quase
tempo real (SOUZA et al., 2011; KARAMOLLAOGLU et al., 2009; SOUZA et al., 2009;
HEJAZI, et al., 2008 ). A resposta eletroquimica sensivel é baseada na oxidagdo direta de
acidos nucléicos, ou indiretamente pela reacdo redox de moléculas indicadoras de
hibridizacdo, como indicadores quimicos (SOUZA et al., 2011). A utilizacdo de biossensores
de acidos nucleico pode ser vista em pesquisas envolvidas na deteccdo de doengas como:
Papilomavirus Bovino (NASCIMENTO et al., 2012); Dengue (SOUZA et al., 2011); Virus da
imunodeficiéncia Humana (TRAN et al., 2011), Papilomavirus Humano (WANG et al.,
2009), entre outras.

A deteccdo direta do DNA é geralmente baseada na oxidacao da guanina, devido a sua
maior capacidade eletroativa, comparadas aos demais nucleotideos. (MUTI et al., 2012).

Inicialmente, o biossensor de acidos nucleicos é feito a partir da imobilizacdo de uma
sequéncia de DNA (sonda) na superficie transdutora, visando o reconhecimento de sua
sequéncia complementar (alvo) (NASCIMENTO et al, 2012; LABUDA et al., 2010; SOUZA

et al., 2011). A imobilizacdo da sonda na superficie transdutora pode ser feita por diversos

métodos, tais com adsorcdo, ligacdo cruzada, encapsulamento, por complexo da avidina-
biotina ou ligacédo covalente (WANG et al., 2008; NASCIMENTO et al, 2012).

Diante no exporto, nds propusemos através desse trabalho, a detec¢do de sequéncia de
DNA de Leishmania sp. através da modificacdo de eletrodo de grafite com sequéncia

complementar deste parasita.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver um sistema eletroquimico de DNA para deteccdo de Leishmania sp.

3.2. Especificos

a) Imobilizar a sonda especifica de &cidos nucléicos diretamente sobre superficie de

eletrodo de trabalho;

b) Estudar a melhor concentracdo de sonda de DNA para imobilizacdo na superficie

do eletrodo de trabalho;

b) Estudar as condic¢des para o processo de hibridizagdo entre a sonda imobilizada e

sequéncia complementar;

c) Realizar testes de especificidade com outras sequéncias de acidos nucléicos nao

especificas para Leishmania sp.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of the genus Leishmania, that
affecting 88 countries worldwide. The purpose of the present work was to develop an
electrochemical DNA biossensor for leishmaniasis diagnosis. The biosensor has been
designed with a probe immobilized on the electrode surface graphite pencil for detecting
Leishmania sp through by analyzing the behavior of electrochemical oxidation of guanine by
differential pulse voltammetry. Initially, the electrode was pretreated by applying potential of
1.8 V for 5 min. Immobilization by adsorption of the probe was optimized at 0.5 uM with
application of 0.5 V for 5 min. The hybridization was carried out with complementary target
sequence (Leishmania sp target), and the electrochemical signal decreased compared to a
Leishmania sp. probe (from 263 nA to 113 nA). The target could be quantified in a range
from 125 puM to 0.5 uM. with good linearity and a detection limit of 22.4 pM and relative
standard deviation of the 1.09 %. The selectivity was analyzed by hybridization of probe with
different sequences (complementary target, non-complementary and mix). The results with
sequence target presented a decrease in the guanine signal (from 263 nA to 113 nA), because
hybrid formed. However, the interaction with no-complementary target did not lead to a
significant decrease in the guanine electrochemical oxidation (209 nA) due to absence of
entire hybridization. On the other hand, the interaction between probe and mix (target and
non-complementary) sequences showed a current peak similar to the complementary target
(112 nA). This demonstrates that the presence of non-complementary sequence did not
interfere with the specificity of the biosensor, indicating to be a promising alternative for

Leishmania sp. detection.

Keywords: Electrochemical biosensor, nucleic acid, pencil graphite electrode, Leishmania sp.
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1. Introduction

Leishmaniasis is a disease caused by a protozoan of the genus Leishmania, which
affects about 88 countries of tropical or subtropical climate, preferably. An estimated
leishmaniasis affects about 12 million people worldwide [1] and that 350 million people are at
risk of contamination. Thus, leishmaniasis is considered a public health problem, mainly due
to its high incidence in developing countries around than 2 million new cases annually [2].
Transmission occurs when females of the genus Phlebotomus insects bite infected humans
and other mammals, thereby transmitting the Leishmania. Visceral leishmaniasis, the most
severe form of the disease can be fatal in untreated individuals [3]

Leishmaniasis is an infection difficult to control because the amount of aspects
involved, such as the great biological diversity of parasites, the existence of many species of
mammals and vectors that can act as hosts, the different clinical forms of the disease,
socioeconomic populations affected, high cost and toxicity of drugs. However, it is possible to
control the transmission of leishmaniasis through strategies such as early detection and
treatment of infected hosts [3].

Research on the diagnosis leishmaniasis has attracted considerable interest due to
endemic situation worldwide [2]. Currently, the diagnosis of cutaneous and visceral
leishmaniasis are been made through histological observations of skin and tissue or
immunological tests, respectively. These models have limitations such as low sensitivity and
selectivity, as well as late diagnosis. Therefore, the treatment of infected patients may be
harmed.

Electrochemical DNA biosensors are considered more attractive in comparison with
other types of biosensors, due to its high selectivity, specificity, low cost, easy handling,
quick diagnosis [4,5], possibility of miniaturization of the system [6,7] and compatibility with

electrochemical analysis. A DNA biosensor recognizes a sequence complementary (target)
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from a single-stranded DNA (probe) [8,9]. For the construction of a biosensor is done initially
immobilization of the one nucleic acid probe with a sequence defined on a surface transducer,
via immobilization methods, such as adsorption, crosslinking, encapsulation, an avidin-biotin
or a covalent bond [10]. This step critical is essential for the biosensor performance [11]. The
use of graphite electrodes has been demonstrated for the development of electrochemical
biosensors of nucleic acids [12-15]. Some characteristics such as high sensitivity and low cost
are reported on the use of carbon electrodes, particularly where electrodes are used for
graphite pencil [16]. Then, the objective of this work, the objective was the development of

DNA electrochemical system for Leishmania sp. detection.

2. Experimental
2.1. Materials and reagents

All reagents used were of a high purity. Sodium Acetate and Tris base were purchased
from Promega (USA) and sodium acetate was obtained from Sigma (USA). Ultrapure water
was used in all solutions. The oligonucleotides were synthesized by Integrated DNA
Technologies (USA). The oligonucleotide stock solutions and dilute solutions were prepared
with buffer acetate solution (pH 5.0, 0.5 M) and kept frozen. Electrode graphite pencil type

4B was modified and used as a working electrode.

Probe Leishmania sp: 5’>CGTCTCAGTGATCCGGGG 3’;

Target Leishmania sp: 5> CCCCGGATC ACTGAGACG 3’;

Non-complementary: 5> CTGTTCATGG CCCTTGTGG CG 3°

2.2. Equipment
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System with two electrodes was used in this work. Pencil graphite electrode was used
as a work electrode and a silver electrode utilized as reference electrode. The reference
electrode was obtained by pin gold immersed in silver ink and dried in an oven at 37°C. Then
rinsed with ultrapure water to remove possible contaminants. The apparatus used for
electrochemical analysis was PGSTAT Autolab 101 (Metrhohn Autolab BV, Netherlands)
fitted with Autolab software GPES and 4.9. In electrochemical analysis, it was used acrylic
stopping plate accommodating electrodes and cell culture used as an electrochemical cell.

Hybridization experiments were performed in termomix comfort (Eppendorff).

2.3. Preparation of the Working Electrode

The body of the pencil graphite electrode was cut and polished on one end of the
grinding wheel to obtain a smooth surface. The working area of the electrode was surrounded
by silicone hose, resulting in workspace 28.50 mmz2. Subsequently, it was washed with

ultrapure distilled water in order to remove possible contaminants.

2.4. Electrochemical pretreatment of the PGE and immobilization of the Probe

The polished surface of the working electrode was electrochemically activated out at
1.8 V for 5 minute in acetate buffer solution (pH 5, 0.5 M) [10]. Following activation of the
PGE, the probe was immobilized on the electrode by applying fixed potential (+0.5 V vs. Ag
reference electrode for 5 min.) in acetate buffer solution (pH 5, 0.5 M) containing different

concentration of Leishmania probe. The electrode was then rinsed with ultrapure water.

2.5. Hybridization of the target DNA
After immobilization of the probe on the electrode surface, hybridization process was

performed by immersion of the electrode in 2 mL solution of oligonucleotide complementary
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(0.5 uM), at 67.5°C with agitation of 300 rpm for 5 min. The same protocol was applied for
the non-complementary sequences and electrode bare. Detection of the hybridization was
performed by analysis of the oxidation peaks of the target in PGE surface. The
electrochemical analysis was obtained by using differential pulse voltammetry with analytical

method.

2.6. Voltammetric Analysis

The electrochemical behavior of the electrode surface was studied using differential
pulse voltammetry (DPV) in Tris-HCI buffer (pH 7.0, 20 mM) solution and scanning the
electrode potential between 0.5 and 1.2 V at pulse amplitude of 50 mV. Scan rate 20 mV/s
were conducted to obtain the electrochemical signals obtained by DNA hybridization probe

with its complementary sequence on the surface of the working electrode.

2.7 Statistical Approach
The results were analyzed by an analysis of variance (ANOVA) at a significance level
of p < 0.05. All statistical and graphical analyses were carried out with the Statistica 8.0

program (Stat Soft Inc.)

3. Results and discussion
3.1 Preliminary investigations

In this work, pretreatment of the carbon surface was performed to increase its
roughness and hydrophilicity, facilitating the adsorption of the probe on the electrodes [15].
The adsorption technique was used as a method of immobilizing the probe on the surface of
PGE. The choice of this immobilization method was due to its simplicity and efficiency,

without the need for any special reagents or modifications of nucleic acids. The
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immobilization of DNA on the surface PGE was due electrodeposition between the surface of
the graphite electrode electropositive and electronegative portion of DNA (phosphate groups),
thus resulting in an electrostatic bond. The performance of the biosensor was investigated by
means of electrochemical signals generated by oxidation of guanines on the electrode surface
after the processes of immobilization and hybridization [9]. The choice of this nitrogenous
base is related to their greater capacity electroactive compared to other nucleotides [17] which
has been shown in some works as potential of +0.93-1.0 V [18]. Therefore, potential of 0.8 to

1.2 V was determined for the electrochemical analysis in this research.

3.2 Effect of the Probe Concentration

The step of immobilization of the probe is essential for effective electrochemical
biosensor [19]. The influence of the concentration of the probe in the process of
immobilization on the surface of PGE was investigated (Figure 1). The results obtained with
the differential pulse voltammetric (DPV) increment signal oxidation of guanine with
increasing concentrations up to 0.5 UM and subsequently decrease the electrochemical signal.
This phenomenon may be attributed to saturation of the probe above the graphite electrode,
resulting in an overlap of the probes which would cause a steric hindrance, reducing the
availability of guanine bases. These results show that immobilization of the probe was
achieved at different concentrations (0.125 to 2 uM). However, 0.5 uM has been suggested as
the optimal concentration for immobilization of the probe, since it was observed a higher peak
current. The data statistically analyzed showed that the concentration 0.5 and 2 uM were
different for all the concentrations, and the concentration of 0.250 and 0.750 uM were equals,

as well as the concentrations of 0.150 and 1pM.

3.3 Hybridization Detection
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The recognition of nucleic acid probe immobilized on the electrode surface identifies
nucleic acid sequences complementary, forming a double helix. This identification is specific
and effective even in the presence of other sequences non-complementary. After probe
immobilization the following step is the hybridization between the probe and complementary
sequence. This process depends on specific temperature and time [20, 6]. In this study, the
hybridization was done at 67.5 °C, 300 rpm for 5 min. at 70 pL solution the target sequence
(0.5 pM). When hybridization occurs, there is a decrease in electrochemical signals
corresponding to decrease the amount of oxidized guanines available for oxidation at the
electrode surface. This is due to formation of hydrogen bonding between guanine and
cytosine, resulting in a lower amount of guanine available to be oxidized [18,21].

In Figure 2 (A) and (B) is shown the results for the guanine electrochemical oxidation
in the conditions: 0.5 V in buffer 20 mM Tris-HCI, pH 7. (a) In PGE-modified and activated
and after hybridization with (b) complementary oligonucleotides solution, (c) non-
complementary solution and (d) mix solution (complementary and non-complementary
solution). The oxidization in the condition "a" is due to the presence of guanines which were
available for oxidation. Related to the condition "b", there is a significant decrease of the
oxidation signal after hybridization, indicating a depletion of guanines available on the
electrode surface. In "c", shown that the electrochemical signal after hybridization of the
probe with non-complementary sequence increased when compared to the hybrid formed.
However, the experiments with a non-complementary sequence showed a current peak
slightly lower than the immobilized Leishmania probe on the PGE, which was more likely
due to the non-specific links between non-complementary sequences [22]. In "d" signal was
statistically identical to that one seen in "b", indicating that even in the presence of non-
complementary sequence, the probe can recognize its target sequence.

The linear regression was obtained from the electrochemical signal regarding to the
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different concentrations of the target (Figure 3). The calibration curve (y = 202.57x+12.571)
with correlation coefficient of 0.9975, is linear between 0.035 uM and 0.5 uM. This occur
probably due to the increasing of the target concentration is resulting in a decrease of the
electrochemical signal because to saturation of the hybridization process at levels greater than
0.5 uM. The detection limit of 22.4 pM could be estimated by equation: LOD = 3 o/a and the
quantification limit de 74.6 pM was calculated based on the equation: LOD = 10 o/a,
according to the standard deviation of the intercept and the slope of the linear regression [23].

Therefore, according to the data obtained, the method proposed was of high sensitivity
and with wide detection range, compared to the results of other nucleic acid biosensors (table
1).

The relative standard deviation (RPD%) was 1.09% over three independent probe-
modified electrodes which were measured at 0.5 pM of the target, indicating a remarkable

reproducibility of the detection method.

3.4. Selectivity Study

The selectivity of the biosensor is represented by the Figure 2(A) and 2(B). The
highest guanine oxidation signal was observed with the probe immobilized on PGE. The
interaction between the non-complementary oligonucleotide and probe did not lead to a
significant decrease in the guanine oxidation due to small portion hybridized, indicated by
values of peak currents which were similar to the immobilized probe. Therefore, when the
probe forms a double helix with the complementary oligonucleotides occur a decrease in the
guanine oxidation current peak, and this does not happen with the interaction between probe
and non-complementary sequence. These results confirmed that the electrochemical detection
in the present study successfully distinguished complementary and non-complementary

sequence.
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The selectivity of the biosensor was also examined in a mixture containing both
complementary and non-complementary sequences in similar proportions. The mix showed a
current peak similar to immobilized probe after hybridization with complementary sequence.
This demonstrates that the presence of non-complementary samples did not interfere in the

specificity of the biosensor.

4. Conclusions

In this study, DNA immobilized onto electrode surface presented effective
discrimination between DNA hybridized and good selectivity and sensitivity. In addition,
hybridization process between Leishmania sp probe and its complementary (target) resulted in
a detection range wide compared with earlier researches of biosensors based in nucleic acid
sensor studies. This electrode also showed low detection limit with a satisfactory
reproducibility for DNA hybridization. Thus, the data obtained show that the proposed system
is feasible for electrochemical detection of DNA sequence related to synthetic Leishmania sp.
Therefore, the modification of the sequences probably could be used for the diagnosis of other
acute infectious diseases with the simple adjustment of annealing temperature of specific

sequence.
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Figure captions

Figure 1 - Current peaks of the guanine oxidation signal with different concentrations of DNA
probe in pencil graphite electrode activated (0.125 puM, 0.25 uM, 0.5 pM, 0.75uM, 1.0uM

and 2 uM). The results were plotted using the means of experiments performed in triplicate.

Figure 2 - (A) Histogram of guanine oxidation and (B) differential pulse voltammograms at
(@) DNA probe (0.5 uM) immobilized on activated PGE before hybridization, (b) DNA probe
(0.5 uM) after hybridization with a complementary sequence (target) (0.5 uM), (c) with non-
complementary sequence (0.5 uM), and (d) with mixture of complementary target an non-
complementary (1 puM each). Voltammetric conditions: Scanning potential steps, 20m V/s.

Potential amplitude, 50 mV.

Figure 3 - Plot of difference of guanine oxidation signal of the probe-modified PGE in the

absence and presence of the target vs. target concentration. Calibration graph at concentration

range 0.035 — 0.5 uM for complementary target.

Table 1. Comparison of proposed biosensor characteristics obtained in this work with other

electrochemical.
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Figure 1.
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Figure 2(A)

Figure 2(B). In (a) probe, (b) hybridized, (c) non-complementary and (d) mix
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Figure 3
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Table 1. Comparison of proposed biosensor characteristics obtained in this work with other
electrochemical

Nucleic acid Transducer Immobilization  Electroanalytical Probe  Linearity LOD Hybridiza Ref.
biosensor system methods methods lenth tion time
(mm)
Visceral Nano Adsorption DPV 23 2pg/ml - 2fg/ul . [24]
leishmaniasis structured 2pg/ml
nickel oxide
anticancer drug PGE Adsorption Ccv _ 1.-20 0.30 _ [12]
fulvestrant pg/mL pg/mL
Oligonucleotide  Carbon past Adsorption DPV 20 10-5000 9nM 5 min [25]
sensors electrode nM
(CPE)
Dengue Virus PGE Adsorption DPV 18 1-40nM  0.92nM 3 min [9]
Type 1
Human PGE Adsorption SWV 20 _ 1.2 3 min [15]
papilloma virus ng/uL
Hepatitis C PGE Adsorption DPV 20 50-750 6.5 nM 15 min [13]
virus nM
Human
interleukine-2 PGE Adsorption DPV 20 0-500 10.31 15 min [14]
gene pg/uL pg/pL
Leishmania sp PGE Adsorption DPV 22 0.035- 224 pM 10 min .
0.5nM
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6. CONCLUSOES

1. Foi encontrada concentracdo ideal para imobilizacdo da sonda na superficie do PGE, nas
condicOes experimentais realizadas.

2. A seletividade do sistema eletroquimico foi verificada através da deteccdo da sequéncia
complementar mesmo na presenca de sequéncia ndo complementar e em solugdo mix.

3. O biossensor mostrou uma boa sensibilidade para a sequéncia sintética, com limite de
deteccéo baixo e faixa de deteccdo ampla. Significando que o sistema proposto conseguiu
detectar a presenca da sequéncia alvo em pequenas concentracdes e em uma ampla faixa
de deteccéo.

4. O biossensor apresentou coeficiente de variacdo aceitavel, de acordo com o padrdo

verificado em outras literaturas e uma boa reprodutibilidade.
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