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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca negligenciada, estreitamente relacionada com os baixos niveis de
desenvolvimento social e um grave problema de satde publica. Neste trabalho, foi desenvolvido um
sistema de camadas auto-montadas de silano na superficie de um eletrodo de ouro e nanoparticulas de
ouro eletroquimicamente depositadas para a detec¢do do Schistosoma mansoni utilizando uma sonda
tiolada de DNA de Schistosoma mansoni como elemento de bioreconhecimento. Técnicas
eletroquimicas como a espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) e voltametria ciclica (VC)
séo ferramentas Uteis para o desenvolvimento destes dispositivos. A partir da analise dos resultados foi
possivel verificar que o composito manteve a capacidade de estabelecer uma imobilizacdo estavel da

molécula de DNA. A plataforma desenvolvida apresentou um limite de detec¢do de DNA de 0.6 pg.uL
.1
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected disease closely related to the low levels of social development and a
serious public health problem. In this work, we developed a system based on self-assembled layer of
silane compounds and gold nanoparticles deposited electrochemically on the gold electrode surface to
detect Schistosoma mansoni using DNA thiolated probe as biorecognition element. Electrochemical
techniques such as electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) are
useful tools for the development of these devices. Based on the analysis of the results we found that
the nanocomposite has retained the ability to establish a stable immobilization of DNA. The developed
platform showed a DNA detection limit of 0.6 pg.uL 1.

Keywords: Schistosomiasis, electroplating, genossensor.

1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansbnica (EM) é uma parasitose causada pelo helminto Schistosoma
mansoni, censo uma doenca importante no contexto da satde publica brasileira, uma vez que, no Brasil,
a doenca foi notificada em todos os estados (SOUSA et al., 2011; KATZ, 2018). A confirmacdo
diagnostica da esquistossomose € realizada principalmente pela analise de amostras fecais (método
Kato-Katz), que atualmente é o método preconizado pela Organizacdo Mundial de Salde e pelo
Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose-PCE (PALMEIRA et al., 2010; KATZ, 2018).
Em adicdo, testes diagnosticos, como ELISA, imunoensaio de fluorescéncia indireta e
radioimunoensaio também sdo utilizados. Mas, geralmente necessitam de longos periodos para a
analise e apresentam baixa sensibilidade (WU et al., 2006). Desta forma, hd a necessidade do
desenvolvimento de métodos sensiveis, rapidos e seletivos para a deteccdo do Schistosoma. Uma
alternativa para superar estas limitacdes é o uso de biossensores (SOUSA et al., 2020). Os recentes
avancgos em biossensores baseados na hibridizacdo de acidos nucléicos tém levado ao desenvolvimento
da tecnologia em genossensores para as analises da sequéncia de DNA (XU et al., 2011).
Especificamente, os biossensores baseados em hibridizacdo eletroquimica, demonstram grande
promessa para a identificacdo de patdgenos, deteccdo de mutacdo, e determinacdo de sequéncia
gendmica. Os genossensores sdo dispositivos eletroanaliticos que incorporam uma camada genética
imobilizada na superficie de um transdutor, como elemento de reconhecimento, e convertem sinais de
interacdo entre bases nitrogenadas especificas, em sinais analiticos mensuraveis (CAMPUZANO et al.,
2014).

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo usadas para imobilizar sondas de DNA tiolada na
superficie do eletrodo, devido as suas propriedades, tais como reter a atividade bioldgica, conducao

eficiente do sinal eletroquimico entre transdutor e a interface o que permite amplificar a resposta
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elétrica. O organosilano 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) oferece uma monocamada auto-
montada em ouro e age de forma eficiente entre a superficie do eletrodo e filmes derivados de sol-gel
(BONANNI et al., 2011). A determinacéo eletroquimica tem atraido bastante atencéo, pois 0s métodos
eletroquimicos tém as vantagens de baixo custo, alta sensibilidade e ser de facil manuseio desta forma,
a voltametria Ciclica (VC) e a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram utilizadas
como ferramentas para 0s estudos da caracterizacdo da interacdo Sonda-genoma. Como objetivo, este
trabalho visa a sintese eletroquimica de nanoparticulas sobre a superficie do eletrodo para producéo de

um genossensor eletroquimico para deteccdo do S. mansoni.

2 MATERIAIS E METODOS

3-Mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) e Acido Cloroaurico (HAuCI4 - 3H20) foram
adquiridos da Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA) e o ferro- ferrocianeto de potassio foi adquirido
da VETEC (Brasil). As solugdes de DNA foram preparadas em tampéo de fosfato pH 7.4, todos os
outros reagentes e solventes foram de grau analitico.

As nanoparticulas de ouro foram diretamente depositadas sobre o eletrodo de trabalho
previamente modificado com o MPTS. Foi utilizada uma faixa de potencial de -0,2 a 1,3 V vs Ag /
AgCl ciclado 30 vezes a uma velocidade de varredura de 50 mV.s-1, numa solu¢édo a 1mM de HAuUCl,4
contendo 0,5M de H2SOg.

Os experimentos de EIE e VC foram realizados utilizando um potenciostato / galvanostato
PGSTAT 128N (Autolab, Holanda) em uma célula convencional de trés eletrodos sendo um de
trabalho, um auxiliar e um de referéncia. O eletrodo de trabalho utilizado foi o de ouro, o de platina
como contra eletrodo e o de referéncia foi 0 Ag/AgCl saturado com KCI. Foi utilizada uma solucéo de
10 mM de ferro-ferricianeto de potassio como par redox. As anélises voltamétricas foram analisadas a
um potencial de -0,2 a 0,7 V. Os espectros de impedancia foram registrados na faixa de frequéncias de
100 mHz a 100kHz.

A modificacdo da superficie do eletrodo teve a seguinte sequéncia: adicdo de 4 uL de MPTS
por 1 minuto, em seguida as nanoparticulas foram eletrodepositadas. Posteriormente, incubou-se a
sondaschistosoma POr 10 min e por fim o sistema sensor foi exposto a diferentes concentragcbes do DNA
gendmico. As analises de adsor¢do ao eletrodo foram realizadas apds cada etapa de modificacdo da

superficie.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de métodos eletroquimicos para obtencdo de nanoparticulas tem se mostrado vantajoso
por: aumentar a condutividade do eletrodo, facilitar a transferéncias de elétrons alem de melhorar a
sensibilidade analitica e seletividade (KIM et al., 2008). Neste sentido 0 comportamento eletroquimico
do eletrodo modificado com MPTS/AuNPs foi caracterizado por VC e EIE.

A Figura 1A mostra a voltametria ciclica das etapas de montagem do genossensor onde
podemos observar que antes da modificacdo as correntes de pico redox encontram-se bem definidas.
Depois da modificacdo do eletrodo com 0 MPTS houve uma diminuicdo desses picos comprovando a
formacédo da camada de MPTS na superficie do eletrodo dificultando assim a transferéncia de elétrons
entre a superficie do ouro e a solugdo redox. O grupamento tiol expostos pelo MPTS é importante para
a posterior ancoragem das nanoparticulas de ouro (AuNps) via eletrodeposicdo. Seguida da
eletrodeposicdo das AUNPs houve um acréscimo nas correntes de pico. Este comportamento indica que
as AuNPs foram eficientemente ancoradas pelo grupamento tiol expostos pelo MPTS levando ao
aumento da area de superficie eletroativa do eletrodo. Com a imobilizagdo da sonda de DNA tiolada,
ocorreu nova diminuicdo da corrente, em decorréncia a repulsao eletrostatica entre o par redox e a
sonda de DNA na superficie do eletrodo. Por fim apds adicdo de amostra com DNA complementar,

nova reducdo foi observada indicando a ocorréncia do processo de hibridagé&o.

Figura 1. a) — Voltamograma ciclico das etapas de montagem do genossensor em meio ferroferricianeto de potassio pH 7.4

entre -0,2 e 0,7 V. b) — Diagramas de Nyquist das etapas de montagem do genossensor em ferroferricianeto de potassio.
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Todas as etapas de construcdo do genossensor foram também caracterizadas por EIE. Desta forma,
o didametro do semicirculo no diagrama de Nyquist representa a resisténcia a transferéncia de carga (Rtc),

que controla a cinética de transferéncia eletronica do processo redox na superficie do eletrodo (WANG et

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p. 91158-91163, nov. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

al.,, 2011; KANG et al., 2009). A Figura 1b apresenta os diagramas de Nyquist das etapas de
desenvolvimento do genossensor.

Com o objetivo de analisar a sensibilidade do sensor desenvolvido a plataforma sensora foi exposta
a amostras contendo DNA de Schistosoma em diferentes concentracdes. A Figura 2 mostra o

comportamento do sistema sensor frente a diferentes concentracoes de DNA genomico de S. mansoni.

Figura 2 — Resposta voltamétrica e impedimétrica do genossensor frente a diferentes concentragdes de DNA de Schistosoma
mansoni.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o sistema desenvolvido manteve a
capacidade de estabelecer uma imobilizacdo estavel da sonda especifica para a 0 S mansoni, sendo
assim a plataforma sensora obtida mostrou-se eficiente na detec¢do do genoma do Schistosoma frente
a diferentes concentra¢des do DNA, com lilite de deteccéo de 0.6 pg.puL ! . Desta forma, o genossensor
desenvolvido mostra-se como uma ferramenta importante para a construgdo de um método diagndstico

mais sensivel, rapido e com baixo para a esquistossomose.
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