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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca infecciosa granulomatosa cujo agente etiolégico é
o Schistosoma mansoni, que coloniza o sistema portal humano. E uma doenca
tropical negligenciada debilitante, considerada uma das mais graves infeccdes
parasitarias do mundo. Apresentacdes ectopicas da esquistossomose ocorrem
quando os ovos do parasita ou formas adultas estédo localizados longe do seu sitio
primario de parasitismo (sistema portal), sendo o principal local o Sistema Nervoso
Central, resultando na neuroesquistossomose. Quando sintomatica, € um grave
disturbio no qual o prognéstico depende em grande parte do diagndstico e
tratamento precoces. Assim, o desenvolvimento de novos métodos diagnédsticos
para esta doenca €& de fundamental importancia. O presente trabalho teve como
objetivo a realizacdo da modificagdo do eletrodo de ouro através da adsorgéo
quimica de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), N-Hidroxisuccinimida (NHS), nanoparticulas de ouro (AuNPs)
modificadas com &cido mercaptobenzéico (MBA), e sonda de DNA para
reconhecimento do genoma de S. mansoni. Como forma de otimizacdo da
plataforma sensora foi objetivado também a avaliacdo do sistema nanoestruturado
frente a amostras de Leishmania sp. A caracterizagao das etapas de modificacao foi
realizada através da técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) e
Voltametria Ciclica (VC) e as modificagbes na superficie do eletrodo foram avaliadas
através do microscopio de forca atbmica com ponta de cantilever. A analise de EIE
foi realizada numa faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz, numa amplitude de
10 mV, enquanto a VC, foi realizada com faixa de frequéncia de - 0,2 a 0,7 V e
amplitude 50 mV.s™, utilizando-se o ferro-ferricianeto de potassio a 10 mM como
sonda redox. A EIE revelou que a camada automontada composta por MPTS foi
adsorvida adequadamente na superficie do eletrodo, sendo observado um aumento
na impedancia total do sistema refletido pelo incremento da resisténcia a
transferéncia de cargas (RCT). Ao ser adicionada a AuNPs, o sistema se tornou
mais condutor, ao ser observado um novo aumento do RCT, em seguida um novo
aumento do RCT, apdés a adicdo da Sondag,. provou que o sistema
MPTS-EDC:NHS-AuNPs-Sondag,, foi obtido. O VC apresentou variacbes nas
correntes de pico, comprovando a adsorcao das camadas
MPTS-EDC:NHS-AuNPs-Sondag,. Posteriormente, o sistema foi capaz de detectar
S. mansoni em amostras de pacientes contaminados. Diante disto, foi possivel
verificar que a plataforma desenvolvida mantém e estabelece um processo de
hibridizagcdo especifico quando exposta ao genoma dos parasitas avaliados.
Amostras de soro contaminadas com S. mansoni foram avaliadas, certificando que a
plataforma é altamente indicada como método de detecgao para S. mansoni e outras
parasitoses como a Leishmania sp. Com isto, a plataforma apresenta baixo custo,
sensibilidade e especificidade para diagndstico da esquistossomose, com limite de
detecgdo de 83,95 ng/mL™" e da Leishmaniose, com limite de 1 pg/mL™".

Palavras-chave: Biossensor. Neuroesquistossomose. Eletroquimica. Impedancia.
Microscopia de forca atébmica.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is an infectious granulomatous disease whose etiologic agent is
Schistosoma mansoni, which colonizes the human portal system. It is a debilitating
neglected tropical disease, considered one of the most serious parasitic infections in
the world. Ectopic presentations of schistosomiasis occur when the parasite eggs or
adult forms are located far from their primary site of parasitism (portal system), the
main site being the Central Nervous System, resulting in neuroschistosomiasis.
When symptomatic, it is a serious disorder in which the prognosis largely depends on
early diagnosis and treatment. Thus, the development of new diagnostic methods for
this disease is of fundamental importance. The present work aimed to carry out the
modification of the gold electrode through the chemical adsorption of
3-mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC), N-Hydroxysuccinimide (NHS), nanoparticles (AuNPs) modified
with mercaptobenzoic acid (MBA), and DNA probe to recognize the S. mansoni
genome. As a way of optimizing the sensor platform, the evaluation of the
nanostructured system against Leishmania sp. The characterization of the
modification steps was performed using Electrochemical Impedance Spectroscopy
(EIE) and Cyclic Voltammetry (VC) and the changes on the electrode surface were
evaluated using a cantilever tip atomic force microscope. The EIE analysis was
performed in a frequency range of 100 mHz to 100 kHz, in an amplitude of 10 mV,
while the VC was performed with a frequency range of -0.2 to 0.7 V and amplitude of
50 mV.s- 1, using 10 mM potassium iron ferricyanide as a redox probe. The EIE
revealed that the self-assembled layer composed of MPTS was properly adsorbed on
the electrode surface, with an increase in the total system impedance reflected by the
increase in charge transfer resistance (RCT) being observed. When added to
AuNPs, the system became more conductive, as a new increase in RCT was
observed, followed by a new increase in RCT, after the addition of Sondag,,. proved
that the MPTS-EDC:NHS-AuNPs-Sondag,; system was obtained. The VC showed
variations in peak currents, proving the adsorption of the
MPTS-EDC:NHS-AuNPs-Sondag,,, layers. Subsequently, the system was able to
detect S. mansoni in samples from infected patients. In view of this, it was possible to
verify that the developed platform maintains and establishes a specific hybridization
process when exposed to the genome of the evaluated parasites. Serum samples
contaminated with S. mansoni were evaluated, certifying that the platform is highly
indicated as a detection method for S. mansoni and other parasites such as
Leishmania sp. Thus, the platform has low cost, sensitivity and specificity for the
diagnosis of schistosomiasis, with a detection limit of 83.95 ng/mL" and for
Leishmaniasis, with a limit of 1 pg/mL"™".

Key words: Biosensor. Neuroschistosomiasis. Electrochemistry. Impedance.
Atomic force microscopy.
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1 Introducéo

A Neuroesquistossomose mansénica (NSM), refere-se a infeccao por S.
mansoni com envolvimento do sistema nervoso central (SNC), que pode ou nao
resultar em manifestagdes clinicas. Quando sintomatica, € um grave disturbio no
qual o prognostico depende em grande parte do diagndstico e tratamento precoces.
Embora rara em comparacéo a alta prevaléncia de manifestagdes hepato-intestinais,

a NSM néo é pouco frequente e é provavelmente sub-reconhecida (Chen, 2006).

Os métodos diagnédsticos da esquistossomose sao divididos em duas
categorias: métodos de deteccao direta e métodos de detecgao indireta. Os métodos
para detectar o parasita, ovos, antigenos ou fragmentos sdo baseados em técnicas
diretas. Os métodos indiretos usam marcadores bioquimicos, clinicos e imunolégicos
para identificar evidéncias indiretas da presencga do parasita. Em adi¢do, os métodos
diretos e indiretos podem ser classificados em quantitativos e qualitativos. Os
quantitativos detectam a presenca do parasita e quantificam o numero de ovos por
grama de fezes, permitindo estimar a intensidade da carga parasitaria. Os métodos
qualitativos, por sua vez, identificam os tipos de parasitas e os classificam como
positivos (presenca de parasitas) ou negativos (auséncia de parasitas) (Ferreira,
2016).

Na atualidade, o método utilizado como padrdo ouro pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) e pelo Ministério da Saude para o diagnéstico da
esquistossomose, é o Kato-Katz (Barbosa et al., 2017). Esta técnica se baseia na
analise quantitativa de ovos do parasito em cada grama de fezes, tal método possui

sensibilidade igual ou superior a outros métodos quantitativos (Teixeira, 2014).

Apesar de os ensaios de laboratério disponiveis, o diagnodstico da
neuroesquistossomose, particularmente do disturbio da medula espinhal, € em
grande parte presuntivo, e com base na clinica. O diagndstico preciso € obtido pelo
estudo histopatologico através da bidpsia (Santos et al., 2001). Outros exames
subsidiarios podem auxiliar na investigacdo diagnodstica, tais como o exame do

liquido cefalorraquidiano.
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Sendo assim, o emprego de metodologias diagndsticas alternativas que
permite estabelecer indices de prevaléncia mais proximos da realidade, podera

contribuir muito para o controle desta doencga (Buso et al., 2000).

Ultimamente, novas metodologias utilizando a determinagédo eletroquimica,
tém atraido bastante atengado, pois os métodos eletroquimicos tém as vantagens de
baixo custo, alta sensibilidade e ser de facil manuseio (Xue et al., 2007). Nessa
perspectiva, metodologias eletroquimicas impulsionaram a concepgdo de
genossensores, 0s quais sdo dispositivos eletroanaliticos que incorporam uma
camada genética imobilizada na superficie de um transdutor, como elemento de
reconhecimento, convertendo informacdes de interacdo em sinais analiticos
mensuraveis (Cheung, 2006). Desta forma, os genossensores eletroquimicos
convertem sinais de interacdo entre bases nitrogenadas especificas, em sinais

elétricos.

Atualmente, a utilizagdo de camadas automontadas organussulfuradas tem se
mostrado bastante eficaz devido a sua aplicabilidade no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos e seu alto grau de sensibilidade, disponibilidade de grupos
quimicos para imobilizagdo orientada de biomoléculas, fornecimento de um
microambiente compativel. A preparacdo das camadas automontadas possui um
papel fundamental no desempenho eletroanalitico do eletrodo modificado (Freire,
2003).

Diante disso, neste estudo, a sonda de DNA sera ligada covalentemente a
superficie do eletrodo de ouro através das camadas automontadas de MPTS e
EDC/NHS. Utilizando a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), que tem
sido amplamente aplicada com propdsito de complementar os estudos na
bioeletroquimica, para desenvolvimento do biodispositivos, proporcionando um
estudo da cinética do eletrodo e estudos da dupla camada elétrica (Wang et al.,
2002). Este estudo oferece uma via facil e eficaz para a imobilizagdo da sonda de
DNA sobre a superficie do eletrodo para aplicagédo na fabricagdo de genossensor

eletroquimico para detecgao do Schistosoma mansoni.
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EsqQuisTOSSOMOSE

A Esquistossomose é causada pelo parasita Schistosoma mansoni e esta
diretamente relacionada ao saneamento precario (Brasil, 2021). A infeccao
esquistossomotica do  sistema nervoso central é conhecida como
neuroesquistossomose (NE). A disseminagdao e localizagcdo de ovos dentro do
cérebro e da medula espinhal, bem como a resposta imune do hospedeiro,
determinam as consequéncias da doenga (Chen, 2006).

Quando as formas larvais do parasita — secretadas por caramujos de agua
doce — penetram na pele apds o contato com a agua infestada, as pessoas sao
infectadas e, quando pessoas com esquistossomose contaminam fontes de agua
doce, ocorre a transmissao. As larvas amadurecem em esquistossémulos adultos no
corpo. Os vermes adultos vivem nas artérias sanguineas, onde as fémeas
depositam seus ovos, alguns dos ovos sado excretados nas fezes ou na urina, outros
ficam alojados em tecidos internos, como figado e bago, desencadeando respostas

imunoldgicas e causando danos aos 6rgaos ao longo do tempo (WHO, 2022).
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Figura 1. Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni. Fonte: Adaptado de Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), 2019.

1.1.1 Epidemiologia

A esquistossomose € uma doenga endémica que esta ligada a pobreza e ao
subdesenvolvimento (Rocha et al.,, 2016). Como a transmissdo depende de
caramujos como hospedeiros e acbes humanas que resultam em contaminagao e
infeccdo da agua, sua dispersao é focal. Os caramujos vetores pertencem ao género
Biomphalaria spp. para S. mansoni, Bulinus spp. para S. haematobium e S.
intercalatum, Neotricula spp. para S. mekongi e Oncomelania spp. para S.
Japonicum. No Brasil, essa parasitose é causada pelo Schistosoma mansoni, assim
como na maioria dos paises ao Sul do Saara, na Arabia peninsular, no Egito, na

Libia, em algumas ilhas do Caribe, no Suriname e na Venezuela (WHO, 2010).
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Figura 2. Distribuicdo da esquistossomose mundial. Fonte: WHO, 2009.

Atualmente, no Brasil, € estimado que cerca de 1,5 milhdes de pessoas vivem
em areas que apresentam risco de contrair a doenga, tendo como grande
significancia as regides Nordeste e Sudeste, por apresentarem os moluscos
transmissores (Brasil, 2021).

A esquistossomose esta mais intensamente distribuida em uma faixa de terra
continua e contigua ao longo de quase toda a costa litordnea da regiao Nordeste, do
Rio Grande do Norte ao Sul, incluindo as zonas quentes e umidas dos estados da
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Seguindo para o interior, chega a

Minas Gerais no Sudeste, através das grandes bacias hidrograficas (Brasil, 2014).
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Figura 3. Distribuicdo da esquistossomose segundo percentual de positividade. Fonte: Brasil, 2015.

Dentre os Estados com maior incidéncia da esquistossomose, Pernambuco
se destaca. No periodo de 2011 a 2019 ocorreram 1522 O&bitos por
esquistossomose, com uma média de 169 obitos por ano. A maioria se deu na
Regido Metropolitana, com 743 ébitos, o que corresponde a 48,82%; seguido da
Zona da Mata com 32,13% dos obitos (489); no Sertdo a representatividade foi bem
baixa com apenas 0,85%. No ano de 2019 houve menos 6bitos registrados, sendo
142, o que representa 9,33% dos 6bitos (Silva et al, 2021).

Segundo estudo realizado por Gomes et al., na cidade de Porto de Galinhas,
Pernambuco, apesar da quantidade de focos de transmissédo da esquistossomose
terem diminuido: de 15 para 11 entre 2000 e 2010, chegando a 9 em 2020, a taxa de
infeccdo dos caramujos nesse mesmo periodo, apos ir de 16,1% para 5,8% de 2000
para 2010, teve um aumento em 2020 chegando em 8,8%. Tal aumento esta

relacionado com o processo de urbanizagao na area descrita (Gomes et al., 2022).
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2.1.2 Manifestacdes Clinicas

Os sintomas da esquistossomose sao causados pela reagdo do corpo aos
ovos dos vermes (WHO, 2022). Apds a penetragao das cercarias, inicia-se a fase
aguda e a irritagdo no local pode surgir em poucas horas. O esquistossémulo em
migracao e maturagao pode causar uma reagao de hipersensibilidade sistémica com
febre, fraqueza geral, dor de cabega, nauseas, vémitos, diarreia e tosse seca, uma a
quatro semanas ap6s a infecgao (Silveira-Lemos et al., 2013).

Além disso, a infecgdo também pode evoluir para uma fase cronica, que pode
se apresentar em diarreia com sangue, linfonodomegalia e hepatoesplenomegalia.
Ademais, pode ocorrer a fase pods-crénica, caracterizada por sequelas como
hepatite, insuficiéncia renal, infertilidade, carcinoma urotelial e problemas
neurolégicos (Lima et al, 2019).

A neuroesquistossomose (NE) é o comprometimento do sistema nervoso
causado diretamente pelo parasita ou indiretamente pela deposicdo de
imunocomplexos circulantes, resultando ou ndo em sintomas e € a forma ectépica
mais comum e incapacitante de infec¢ao esquistossomotica (Moraes, Amaral, 2015).

Na neuroesquistossomose, a principal caracteristica € a encefalopatia difusa
que pode ser acompanhada por: febre, cefaleia, nistagmo, problemas de linguagem,
varios graus de paresia e doengas dos nervos cranianos que sao causados por
compressao local por granulomas esquistossomoéticos ou aumento da pressao
intracraniana por edema ou obstru¢do da drenagem do liquido cefalorraquidiano
(Oliveira Junior, 2013).

2.1.3 Diagnostico

O exame de fezes é fundamental no diagndstico parasitolégico, com particular
importancia para as técnicas de Lutz e Kato-Katz, este ultimo é um método
quantitativo que detecta a presenca de ovos nas fezes apds 45 dias de infecgéo,
porém € um exame que apresenta baixa sensibilidade quando se ha uma carga
parasitaria pequena (Vitorino et al, 2012). Ja a técnica de Lutz, consiste na
sedimentacao espontanea de possiveis estruturas parasitarias em calice de fundo
cbnico. Essa técnica é indicada para pesquisa de formas evolutivas com média e

grande densidade, como ovos e larvas (Azevedo, 2016).
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Os ensaios de deteccdo de anticorpos e antigenos, como o ELISA, séo
ferramentas promissoras que podem ser utilizadas além dos exames parasitolégicos
tradicionais. Sao ensaios auxiliares que podem monitorar respostas terapéuticas e
persisténcia de infecgdes, mas nao sao utilizados em inquéritos populacionais
porque requerem equipamentos laboratoriais especializados e a maior parte dos
testes ainda esta sendo validada (Siqueira et al, 2015). Os testes soroldgicos nesta
doencga limitam-se a estudos epidemiolégicos, mostrando apenas o contato prévio
com o parasito e ndo a infecgdo realmente ativa.

No caso da esquistossomose medular, o diagndstico é feito pela confirmagéao
da presencga de ovos de S. mansoni no tecido nervoso via biépsia ou necropsia. No
entanto, o estudo histolégico da medula espinhal implica em um procedimento
invasivo com risco de consequéncias irreversiveis (Pimenta, Cérrea, Mesquita,
2010).

2.2 BiosseNsORES ELETROQUIMICOS

O desenvolvimento de novos métodos diagndsticos se faz necessario para o
diagnostico da neuroesquistossomose, visto que, os procedimentos atuais tratam-se
de recursos invasivos, como a bidpsia (Santos et al., 2001). Nos dias de hoje, o
desenvolvimento de novos sistemas para deteccdo de analitos bioquimicos,
ambientais e industriais (a exemplo da industria alimenticia) tem despertado o
interesse de pesquisadores de diversas areas, que continuam concentrando seus
esforgcos no desenvolvimento de dispositivos sensiveis, seletivos, economicamente
viaveis e de alto potencial de aplicagao (Lima, 2020).

Como exemplo disso, tém-se os biossensores, que sao dispositivos analiticos
usados para quantificar e qualificar um determinado analito, onde um componente
biolégico e um detector fisico-quimico sdo combinados em sua estrutura (Amador
Salomao, Emilio, 2018). No caso dos biossensores eletroquimicos, o componente
fisico-quimico consiste em um elemento condutor, como o ouro, confeccionado em
um eletrodo (Lima, 2020).

Além dos transdutores mecanicos e Opticos, como biossensores
nanomecanicos ou biossensores baseados em ressonancia plasménica de
superficie (SPR), os biossensores eletroquimicos tém sido amplamente utilizados na

deteccao de patologias (Cesewski, Johnson, 2020).

22



s

>
” Elemento de

Analito Alvo Biorreconhecimento

Introducdo da Amostra SR Saida do Sinal

Processadora

de Sinal

VVV
l
l

Unidade

Figura 4. Esquema de funcionamento de biossensor para deteccao do analito. Fonte: préprio autor.
2.2.1 Genossensores

Os genossensores sao sensores de DNA que possuem como elemento de
biorreconhecimento, segmentos nucleotidicos (Manzanares-Palenzuela et al., 2015).
Os biossensores eletroquimicos de DNA baseados na técnica de hibridizagao
de acidos nucleicos estdo ganhando popularidade na biologia como meio de

detectar e analisar sequéncias especificas de DNA, bem como detectar disturbios

patogénicos (Tiwari et al., 2015).
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Figura 5. Representagédo esquematica de um genossensor. Fonte: préprio autor.

O biorreceptor em genossensores eletroquimicos pode ser uma sonda
(sequéncia curta de oligonucleotideos) ou um aptadmero (sequéncia de
oligonucleotideos sintéticos) imobilizado na superficie do transdutor. Essas
sequéncias oligonucleotidicas reconhecem o analito (acidos nucleicos) por
complementaridade, formando duplex, devido a sua afinidade (El Goumi, 2017).

Na literatura, ja foram relatadas a adsorgéao fisica, o aprisionamento em um
gel ou polimero, a ligagdo covalente, a reticulagdo e a polimerizagao eletroquimica

como formas de imobilizar sondas de DNA em superficies de eletrodos (Zhang,

2008).



Com o avango dos nanomateriais abre novas possibilidades para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos de DNA que podem aumentar as taxas
de imobilizac&o e transferéncia de elétrons, mantendo alta seletividade (Niu et al.,
2017). Os nanomateriais funcionais utilizados atualmente para projetar
genossensores sdo as nanoparticulas metalicas, os quantum dots, nanomateriais
baseados em carbono, nanoparticulas magnéticas e polimeros (Zhu et al., 2015)

Em 2015, foi desenvolvida por Garcia, uma plataforma nanoestruturada para
detecgao da leishmaniose. Foi utilizado uma combinagcdo de nanocompdsito de ouro
e polianilina para modificagdo da superficie de trabalho e posterior adicdo de
nanoparticulas de ouro, obtendo com sucesso um sensor capaz de diagnosticar,
através da hibridizacdo do DNA, a leishmaniose (Garcia, 2015).

Santos et al.,, em 2019, desenvolveu um genossensor para esquistossomose,
através da eletrodeposi¢ao de nanoparticulas de ouro (AuNPs). O sensor foi exposto
a uma solucdo de MPTS (3-mercaptopropiltrimetoxisilano) e, em seguida, AuNPs
foram eletroquimicamente sintetizadas. Apds isto, uma sonda especifica para S.
mansoni foi adicionada a plataforma. A partir disto, o biossensor foi capaz de
reconhecer o DNA do Schistosoma mansoni, por meio de hibridizacdo, em
diferentes tipos de amostras, como LCR, urina e soro (Santos et al., 2019).

Heli e colaboradores utilizaram pontos quénticos de ferrita magnética de
cobalto-zinco (CoysZn, sFe,0,4) para modificar um eletrodo de pasta de carbono para
diagndstico da leishmaniose. Eles relatam que os pontos quanticos tém uma grande
area de superficie devido ao seu pequeno tamanho, permitindo a captura de uma
grande quantidade de DNA. Com isso, ofereciam uma alta concentracdo de
superficie na sonda e, a ferrita de cobalto demonstrou interagir firme e diretamente
com o DNA, estabilizando sua estrutura. Apds a construcdo da plataforma
nanoestruturada, eles foram capazes de avaliar amostras de pacientes infectados

com Leishmania (Heli et al.,2016).

2.3 Camapas AUTOMONTADAS

As camadas automontadas sao descritas como filmes de espessura
monomolecular que sdo constituidos por moléculas organicas organizadas
espontaneamente sobre uma superficie, geralmente solida (Benites et al., 2014).

Para a formacao destas camadas, € necessaria a quimissorcdo em uma superficie

24



seguida da organizagdo espontanea de dominios moleculares de longo alcance
cristalinos em 2D. Geralmente, as moléculas capazes de formarem as camadas
automontadas, sdo compostas de trés partes: a extremidade da molécula que se liga
a superficie (grupo principal), uma espinha dorsal composta por uma cadeia alifatica
e/ou um oligbmero aromatico (ordenagdo molecular), e o grupo terminal, que
determina a topografia, a energia de superficie e a quimica da interface externa
(Casalini et al., 2017).

As configuragdes espaciais da monocamada automontada de sondas de DNA
na superficie do eletrodo sdo bem conhecidas por terem um impacto significativo no
desempenho do sensor (Li, 2018).

Modificacdes na superficie com camadas automontadas permitem a
construcdo de dispositivos biossensores orgéanicos, protecdo de superficies
metalicas contra corrosdo e o controle das propriedades fisico-quimicas de
superficies (Benites et al., 2014). Por isso, € de grande interesse a avaliagao destas

camadas.

2.3.1 MPTS (3-mercaptopropiltrimetoxisilano)

Ao empregar monocamadas automontadas, o MPTS é um agente de
revestimento amplamente utilizado para alterar bioquimicamente as superficies
eletrédicas, ao mesmo tempo em que aumenta a sensibilidade e a estabilidade,
devido a sua afinidade pelo ouro. (Soysaldi, Soylu, 2021). Trata-se de um agente de
acoplamento para materiais, a base de Silicio (Wu et al, 2015).

O MPTS é conhecido por gerar uma estrutura 3D com varios grupos tiol, por
processos de hidrélise e condensagao, que possuem uma grande atragao pelo ouro.
O MPTS é capaz de passar por quimisorcdo em superficies de ouro, bem como
simplesmente ligar nanoparticulas de ouro gragas aos grupos de tiois espalhados

por toda a molécula (Parra-Alfambra et al., 2011).

2.3.2 Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

Devido as suas qualidades unicas, como preservar a atividade biologica,
garantir interfaces de conducgao eficientes com transdugao de sinal eletroquimico e
capacidade de ampliar a resposta elétrica, as nanoparticulas de ouro tém sido

engenhosamente empregadas para imobilizar a sonda de DNA tiolado na superficie
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do eletrodo (Das et al, 2014).

Por conta de suas caracteristicas incomparaveis, como sua capacidade de
conjugar eficientemente com uma variedade de biomoléculas e sua vasta area de
superficie, as AuNPs se tornam um excelente transdutor para os biossensores
(llbeigi, 2021).
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Figura 6. Moléculas passiveis de se ligar a nanoparticulas de ouro. Fonte: proprio autor.

Os conjugados de nanoparticulas de DNA-ouro, devido as suas propriedades
quimicas e fisicas unicas e simplicidade de produgéo, tém sido investigados como
um dos nanomateriais mais atraentes (Kaur et al, 2018). Além disso, o tamanho e as
caracteristicas das nanoparticulas as tornam plataformas ideais para detectar e

identificar doengas em amostras bioldgicas naturais (Mobed et al., 2020).

2.4 TecNicas DE CARACTERIZACAO

As abordagens eletroanaliticas dependem de caracteristicas elétricas
quantificaveis (corrente elétrica, diferengas de potencial, acumulo de carga interfacial
e assim por diante) decorrentes de eventos em que uma espécie redox interage
fisica e/ou quimicamente com outros componentes do meio, ou mesmo com as

superficies. Essas interagdes ocorrem quando ha alguma perturbacéo controlada do
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sistema, como, uma diferenca de potencial entre eletrodos numa célula
eletroquimica (Pacheco et al, 2013).

Normalmente, as células eletroquimicas sdo formadas por trés eletrodos, o de
referéncia, que serve para manter o potencial constante, o de trabalho, onde sera
construido o sistema sensor, e o contra eletrodo, utilizado para auxiliar na
estabilidade. Tais reagdes, irdo acontecer em uma solucdo contendo o eletrdlito, o
ferro-ferricianeto de potassio (Santos, 2019). Através de uma célula eletroquimica
acoplada a um potenciostato, dispositivo eletrénico que pode aplicar uma diferenca
de potencial enquanto monitora simultaneamente o fluxo de corrente elétrica entre
os eletrodos, permitindo que ocorram reacgdes redox (Silva et al., 2020). Quando
comparadas as técnicas existentes utilizadas na constru¢do de biossensores, as
técnicas eletroanaliticas, como a voltametria ciclica e a espectroscopia de
impedancia eletroquimica, se destacam por apresentarem inumeras vantagens
como seletividade, especificidade, reprodutibilidade, precisdo, excelente tempo de
resposta e estabilidade quimica, permitindo sua aplicacdo em diversas areas
(Santos, 2019).

2.4.1 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria € uma técnica eletroanalitica baseada em fendmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e uma fina camada
de solugdo proxima a ela. A célula eletroquimica é classificada como dinamica
porque opera na presenga de uma corrente elétrica (I > 0), que é medida em funcéo
da aplicacido controlada de uma tensao. Assim, quando uma diferenga de potencial
€ introduzida entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, a informacéao
sobre o analito é recuperada pela medigdo da magnitude da corrente elétrica que

ocorre entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar (Pacheco et al., 2013).

Na voltametria, inicia-se a aplicagdo do potencial de um valor no qual
nenhuma redugao ocorre, com o aumento do potencial para regides mais negativas
(catddica) ocorre a redugao do composto em solugao, gerando um pico de corrente
proporcional a concentragao deste composto, quando o potencial ja tiver atingido um
valor no qual nenhuma reagao de reducéo ocorre, o potencial é varrido no sentido
inverso, até o valor inicial, e no caso de uma reagao reversivel, os produtos que
tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam ainda préximos a superficie

do eletrodo) serao oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da redugado. O tipo
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de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o composto em
questao sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa

para estudos mecanisticos (Garcia, 2015).
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Figura 7. Representacdo de um voltamograma ciclico, em que Ipa: corrente de pico anddica, Ipc:
corrente de pico catddica, Epa: potencial de pico anddico e Epc: potencial de pico catddico. Fonte:

proprio autor.

Esse método tem a vantagem de poder medir diretamente na amostra sem a
necessidade de procedimentos de pré-purificacdo ou separacdes prévias, além de
permitir a analise de materiais coloridos ou amostras contendo particulas sdlidas

dispersas (Souza, 2003).

2.4.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

Por avaliar a relacdo entre a corrente e a diferenca de potencial aplicada no
dominio da frequéncia, a espectroscopia de impedancia eletroquimica € unica entre
as técnicas eletroquimicas padrédo. A abordagem da EIE, em particular, € calcular a
funcao de transferéncia entre corrente e potencial (Ciucci, 2018).

O principio elétrico fundamental da EIE é de que uma interface pode ser vista
como elementos de resisténcia elétrica, tais como capacitancia e indutancia.
Quando estes elementos sdo submetidos a uma corrente alternada, aplica-se a lei
de Ohm (Ribeiro, 2015). Na lei Ohmica, o potencial (U) sobre um condutor metalico,

€ proporcional, em temperatura constante, ao fluxo elétrico de corrente através do
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condutor (), sendo assim:

R=U/I

Os componentes de impedancia real e imaginario sdo exibidos um contra o
outro em graficos de Nyquist, que possibilitam o calculo da resisténcias de solucao,
resisténcias de transferéncia de carga e impedancia de Warburg, bem como

constantes de tempo (Randviir, 2013).
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Figura 8. Representacéo do diagrama de Nyquist. Fonte: proprio autor.

O modelo de Randles é amplamente utilizado como um modelo agregado
representativo do comportamento elétrico da célula eletroquimica. Neste circuito
simplificado, os parametros concentrados Rct, Cdl e zZW representam a resisténcia
de transferéncia de carga da placa, a capacitancia eletroquimica de dupla camada,
e o Warburg, a impedancia de transporte de massa, respectivamente, que estao
presentes entre os eletrodos no eletrélito e, tendo Rs como uma constante,

demonstrado na figura 9 (Stevanatto, 2014).
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Figura 9. Circuito equivalente de Randles.

A técnica de EIE tem sido amplamente utilizada no campo de biossensores
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livres de marcadores que séo sensiveis a hibridizagédo de oligonucleotideos de DNA
como um dispositivo de deteccdo ndo destrutivo e razoavelmente simples de usar
(Shariati, 2018).

2.4.3 Microscopia de Forga Atémica (AFM)

A rugosidade da superficie € medida usando microscopia de for¢ca atémica
(AFM), uma técnica topografica tridimensional com alta resolugdo atémica (Vahabi,
2013). O AFM foi projetado para aplicagdes bioldgicas em ambientes naturais, com
capacidade de monitorar a flexdo da sonda cantilever com precisdo excepcional. Isto
permite que o AFM seja utilizado como um nanosensor mecanico ou um transdutor
micromecanico no desenvolvimento de biossensores (Pesl et al., 2016). A deflexdo
do cantilever é medida usando um laser refletido na parte traseira do cantilever e
refletido em um fotodetector sensivel a posicéo (Alexander Reese; Xu, 2018).

O conceito de trabalho da microscopia de forca atdomica €& baseado na
interagdo que ocorre entre os atomos que compdem sua ponta e os atomos que
compdem a superficie da amostra a medida que a varredura avanga (Pinto, 2013).

Na pesquisa de amostras de materiais e ciéncias da vida, bem como em
muitas aplicagdes industriais, o AFM é frequentemente utilizado para gerar imagens
topograficas de uma variedade de substancias (Dazzi; Prater, 2016).

A ponta do cantilever varre a superficie da amostra em um AFM enquanto a
forca entre a ponta e a amostra permanece constante. A deflexdo da ponta é
medida visualmente refletindo um feixe de laser no topo do cantilever. Um fotodiodo
€ usado para medir pequenas mudangas no caminho da luz, como visto na figura 10
(Pasha; Sadeghi, 2020).
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Figura 10. Esquema de funcionamento do AFM. Fonte: proprio autor.

Quando comparado a outros microscopios, o AFM tem as seguintes
vantagens: maior resolugéo, imagens tridimensionais, ndo ha necessidade de cobrir
a amostra com material condutor, ndo ha necessidade de métodos especiais de
preparacao de amostras, quantificagcao direta da rugosidade da amostra, medicao de
filmes ultrafinos em substratos e analise fractal, além disso, também é possivel fazer
imagens da superficie imersa em liquidos (Pinto, 2013).

O AFM foi recentemente utilizado para resolver a estrutura morfoldgica da
superficie de moléculas de acido nucleico em nanoescala e para entender melhor a
natureza dos contatos de superficie de eletrodos de DNA (Diculesco, 2016).

Cheraghi utilizou da microscopia de forga atébmica para investigar a
caracterizagao do eletrodo de grafite antes e depois da modificacdo da superficie
com polipirrol e nanotubos de carbono. Na plataforma em questédo, ao realizar o
AFM da plataforma ndo modificada, a imagem aparece plana e, ao adicionar o
polipirrol e os nanotubos de carbono, a plataforma apresenta uma profundidade.
Com isso, obtiveram um sensor para analise de ciprofloxacina como agente

quimioterapico (Cheraghi, 2017).

A

Figura 11. (A) imagens AFM de (a) superficie de grafite e (b) superficie com polipirrol e nanotubos de

carbono. Fonte: Cheraghi, 2017.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJeTivO GERAL

Desenvolver um biodispositivo impedimétrico para o diagndstico

da Esquistossomose mansdnica.

3.2 OBuJeTivos EsPeciFicos

. Avaliar a resposta eletroquimica do processo de automontagem da
camada de 3-mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTS) e nanoparticulas de ouro;

. Optimizacao da plataforma utilizando material de Leishmania sp.

. Determinar os parametros fisico-quimicos da sonda de Schistosoma
mansoni, a qual sera utilizada como elemento de biodetecg¢éo;

. Utilizar a técnica deEIE e VC para
caracterizagdo dainteragdo Sonda-Genoma do S. mansoni em pacientes com
neuroesquistossomose;

. Determinar a capacitdncia da dupla camada elétrica (Cdl) e da
resisténcia a transferéncia de carga (Zre);

. Analise das modificacbes da superficie através da Microscopia de Forga
Atoémica.



4 METODOLOGIA

A sonda e o genoma de Schistosoma mansoni foram cedidos pelo Dr. Fabio
Lopes de Melo, obtidas no Laboratério de Doengas Transmissiveis — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es. As amostras de pacientes também serdo cedidas pelo
Laboratério de Doengas Transmissiveis, o qual possui as atividades de seu

laboratorio devidamente autorizadas pelo comité de ética da UFPE.

4.1 MobiricacAo po ELeTRopo com MPTS, EDC/NHS E NANOPARTICULAS DE OURO

Inicialmente, o eletrodo foi polido com lixa e agua deionizada e colocado
imerso em agua sanitaria por 10 minutos. Em seguida, na solu¢ado de MPTS, que foi
preparada através da mistura com agua destilada na proporgéao de 0,5 uL de MPTS
para 100 pL de agua destilada e 600 pyL de HCI 0,1M, onde foi agitada até obter uma
solugdo homogénea, foi adicionado 3 uL na superficie do eletrodo e incubado por 2
minutos.

A nanoparticula foi sintetizada a partir da diluicado de 1 mL de HAuCl, em 99
mL de agua, seguida da adicdo de 4 mL de 1% de citrato de sodio e agitagéo
magneética em 60°C por 30 minutos. A AuNPs foi entdo diluida em agua e depois,
adicionado 0.2 mL de 10° M de MBA, sendo mantido por 2 horas na agitagdo
magneética a temperatura ambiente (Luna et al., 2015). Apds a adi¢do de 1 pL de
EDC e 1 yL de NHS e incubacido por 5 minutos, foi adicionado 5 yL de AuNPs,

mantendo o eletrodo incubado durante 30 minutos.

4.2 ImoBiLizAGAO DA SONDA DE DNA DE SCHISTOSOMA MANSONI SOBRE ELETRODO MODIFICADO

com AuNPs

Apos a adigdo das nanoparticulas de ouro, 2 uL de sonda de DNAgisiosoma
foram adicionados ao eletrodo e incubados por 30 minutos. Em seguida, o eletrodo
modificado com DNA foi enxaguado com agua destilada para remover o
SDNAsistosoma fracamente adsorvido. Posteriormente, os sitios ativos remanescentes
foram bloqueados com BSA (10 pg/mL). O eletrodo obtido, MPTS/EDC:NHS/AuNPs,
foi, entdo, exposto ao material gendmico extraido do soro de pacientes com

neuroesquistossomose.
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Figura 12. Etapas da montagem do sensor. Fonte: préprio autor.

4.3 MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA E SIMULAGAO DO CIRCUITO EQUIVALENTE

Os experimentos de EIE foram realizados em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 128N (Autolab, Eco Chemie, Holanda) numa célula convencional
de trés eletrodos. Os eletrodos de trabalho utilizados foram um de platina e um de

ouro modificados com a sonda, o eletrodo de platina como contra eletrodo e o de
referéncia foi o Ag/AgCl saturado com KCI.

A B o]

5‘ {
iy

Figura 13. A. eletrodo de referénéié; B. eletrodo de trabalho; C. contra eletrodo. Fonte: proprio autor.

As medidas de impedancia eletroquimica da espectroscopia foram realizadas
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na mesma soluggo de 10 mM de ferro-ferricianeto de potassio
[K4(Fe(CN)6)/K3(Fe(CN)6)] (1:1) em NaCl numa faixa de frequéncia entre 100 mHz
a 100 KHz com um potencial de amplitude alternada de 10 mV. Ja a voltametria, foi
medida com faixa de frequéncia de 0,2 a 0,7 V e amplitude 50 mV.s™ (Oliveira et al.,
2008).

Figura 14. Célula eletroquimica contendo trés eletrodos em uma solugéo de ferro-ferricianeto de

potassio. Fonte: proprio autor.

4.4 SIMULACAO DO CIRCUITO EQUIVALENTE

Os gréaficos de impedancia eletroquimica (diagramas de Nyquist) foram
submetidos a analise de dados através do programa NOVA, a partir do qual foram
obtidas curvas tedricas referentes a cada sistema, com o objetivo de explorar o
comportamento interfacial do sistema MPTS/EDC:NHS/AuNPs-Sondaggisiosoma €
MPTS/EDC:NHS/AuNPs-Sondagssoms frente ao analito de interesse.

4.5 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

As modificacdes nas superficies do eletrodo foram realizadas utilizando um
microscépio de forga atdmica SPM-9700 (Shimadzu, Japao) com ponta de prova

(“cantilever”) ajustado para o modo nao-contato.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DA PLATAFORMA SENSORA COM MATERIAL DE LEISHMANIA

Na avaliagdo do eletrodo limpo, o diagrama de Nyquist se mostrou limitado
por difusédo e, ao adicionar a camada de MPTS, houve um aumento do semicirculo,
comprovando que se obteve resposta na ligagdo. Apos a adi¢cado do sistema ligante
EDC:NHS, houve uma diminuigdo do semicirculo, caracterizado pelo aumento da
condutividade do sistema. O grupamento tiol do MPTS que é exposto, é importante
para a posterior adsor¢cdo da nanoparticula de ouro que, ao ser adicionada, provoca
um aumento do semicirculo. Esta resposta indica que a ancoragem de AuNPs sobre
o MPTS foi efetiva, aumentando a superficie eletroativa do eletrodo (Huayu et al.,
2013).

Continuando a montagem da plataforma, a adigdo da sDNA ¢jshmania Provocou
um outro aumento no diametro do semicirculo no grafico em decorréncia a repulsao
eletrostatica entre o par redox e a sonda de DNA na superficie do eletrodo. Em
seguida, os sitios restantes foram preenchidos através da BSA, sendo evidenciado
um discreto aumento do semicirculo. Foi formada, entdo, a plataforma sensora

MPTS_EDC:NHS_AuNPs_BSA para detecgédo da Leishmaniose.

Em relacdo a avaliagao voltamétrica, se observa uma reducao da corrente de
pico anddica apos a adicdo do MPTS, quando comparado ao eletrodo limpo.
Podendo assim dizer, que se obteve uma montagem efetiva da camada MPTS na
superficie do eletrodo. Em seguida, ha um aumento apos a adicdo do EDC:NHS e,
apos isto, foi verificado uma diminuicdo das correntes de pico anddica e catddica
devido a adicdo de AuNPs, o que resulta em aumento da area superficial. Ao ser
adicionado a Sonda de DNA, é possivel observar outra diminuicado do pico e, por
ultimo, mais uma diminuicdo das correntes quando o BSA foi adicionado para

bloquear os sitios restantes. Tais etapas podem ser observadas na figura 15.
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Figura 15. Analise eletroquimica das etapas de montagem do genossensor para leishmaniose. a)

analise impedimétrica; b) analise voltamétrica. Fonte: préprio autor.

A avaliagdo da bioatividade do sistema sensor permitiu evidenciar a capacidade
de reconhecimento especifico as sequéncias complementares da amostra-teste,
demonstrado na figura 16. Desta forma, foi avaliada a bioatividade da plataforma,
adicionando DNA complementar, sendo observado um aumento gradativo da
impedancia e total do sistema e uma diminuicdo dos picos anddicos em diferentes
concentragbes do analito avaliado, indicando a ocorréncia de hibridizagdo e

reconhecimento. O sistema foi capaz de responder as diferentes concentracbes do
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genoma da Leishmania sp., sendo capaz de responder ao analito de 0,0001 ng/mL" em
até 1 ng/mL™".
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-2,0x10™ 0,0 2,0x10" 4,0x10" 6,0x10" 8,0x10"
b) Potencial Aplicado (V)

Figura 16. Andlise eletroquimica do genossensor frente as diferentes concentragbes do genoma de
Leishmania sp. a) impedancia; b) voltametria. Fonte: préprio autor.

Ademais, foi realizado um teste de especificidade, ao expor o sistema a amostra
genbmica de S. masoni foi possivel observar que o sensor nao foi responsivo, processo

este demonstrado pela baixa resposta do didmetro do semicirculo e falta de alteracao
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das correntes de pico quando comparado com a resposta da plataforma sensora, como

mostra a figura 17.
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Figura 17. Andlise eletroquimica do sistema sensor frente & amostra de S. mansoni. a) avaliagéo

impedimeétrica; b) avaliagcao voltamétrica. Fonte: proprio autor.



Em adicao, a partir da avaliacdo do sistema sensor frente as amostras reais
de pacientes infectados, demonstrado na figura 18. Foi possivel observar um
aumento do didmetro do semicirculo e uma diminuicdo das correntes de pico
anodicas, comprovando a eficiéncia do sistema na deteccdo de L. chagasi em

amostras infectadas.
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Figura 18. Andlise eletroquimica do genossensor em relagao a amostra de soro infectado. a)

espectroscopia de impedancia eletroquimica; b) voltametria ciclica. Fonte: proprio autor.
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5.2 ANALISES ELETROQUIMICAS DA SUPERFICIE SENSORA PARA SCHISTOSOMA MANSONI

A plataforma desenvolvida para detecgdo do S. mansoni foi feita de forma
similar a utilizada para a leishmaniose. Para obter o sensor capaz de diagnosticar a
esquistossomose, no entanto, foi utilizada uma sonda especifica para o Schistosoma

mansoni.

Como demonstrado anteriormente, com o eletrodo limpo, o diagrama de
Nyquist se mostrou limitado e, ao adicionar a camada de MPTS, houve um aumento
do semicirculo, comprovando que se obteve resposta na ligacdo. Ao adicionar o
EDC:NHS, ha uma diminui¢gdo do semicirculo, o que ajuda a estabilizar a plataforma.
Com o grupamento tiol do MPTS exposto, a nanoparticula de ouro adicionada,
provoca um aumento do semicirculo. Esta resposta indica que a ancoragem de

AuNPs sobre o MPTS foi efetiva, aumentando a superficie eletroativa do eletrodo.

Ao seguir a montagem da plataforma, a adigdo da sDNAg, provocou um
outro aumento no didmetro do semicirculo no grafico em decorréncia a repulsédo
eletrostatica entre o par redox e a sonda de DNA na superficie do eletrodo. Em
seguida, os sitios restantes foram preenchidos através da BSA, sendo evidenciado

um novo aumento do semicirculo.

Na avaliagao do eletrodo limpo, observa-se um elevado pico anddico, que é
diminuido apo6s a adigdo de MPTS. Em seguida, com a ligagdo da solugdo de

EDC:NHS, ao estabilizar a plataforma, observa-se um aumento da corrente.

Continuando na montagem da plataforma, quando as NPsAu sdo adicionadas
ao eletrodo, ocorre uma diminuigdo da corrente de pico e uma nova diminuicédo é
observada quando se adiciona a Sonda especifica do Schistosoma mansoni. Por
fim, mais uma reducio foi verificada quando o sistema foi exposto ao BSA para
fechar os sitios remanescentes. Foi formada, entdo, a plataforma sensora
MPTS_EDC:NHS_AuNPs BSA para deteccdo da neuroesquistossomose,

apresentada na figura 19.
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Figura 19. Avaliagdo eletroquimica das etapas de montagem do genossensor. a) analise

impedimétrica; b) analise voltamétrica. Fonte: préprio autor.
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Em seguida, como mostrado na figura 20, foi avaliada a bioatividade da plataforma,
adicionando DNA complementar, sendo observado um aumento gradativo da impedancia
total dosistema em diferentes concentragdes do analito avaliado, juntamente a diminuigéo
das correntes de pico anddicas, indicando a ocorréncia de hibridizagao e reconhecimento.
A partir disso, o sistema foi capaz de responder as diferentes concentragées do genoma

do S. mansoni, de 2,6 pg/ml” até 83,95 pg/ml™.
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Figura 20. Andlise eletroquimica do genossensor frente as diferentes concentragées do genoma de
Schistosoma mansoni. a) EIE. b) VC. Fonte: proprio autor.



Com isso, foi utilizado o circuito de Randles para analise dos dados de
impedancia, em que o estudo apresentou uma concordancia entre 0 modelo de
circuito equivalente e os resultados. Tal circuito € composto por resisténcia da
solugdo (Rsol), resisténcia da transferéncia de carga (Rct), elemento de fase
constante (CPE) ou capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl) e elemento de
difusdo Warburg (zW), indicados na tabela 1.

Concentragao Rs (Ohm) Cdl (nMho) zW (uMho) Rct (Ohm)
(pg/mL")

2,6 357 878 804 4,86
5,2 354 844 850 5,29
10,5 364 809 569 8,85
20,1 348 745 618 6,63
41 361 722 264 8,84
83,95 329 702 521 10,4

Tabela 1. Resultados obtidos através da equagao de Randles. Fonte: proprio autor.

Com isto, foi possivel avaliar a variagdo da resisténcia da transferéncia de
carga (ARct) para obter as informagdes quantitativas do processo de hibridizagdo do
DNA. A equacao utilizada
foi: ARct% = [Rct(amostra) — Rct(sensor)] =+ Rct (sensor) X 100,
onde Rct(amostra) corresponde a transferéncia apds a hibridizagao e Rct(sensor) a
resisténcia da transferéncia de carga do genossensor.

Entdo, ao calcular os valores do ARct foi possivel comprovar o aumento da
impedancia, observando a progressao do resultados, de acordo com a concentragao

do genoma do Schistosoma mansoni, como demonstra a tabela 2.
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Concentragido DNA (pg/mL™) ARct (%)
2,6 24,3
52 35,3
10,5 49,6
20,1 69,5
41 126
83,95 166

Tabela 2. Resultados dos calculos do ARct baseado nas diferentes concentragées do genoma do S.

mansoni. Fonte: proprio autor.

Em adicao, o sensor foi exposto a um material de Leishmania sp., a fim de
comprovar a sua especificidade para esquistossomose. No experimento, com a
plataforma montada, ao ser inserido o material biolégico da Leishmania, o sensor

nao foi responsivo, como mostra a figura 21.
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Figura 21. Resposta do genossensor frente amostra de DNA de Leishmania sp. a) analise

impedimeétrica; b) analise voltamétrica. Fonte: proprio autor.

Para a avaliagdo do genossensor frente as amostras reais, foi realizado teste
com amostras de pacientes infectados. A partir da analise do semicirculo, foi
possivel observar, na figura 22, um aumento do didmetro do semicirculo,

comprovando a eficiéncia do sistema em detectar amostras infectadas.
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Figura 22. Analise impedimétrica do genossensor em relagdo a amostra de pacientes infectados.

Fonte: préprio autor.
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Além disso, também foi feita a avaliacdo do voltamograma ciclico das
amostras dos pacientes, com sua eficacia sendo comprovada através da diminuigao

das correntes de pico.
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Figura 23. Analise voltamétrica do sensor frente & amostras de pacientes infectados. Fonte: préprio

autor.

5.3 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

A Fig. 24a e b mostra a superficie do eletrodo apds modificagdo com MPTS e
AuNPs eletrodepositadas, respectivamente. Superficies com rugosidade de 97 nm
(Figs. 24a) e 0,15 ym (Fig. 24b) foram obtidos, sugerindo uma montagem eficiente
das camadas. O MPTS fornece uma rede polimérica 3D com grupos de cauda de tiol
que se ligam a superficies de ouro. Além disso, esta matriz fornece um ambiente
biocompativel que preserva a estrutura biolégica e atividade apds o processo de
imobilizagdo. A rede polimérica € essencial para a montagem de AuNPs permitindo
a incorporagdao de uma grande quantidade de biomoléculas que melhoram a
sensibilidade do sensor.

A imobilizagdo da sonda de DNA resultou em alteragdes da rugosidade da
superficie de 0,23 um (Fig. 24c). A interagado especifica do sensor e amostra de S.
mansoni foi avaliado, revelando uma alteragdo significativa na topografia foi

observada apos a exposicdo do sistema ao genoma do verme (Fig. 24d). A
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avaliagdo com material ndo-complementar mostra uma distribuicado na superficie do
eletrodo com menos agregados (Fig. 2e). Assim, nossos resultados confirmam a
especificidade do sensor. A imagem AFM esta em boa concordédncia com os
resultados de VC e EIE.

0.48 pum
0.00 um

Figura 24. Imagens da microscopia de for¢a atémica para avaliagado morfolégica do genossensor.

Fonte: préprio autor.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que um genossensor baseado em nanoparticulas
de ouro, modificado com camadas de MPTS e agente de acoplamento EDC:NHS,
capaz de identificar a esquistossomose e leishmaniose, foi desenvolvido com
sucesso.

As técnicas de impedancia, voltametria e as analises microscopicas de AFM,
revelaram que as camadas foram imobilizadas corretamente.

O genossensor desenvolvido foi capaz de detectar diferentes concentragdes
do genoma do Schistosoma mansoni, tendo um limite de detecg¢éo de 83,95 pg/mL™".
Além disso, também foi capaz de reconhecer diferentes concentragdes da
Leishmania sp., com limite de 1 ng/mL™.

Ademais, a plataforma se mostrou eficiente quando utilizada para analisar
amostras de pacientes infectados.

Atualmente, nao existem na literatura muitos trabalhos envolvendo
biossensores para estas parasitoses publicados, sendo este trabalho, uma novidade
na area.

Por fim, o sensor, além de ser um método de baixo custo, demonstra
especificidade e sensibilidade para o diagndstico da esquistossomose, sendo uma
metodologia promissora, visto que, os atuais métodos podem ser invasivos, nao

especificos e de alto custo

49



50

REFERENCIAS

ANDRADE, C.A.S., et al. Diagnosis of dengue infection using a modified gold
electrode with hybrid organic inorganic nanocomposite and Bauhinia monandra
lectin. Journal of Colloid and Interface Science (Print), v. 362, p. 517-523, 2011.

ALEXANDER REESE, R., & XU, B. (2018). Single-molecule detection of proteins and
toxins in food using atomic force microscopy. Trends in Food Science &
Technology. doi:10.1016/j.tifs.2018.01.005

AMADOR SALOMAO, P. E. Production and Application of Biosensors: A Brief
Review. Research, Society and Development, v. 7, n. 3, p. e1373282, 2018. DOI:
10.17648/rsd-v7i3.282. Disponivel
em: <https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/282>.

AZEVEDO, E. P. Diagnéstico Coproparasitologico em Laboratorio de Analises
Clinicas: comparagcao de técnicas e custo de implantagao. 2016. Trabalho de
Conclusado de Curso (Graduagao em Biomedicina) - Universidade Federal Fluminense,
Niterdi, 2016.

BARBOSA, C. S. et al. Controle de qualidade das laminas pelo método Kato-Katz
para o diagnostico parasitoldgico da esquistossomose mansénica. Jornal Brasileiro
de Patologia e Medicina Laboratorial [online]. 2017, v. 53, n. 2, pp. 110-114.
Disponivel em: <https://doi.org/10.5935/1676-2444.20170018>. ISSN 1678-4774.

BENITES ET AL 2014 BENITES, T. A. et al. Efeitos da rugosidade superficial nas
propriedades de passivacdo de monocamadas organicas automontadas. Quim.
Nova, Vol. 37, No. 9, 1533-1537, 2014

BRASIL. Ministério da Saude. Vigilancia da Esquistossomose Mansoni:
Diretrizes Técnicas. 2014. 42 edicao.

BRASIL. Sistema de Informagcao do Programa de Vigilancia e Controle da
Esquistossomose — SISPCE/SVS/MS. 2015.

BRASIL. Ministério da Saude. Esquistossomose. 2021. Disponivel
em:

<https://lwww.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/e/esquistossomose-1>.

BUSO, A., et al. Electrochemical removal of tannins from aqueous solutions.
Industrial & Engineering Chemistry Research 39.2 (2000): 494-499.

CASALINI, S. et al. Self-assembled monolayers in organic electronics. Chemical
Society Reviews (2017), 46(1), 40—71 doi:10.1039/c6cs00509hn


http://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/e/esquistossomose-1
http://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/e/esquistossomose-1

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. 2018. Schistosomiasis.
Disponivel em: <https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html|>

CESEWSKI, E., JOHNSON, B. N. (2020). Electrochemical biosensors for pathogen
detection. Biosensors and Bioelectronics, 112214. doi:10.1016/j.bios.2020.112214

CHEN, AW.Y, et al. An unusually late presentation of neuroschistosomiasis. Journal
of Infection (2006): 53, 155-158.

CHERAGHI, S. et al. (2017). A nanostructure label-free DNA biosensor for
ciprofloxacin analysis as a chemotherapeutic agent: an experimental and theoretical
investigation. New Journal of Chemistry, 41(12), 4985-4989.

CHEUNG, M.K.L., et al. 5 ‘Thiolated Oligonucleotides on (3-Mercaptopropyl)
trimethoxysilane— Mica: Surface Topography and Coverage. Langmuir 19.14
(2003): 5846-5850.

CIUCCI, F. (2018). Modeling Electrochemical Impedance Spectroscopy. Current
Opinion in Electrochemistry. doi:10.1016/j.coelec.2018.12.003

DAS, R. et al. (2014). An electrochemical genosensor for Salmonella typhi on gold
nanoparticles-mercaptosilane modified screen printed electrode. Journal of
Biotechnology, 188, 9-16. doi:10.1016/j.jbiotec.2014.08.002

DAZZI, A., PRATER, C. B. (2016). AFM-IR: Technology and Applications in
Nanoscale Infrared Spectroscopy and Chemical Imaging. Chemical Reviews,
117(7), 5146-5173. doi:10.1021/acs.chemrev.6b00448

DICULESCU, V. C., CHIORCEA-PAQUIM, A.-M., & OLIVEIRA-BRETT, A. M. (2016).
Applications of a DNA-electrochemical biosensor. TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 79, 23-36. doi:10.1016/j.trac.2016.01.019

EL GOUMI, Y. (2017). Electrochemical Genosensors: Definition and Fields of
Application. International Journal of Biosensors & Bioelectronics. 3.
10.15406/ijbsbe.2017.03.00080.

FREIRE, R.S., CHRISTIANA A.P., LAURO, T.K. Emprego de monocamadas auto-
organizadas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Quimica Nova 26.3
(2003): 381-3809.

FERREIRA, F. T. Sensibilidade e Especificidade do Teste Rapido na Urina
(POC-CCA) e Avaliacao da Morbidade da Esquistossomose Mansénica em
Regidao de Baixa Prevaléncia. 2016. Dissertagcdo (Mestrado em Medicina) —
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
2016.

51


http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

GOMES, E. C. S. et al. Urban schistosomiasis: An ecological study describing a new
challenge to the control of this neglected tropical disease, The Lancet Regional
Health - Americas, Volume 8, 2022, 100144, |ISSN 2667-193X,
https://doi.org/10.1016/j.lana.2021.100144.

HELI, H. et al. (2016). An electrochemical genosensor for Leishmania major
detection based on dual effect of immobilization and electrocatalysis of cobalt-zinc
ferrite quantum dots. Talanta, 156-157, 172—179. doi:10.1016/j.talanta.2016.04.065

HUAYU Y., et al. A sensitive electrochemical aptasensor for thrombin detection based
on exonuclease-catalyzed target recycling and enzyme-catalysis,

Biosensors and Bioelectronics, Volume 47, 2013, Pages 368-372, ISSN
0956-5663, https://doi.org/10.1016/j.bios.2013.03.045.

ILBEIGI, S., DEHDARI VAIS, R., SATTARAHMADY, N. (2021). Photo-genosensor for
Trichomonas vaginalis based on gold nanoparticles-genomic DNA. Photodiagnosis
and Photodynamic Therapy, 34, 102290. doi:10.1016/j.pdpdt.2021.102290

KAUR, B. et al. (2018). Approaching single DNA molecule detection with an
ultrasensitive electrochemical genosensor based on gold nanoparticles and
cobalt-porphyrin DNA conjugates. Chemical Communications.
doi:10.1039/c8cc05362f

LIMA, C. et al. Pré-diagnéstico da Esquistossomose no Semiarido: Régua
Antropométrica e Aplicativo Colaborativo. Revista Tecnologia e Sociedade,
Curitiba, v. 15, n. 36, p. 272- 293, abr./jun. 2019. DOI: 10.3895/rts.v15n36.7809.

LIMA, D. DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS
VISANDO A DETECGAO DE BIOMARCADORES RELACIONADOS AO
CARCINOMA DE CORTEX ADRENAL PEDIATRICO E A DOENGA DE
ALZHEIMER. 2020. Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade Estadual de Ponta
Grossa, 2020.

LUNA, D. M. N., et al. Electrochemical immunosensor for dengue virus serotypes
based on 4-mercaptobenzoic acid modified gold nanoparticles on self-assembled
cysteine monolayers. Sensors and Actuators B: Chemical (2015): 220:565-572.

MANZANARES-PALENZUELA, C. L. et al. (2015). Electrochemical genosensors as
innovative tools for detection of genetically modified organisms. TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 66, 19-31. doi:10.1016/j.trac.2014.10.006

52



MOBED, A. et al. (2020). Binding of Leishmania spp with gold nanoparticles
supported polyethylene glycol and its application for the sensitive detection of
infectious photogenes in human plasma samples: A novel biosensor. Journal of
Molecular Recognition, €2839. doi:10.1002/jmr.2839

MORAES, R. M. B. P; Amaral, R. (2015). Neuroesquistossomose. Revista

Brasileira de Neurologia e Psiquiatria. Ed. Especial. 165-203.

NIU, X. et al. (2017). Electrochemical DNA biosensor based on gold nanoparticles
and partially reduced graphene oxide modified electrode for the detection of Listeria
monocytogenes hly gene sequence. Journal of Electroanalytical Chemistry, 806,
116-122. doi:10.1016/j.jelechem.2017.10.049

OLIVEIRA, M.D.L., et al. Electrochemical evaluation of lectin—sugar interaction on
gold electrode modified with colloidal gold and polyvinyl butyral. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces 66.1 (2008): 13-19.

OLIVEIRA JUNIOR, J. P. Neuroesquistossomose: analise secundaria de casos
brasileiros. 2013. Trabalho de conclusdo de curso (Graduagdo em Medicina) -
Universidade Federal da Bahia, [S. I.], 2013.

PACHECO, W. F. et al. Voltammetry: A Brief Review About Concepts. Revista
Virtual de Quimica, v. 5, n. 4, p. 516-537, 2013

PARRA-ALFAMBRA, A. M. et al. (2011). New nanostructured electrochemical
biosensors based on three-dimensional (3-mercaptopropyl)-trimethoxysilane network.
The Analyst, 136(2), 340-347. doi:10.1039/c0an00475h

PASHA, A. H. G.; SADEGHI, A. (2020) A fresh study for dynamic behaviour of atomic
force microscope cantilever by considering different immersion environments,
Journal of Experimental Nanoscience, 15:1, 129-149, DOI:
10.1080/17458080.2020.1754398

PESL, M. et al. (2016). Atomic force microscopy combined with human pluripotent
stem cell derived cardiomyocytes for biomechanical sensing. Biosensors and
Bioelectronics, 85, 751-757. doi:10.1016/j.bios.2016.05.073

53



PIMENTA, K. S. S.; CORREA, J. O. A.; MESQUITA, H. L. Neuroesquistossomose:
estudo do perfil clinico-patologico e critérios diagnosticos. Revista Interdisciplinar
de Estudos Experimentais, v. 2, n. 4, p. 120-125, 11 jul. 2010.

RANDVIIR, E. P., & BANKS, C. E. (2013). Electrochemical impedance spectroscopy:
an overview of bioanalytical applications. Analytical Methods, 5(5), 1098.
doi:10.1039/c3ay26476a

RIBEIRO, D.V., SOUZA, C.A.C. e ABRANTES, J.C.C.Use of Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS) to monitoring the corrosion of reinforced concrete.
Revista IBRACON de Estruturas e Materiais [online]. 2015, v. 8, n. 4, pp. 529-546.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1590/S1983-41952015000400007>. Epub Jul-Aug
2015. ISSN 1983-4195.

SANTOS, E.C. dos, et al. Per. Il Clinico e Critérios Diagndsticos da
Mielorradiculopatia Esquistossomética. Arquivos de Neuropsiquiatria 59.3-B (2001):
772-777.

SANTOS, G. S. et al.. Label-free nanostructured biosensor for Schistosoma mansoni
detection in complex biological fluids. 2019. Talanta, 204, 395-401.
doi:10.1016/j.talanta.2019.05.111

SILVA, D. P. et al. Desenvolvimento de um potenciostato de baixo custo para ser
empregado em aulas experimentais de Eletroquimica. Brazilian Journal of
Development, v. 6, n. 12, p. 100050-100057, 2020.

SILVA, E. M., et al. (2021) Mortalidade por Esquistossomose Mansoni no Estado de
Pernambuco no Periodo 2011 a 2019. Praticas e Cuidados: Revista de Saude
Coletiva. Salvador, v.2, n.e 11210, p.1-19, 2021.

SILVEIRA-LEMOS, D. et al. “Cytokine Pattern of T Lymphocytes in Acute
Schistosomiasis mansoni Patients following Treated Praziquantel Therapy.” Journal

of parasitology research, vol. 2013 (2013): 909134. doi:10.1155/2013/909134

SIQUEIRA, L. M. V. et al. (2015). Evaluation of parasitological and molecular
techniques for the diagnosis and assessment of cure of schistosomiasis mansoni in a
low transmission area. Memorias Do Instituto Oswaldo Cruz, 110(2), 209-214.
doi:10.1590/0074-02760140375

SHARIATI, M. et al. (2018). An ultrasensitive label free human papilloma virus DNA
biosensor using gold nanotubes based on nanoporous polycarbonate in electrical
alignment. Analytica Chimica Acta. doi:10.1016/j.aca.2018.09.062

54



SOYSALDI, F., &  SOYLU, M. C. (2021).  The Effect

of (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPS) Coating on the Genetic Detection
Performance of Quartz Crystal Microbalance-Dissipation (QCM-D) Biosensor: Novel
Intact Double-Layered Surface Modification on QCM-D. ChemistrySelect, 6(24),
6056—6062. doi:10.1002/slct.202100739

STEVANATTO, L. C., BRUSAMARELLO, V. J., & TAIROV, S. (2014). Parameter
Identification and Analysis of Uncertainties in Measurements of Lead—Acid Batteries.
IEEE Transactions on Instrumentation and Measurement, 63(4), 761-768.
doi:10.1109/tim.2013.2283545

TEIXEIRA, A. C. Q. Material de Apoio. Esquistossomose. Diagnoéstico. 2014.
Disponivel

em:
<https://lwww.ufjf.br/labproteinas/material-de-apoio/esquistossomose/diagnostico/>

TIWARI, I. et al. (2015). Electrochemical detection of a pathogenic Escherichia coli
specific DNA sequence based on a graphene oxide—chitosan composite decorated
with  nickel ferrite nanoparticles. RSC Advances, 5(82), 67115-67124.
doi:10.1039/c5ra07298k

VITORINO, R. R. et al. Schistosomiasis mansoni: diagnosis, treatment, epidemiology,

prophylaxis and control. Rev Bras Clin Med. Sao Paulo, 2012 jan-fev;10(1):39-45

WANG, Q., NANGIANG, L. Electrocatalytic response of norepinephrine at a thiolactic
acid self-assembled gold electrode. Talanta 55.6 (2001): 1219-1225.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. (2010). Working to overcome the global
impact of neglected tropical diseases: first WHO report on neglected tropical
diseases. World Health Organization. https://apps.who.int/iris/handle/10665/44440

WORLD HEALTH ORGANIZATION. 2022. Schistosomiasis. Disponivel
em:

<https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/schistosomiasis>

WU, J. et al. (2015). Inkjet-printed microelectrodes on PDMS as biosensors for
functionalized microfluidic systems. Lab on a Chip, 15(3), 690-695.
doi:10.1039/c4lc01121j

XUE, D., et al. Indirect electrochemical sensing of DNA hybridization based on the
catalytic oxidation of cobalt (II). Journal of the American Chemical Society 129.7
(2007):1854-1855.

55


http://www.ufjf.br/labproteinas/material-de-apoio/esquistossomose/diagnostico/
http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/schistosomiasis

ZHANG, Y., ZHANG, K., & MA, H. (2009). Electrochemical DNA Biosensors Based
on Gold Nanoparticles / Cysteamine / Poly(glutamic acid) Modified Electrode.

American Journal of Biomedical Sciences, 115-125.

Zhu, C., Yang, G., Li, H., Du, D., & Lin, Y. (2014). Electrochemical Sensors and
Biosensors Based on Nanomaterials and Nanostructures. Analytical Chemistry,
87(1), 230—249. doi:10.1021/ac5039863

56



	Monografia - STHEFANY_FINAL_Assinado.docx
	73c1577f4ac117112dd4c7ecbc9cdee0f23b639c9c3bcf8bc17f1bb1957c653f.pdf
	Monografia - STHEFANY_FINAL_Assinado.docx

