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RESUMO

Esquistossomose mansonica e Leishmaniose chagasi sdo importantes parasitoses responsaveis
por altas taxas de morbidade e mortalidade em todo Brasil. O diagndstico precoce é de
fundamental importancia para eficiéncia do tratamento e controle destas enfermidades.
Reacdo em cadeia de polimerase (PCR), ELISA, parasitologico de fezes e exame direto sdo 0s
métodos clinicos utilizados atualmente para a determinagdo destas infec¢des. A confirmagéo
do diagnostico por estas técnicas, no entanto, ndo sdo satisfatoriamente sensiveis e/ou
especificas, apresentando limitacGes que precisam e podem ser superadas por meio do
desenvolvimento de novas técnicas de deteccdo. Diante disto, neste trabalho, foram
desenvolvidas plataformas sensoras baseadas em eletrodeposi¢do direta de nanoparticulas de
ouro sobre superficies previamente modificadas com mercaptopropiltrimetoxisilano para a
deteccdo eletroquimica de DNA de Schistosoma mansoni e Leishmania chagasi. As técnicas
de Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e de voltametria ciclica (CV) foram
utilizadas para monitorar os eventos de bioreconhecimento dos sistemas desenvolvidos. O
biossistema proposto para reconhecimento de DNA de Schistosoma foi capaz de reconhecer
sequéncias de nucleotideos especifica de S. mansoni presente em amostras de soro (27 pg pL™
a 42 pg uL™), urina (27 pg pL™ a 50 pg pL™) e liquido cefalorraquidiano (25 pg uL™ a 60 pg
uL™) e o biossistema proposto para reconhecimento de DNA de L. chagasi foi eficiente na
deteccdo em amostras de soro (1 pg pL™ a 1 ng pL™) desta forma, podemos inferir que os
genossensores desenvolvidos mostraram-se eficientes em todas as medicdes. Os resultados de
bioreconhecimento foram comprovados pelo aumento na resisténcia de transferéncia de
cargas e pela diminuicdo dos picos de corrente proporcionais as concentracbes de DNA
durante as analises eletroquimicas. As plataformas desenvolvidas mostraram limite de
deteccdo de 0,6 pg.uL™" e 1pg.uL™ para deteccdo do S. mansoni e L. chagasi respectivamente.
Portanto, o biossensor obtido pode ser considerado como um instrumento Gtil para a detecgdo
especifica de DNA destes parasitas em baixas concentracfes e em diferentes fluidos

biologicos.

PALAVRAS CHAVE: Biossensores. Esquistossomose. Leishmaniose. Eletrodeposicéo.

Nanoparticulas.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansonica and Leishmaniasis chagasi are important parasites responsible for
high rates of morbidity and mortality throughout Brazil. Early diagnosis is of fundamental
importance for efficient treatment and control of these diseases. Polymerase chain reaction
(PCR), ELISA, parasitological stool and direct examination are the clinical methods currently
used to determine these infections. The confirmation of the diagnosis by these techniques,
however, is not satisfactorily sensitive and / or specific, presenting limitations that need and
can be overcome through the development of new detection techniques. In view of this, in this
work, sensor platforms were developed based on direct electrodeposition of gold
nanoparticles on surfaces previously modified with mercaptopropyltrimethoxysilane for the
electrochemical detection of DNA from Schistosoma mansoni and Leishmania chagasi.
Electrochemical impedance spectroscopy (EIE) and cyclic voltammetry (CV) techniques were
used to monitor the biorecognition events of the developed systems. The proposed biosystem
for Schistosoma DNA recognition was able to recognize S. mansoni specific nucleotide
sequences present in serum samples (27 pg pL™ to 42 pg uL™), urine (27 pg pL™* at 50 pg pL°
) and cerebrospinal fluid (25 pg pL™* at 60 pg pL™) and the proposed biosystem for
recognition of L. chagasi DNA was efficient in the detection in serum samples (1 pg uL™ to 1
ng UL™) In this way, we can infer that the developed genosensors proved to be efficient in all
measurements. The results of biorecognition were confirmed by the increase in charge transfer
resistance and the decrease in current peaks proportional to DNA concentrations during
electrochemical analyzes. The developed platforms showed a detection limit of 0 6 pg pL™
and 1pg pL™ for detection of S. mansoni and L. chagasi respectively. Therefore, the obtained
biosensor can be considered as a useful instrument for the specific detection of DNA of these

parasites in low concentrations and in different biological fluids.

KEYWORDS: Biosensors. Schistosomiasis. Leishmaniasis. Electrodeposition. Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A alta prevaléncia da esquistossomose e da leishmaniose pode ser explicada pela
mudanca da area de ocorréncia devido as modificacGes provocadas pelo homem, da migracéo
da populacdo de areas endémicas para outros locais e pela falta de acesso e/ou condigdes
precarias de saneamento basico (Brasil, 2010).

A esquistossomose mansonica é uma doenca parasitaria, de evolugdo cronica, cuja
magnitude da prevaléncia, severidade das formas clinicas e evolugéo a caracterizam como um
importante problema de salde publica no pais, onde se estima que aproximadamente 1,5
milhdo de pessoas estejam infectadas pelo Schistosoma mansoni (Brasil, 2017). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose afeta quase 240 milhdes de
pessoas em todo o mundo e mais de 700 milhdes de pessoas vivem em areas endémicas. A
infeccdo prevalece em areas tropicais e subtropicais, em comunidades pobres sem &gua
potével e saneamento adequado (WHO, 2018; Brasil, 2014). A esquistossomose possui baixa
letalidade e as principais causas de Obito estdo relacionadas as formas clinicas graves. Entre
2006 e 2015, registraram-se, em média, cerca de 510 6bitos anuais pela doenca no pais
(Brasil, 2017). Porém estes numeros podem ndo corresponder a realidade j& que as técnicas de
diagnostico atuais ndo apresentam sensibilidade elevada na detec¢do de infecgdes leves (King,
2010). Dai faz-se necessario o desenvolvimento e implementacdo de metodologias mais
eficazes para o diagnostico da esquistossomose, que possuam elevada sensibilidade e
especificidade que serdo necessarias em programas de controle e eliminacdo desta doenca
(Utzinger et al., 2011).

Dentre as formas ectopicas da doenca destacamos a neuroesquistossomose que pode ser
definida como o comprometimento de forma sintomatica ou assintomatica do sistema nervoso
pelos esquistossomos. Embora possa comprometer qualquer parte do sistema nervoso central
geralmente se considera apenas dois tipos de neuroesquistossomose: a encefélica e a
mielorradiculopatia (Ferrari; Drummond; Reis, 2008). Afetando a medula espinhal com maior
frequéncia do que o cérebro (Ferrari; Moreira; Cunha, 2008). Quase todos os casos relatados
de neuroesquistossomose sdo causados por infeccdo por S mansoni, S haematobium ou S
japonicum. Embora rara em comparacdo com a alta prevaléncia da doenca hepatointestinal e
do trato urinario, a neuroesquistossomose ndo € incomum e provavelmente é pouco

reconhecida (Ferrari; Moreira, 2011).
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Por outro lado, as leishmanioses também sdo consideradas um grande problema de
salde publica e representam um conjunto de doengas com importante espectro clinico e
diversidade epidemioldgica. A OMS estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao
risco de infeccdo e que ocorram aproximadamente 1,5 a 2 milhGes de novos casos das
diferentes formas clinicas ao ano. No mundo, cerca de 15 milhdes de pessoas estdo infectadas.
Américas, Africa, Asia e sul da Europa sdo consideradas regides endémicas (Brasil, 20064,
2007). Nas Américas a Leishmaniose visceral ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo
que 96% dos casos foram reportados pelo Brasil (OPAS, 2019). No pais, 0 Ministério da
Saude estima que quase trés mil pessoas sejam infectadas anualmente (Brasil, 2017).

Tanto a esquistossomose quanto a leishmaniose ocorrem de forma endémica em varios
estados brasileiros, incluindo Pernambuco. Além do adoecimento, o risco de 6bito ocasionado
por estes agravos € bastante relevante. Desta forma, o combate a estas doencas foi incluso no
Programa de Enfrentamento as Doencas Negligenciadas — SANAR (Pernambuco, 2015). Que
objetiva o desenvolvimento de um conjunto articulado de agdes de promocao, prevencéo e
controle destas patologias. Assim, o desenvolvimento de novas metodologias diagnosticas
para a esquistossomose e a leishmaniose visa contribuir com a estratégia de controle destas
patologias.

Um grande nimero de parcerias, programas, organizacOes e iniciativas de satde global
(governamentais ou ndo), foram criados nas ultimas duas décadas para acelerar o
desenvolvimento cientifico-tecnoldgico e encontrar solugdes para os problemas de saude dos
paises de baixa e média renda, visando a criacdo de varias parcerias publico-privadas para o
desenvolvimento e acesso a novos produtos e intervencdes para doengas infecciosas
negligenciadas (Zicker et al., 2019). O relatério G-Finder (2018) do projeto Policy Cures
Research, principal referéncia para o monitoramento de recursos para Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) em doengas negligenciadas, identificou 197 organizagdes, incluindo
10 agéncias brasileiras, envolvidas no fomento de P&D para Doencas tropicais negligenciadas
(DTNs) (G-FINDER, 2018). Embora existam financiamentos para pesquisas relacionadas as
doengas negligenciadas, recentemente, o montante de financiamento brasileiro para a
infraestrutura de ciéncia e pesquisa foi fortemente reduzido pela crise econdmica. O
financiamento publico para Ciéncia Tecnologia e Inovacdo (CT&I) tem sido uma das
primeiras linhas orgcamentarias a ser afetada quando ha pressdo fiscal (Zicker, Cuervo &
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Salicrup, 2018). Além disto, muitas vezes a producdo cientifica produzida ndo se reverte em
avancos terapéuticos, como, por exemplo, novos farmacos, métodos diagnosticos e vacinas, 0
que sugere a ndo aplicacdo de novos conhecimentos na solucdo de problemas de salde
publica. Uma das razdes para esse quadro é o baixo interesse da industria farmacéutica nesse
tema, justificado pelo reduzido potencial de retorno lucrativo para a industria, uma vez que a
populacdo atingida é de baixa renda e presente, em sua maioria, nos paises em
desenvolvimento (Garcia et al., 2011).

Os biossensores apresentam-se como importantes ferramentas alternativas para
complementar as técnicas de diagndstico da leishmaniose e esquistossomose normalmente
utilizadas (ELISA, PCR e RIFI) gracas as suas caracteristicas, tais como: seletividade, relativo
baixo custo de desenvolvimento e armazenagem, potencial para miniaturizacdo, facilidade de
automacdo além da possibilidade de construcdo de dispositivos simples e portateis (Rosatto et
al., 2001). Eles conjugam um componente bioldgico, que interage com um elemento alvo, a
um transdutor que transforma os processos de biorreconhecimento em sinais elétricos
mensuraveis (Wang, 2000; Pathak et al, 2007).

O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos de DNA tem atraido esforgcos de
investigacdo consideraveis nos ultimos anos (Palecek, 2009). Com o surgimento da
nanociéncia e da nanotecnologia, o uso de nanomateriais no desenvolvimento de sensores
eletrogquimicos de DNA tem se tornado uma pratica frequente, jA que o uso destes
nanomateriais imprime uma melhora significativa no desempenho destes biossensores,
aprimorando seu limite de deteccdo e sua especificidade, oferecendo excelentes perspectivas
para a concepcdo de novos sistemas sensores (Bonanni, 2010; Shi et al., 2014). Isto se da
pelas propriedades Unicas de materiais em escala nanométrica que apresentam excelentes
possibilidades de uso na interface de eventos de reconhecimento biol6gicos com transducéo
de sinal eletrénico (Malik et al., 2013).

Diferentes métodos de modificacdo de eletrodo s&o utilizados para aumentar a sua
sensibilidade e especificidade atenuando assim 0s inconvenientes inerentes na detec¢do do
analito. Biossensores possuem a capacidade para diminuir o intervalo de tempo, por exemplo,
entre a adsorcdo da amostra e obtencéo dos resultados, especialmente quando tais dispositivos
sdo combinados com os nanomateriais (Suarez et al., 2013). Dentre 0s nanomaterias as

nanoparticulas de ouro se destacam, pois tém a capacidade de estabelecer uma imobilizagédo
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estavel de biomoléculas, por conseguinte, uma grande vantagem para a preparacdo de
biossensores. Além disso, 0 uso de nanoparticulas de ouro dispensa o0 uso de mediadores de
transferéncia de elétrons, uma vez que permitem a transferéncia eletrbnica direta entre a
amostra analisada e a superficie do eletrodo (Pingarron et al., 2008).

A Declaragdo da América Latina e Caribe para a sexta edi¢cdo do Forum Mundial da
Ciéncia (Declaragdo, 2013), com a intencdo de tornar o tema menos negligenciado pela
ciéncia, estabeleceu em seu contetudo que o conhecimento cientifico deve ser utilizado para a
promocdo da inclusdo social, promocdo do bem estar e reducdo da pobreza. Sendo assim, as
pesquisas sobre as doencas negligenciadas devem ser fomentadas. Neste sentido, o
desenvolvimento de genossensores impedimétricos para deteccdo de Schistosoma e
Leishmania em diferentes fluidos bioldgicos é de fundamental importancia, pois possibilita o
diagnostico precoce destas doencas e consequentemente a diminuicao de sua evolucao para as

formas mais graves, contribuindo assim para alcancar estes objetivos.
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12 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Doencas Negligenciadas

As Doencas Negligenciadas (DNs) também denominadas de doencas tropicais
negligenciadas (DTNSs) apresentam alta incidéncia em paises de clima tropical. Sua ocorréncia
diretamente relacionada a situagcdo econdmica desfavoravel e ao baixo desenvolvimento social
(Camargo, 2008). Pois elas ndo sé prevalecem em condi¢Ges de pobreza, mas também,
contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade, ja que representam um forte
entrave ao desenvolvimento dos paises. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), mais de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doengas
negligenciadas, o que representa um sexto da populacdo mundial (Brasil, 2010b).

Em 2005 o Ministério da Saude do Brasil lancou um programa de pesquisa e
desenvolvimento em doencas negligenciadas que incluia seis doengas: dengue, doenca de
Chagas, leishmanioses, hanseniase, malaria e tuberculose. No ano de 2008, foi adicionada a
esquistossomose na lista das doencas negligenciadas (Morel et al, 2009). Posteriormente, em
2017 o Ministério da Saude lista as seguintes doencas como negligenciadas: doenca de
Chagas, esquistossomose mansoni, hanseniase, filariose linfatica, leishmaniose tegumentar,
leishmaniose visceral, oncocercose, raiva humana, tracoma (Brasil, 2018). Embora existam
inegaveis avancos nos esfor¢os visando a diminuicdo da ocorréncia destas patologias,
verifica-se no Brasil que doencas relacionadas a pobreza ainda sdo encaradas como um
problema persistente de salde publica (Barreto et al., 2011). A lideranca ocupada no ranking
mundial para casos registrados de leishmaniose visceral com 90% dos casos mundiais é um
exemplo disto.

Apesar de existirem outras doencas incluidas nesta classificacdo, neste trabalho
abordaremos apenas as principais caracteristicas das doencas tropicais negligenciadas

Esquistossomose (com énfase na neuroesquistossomose) e Leishmaniose.
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1.2.2 Esquistossomose

E uma doenca tropical negligenciada debilitante, em termos de mortalidade é
considerada uma das mais graves infecgdes parasitarias do mundo (Radwa et al., 2014). No
Brasil, cerca de 25 milhGes de pessoas vivem em areas endémicas e ainda 4 a 6 milhdes estdo
infectadas, o predominio de areas endémicas estd situada nos estados do Nordeste
(Lambertucci, 2010; Brasil, 2013). Os focos de contaminagdo ocorrem predominantemente
em areas rurais, e em comunidades pobres das periferias das grandes cidades, onde o
saneamento basico € precario ou inexistente e os dejetos sdo lancados diretamente em
corregos que alimentam rios e lagos que se tornam assim ambiente propicio para a
proliferacdo dos caramujos vetores da doenca (Vitorino et al., 2012).

A esquistossomose tem grande importancia nas discussdes sobre saude em todo o
mundo devido a sua abrangéncia espacial e continental. Ocupa a segunda posi¢ao no ranking
das doencas tropicais, perdendo apenas para a malaria, apresentando altos indices de
morbidade. E considerada uma doenca insidiosa e incapacitante em idades precoces, porém
raramente fatal e esta relacionada principalmente a auséncia ou a precariedade de saneamento
basico (WHO, 2009).

A morbidade da doenca, representada principalmente pelas formas mais graves, esta
associada, entre outros fatores, a intensidade e duracdo da infeccdo e a resposta imune do
hospedeiro aos antigenos do parasito (Coura; Amaral, 2004; Jesus, 2004; Lambertuci, 2005).
A carga parasitaria, por sua vez, € influenciada pelo grau de contato com a &gua, reflexo das
condigdes socioecondmicas e culturais da populacdo (Rollemberg, 2008).

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) na esquistossomose pode ou nao
determinar manifestacdes clinicas. Quando sintomatica, a neuroesquistossomose (NE) € uma
das formas mais graves de apresentacdo da infeccdo esquistossomotica (Ferrari; Moreira;
Cunha, 2008). O comprometimento do sistema nervoso pode ocorrer diretamente pelo parasita
ou indiretamente pela deposicdo de complexos imunes circundantes, sendo a forma ectopica a
mais frequente e incapacitante da infecgdo esquistossdomica (Andrade Filho et al., 2015).
Quando sintomatica, € um grave distarbio no qual o prognostico depende em grande parte do

diagnostico e tratamento precoces. Embora rara em comparacdo a alta prevaléncia de
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manifestacBes hepato-intestinais, a NE ndo é pouco frequente e é provavelmente sub-
reconhecida (Chen et al., 2006), portanto a sua real prevaléncia é desconhecida.

A neuroesquistossomose € um problema de salde puablica. Até recentemente essa
patologia era considerada rara. No entanto, a frequéncia do acometimento neurologico oscila
entre 0,3% e 4% dos portadores de esquistossomose. No Brasil, existem cerca de 10% de
individuos com esquistossomose, em torno de 17 milhdes, portanto ha possibilidade de existir
algo em torno de 51.000 a 680.000 pessoas com neuroesquistossomose ou com grande

potencial para desenvolvé-la (Santos, 2008).

1.2.2.1 Ciclo Bioldgico do Schistosoma mansoni

O agente etioldgico da esquistossomose mansénica S. mansoni. é um helminto da classe
dos Trematoda, familia Schistossomatidae e género Schistosoma. S&o organismos digenéticos,
finos, esbranquicados e dioicos, durante o acasalamento a fémea adulta, mais alongada,
encontra-se inserida em uma fenda do corpo do macho, chamada de canal ginecéforo. Os
individuos adultos habitam os vasos mesentéricos do hospedeiro definitivo e suas formas
intermediéarias se desenvolvem em caramujos gastropodes aquéaticos do género Biomphalaria,
seu hospedeiro intermediario. O homem ¢ o seu principal hospedeiro definitivo, ja os
primatas, marsupiais, ruminantes, roedores e lagomorfos, sdo considerados hospedeiros
permissivos ou reservatorios, e sua participacdo ainda nao é totalmente conhecida no ciclo de
transmissdo da doenca, apesar da capacidade de todos em eliminar ovos nas fezes (Brasil,
2010c; Brasil, 2009).

A transmissao parasitaria (Figura 1) ocorre quando fezes humanas contendo ovos de S.
mansoni contaminam colec@es hidricas (rios, corregos, lagoas e acudes). Em condicgdes ideais
de temperatura e luz os ovos eclodem e liberam os miracidios que s&o larvas ciliadas bastante
ageis com avancada capacidade de locomog¢ao e afinidade quimiotatica aos moluscos.
Algumas horas ap0s a penetracdo dos miracidios no caramujo Biomphalaria tem inicio um
complexo processo de alteragdes morfologicas originando 0s esporocistos primarios e
esporocistos secundarios e por fim a cercaria. Estas rompem os tecidos dos moluscos e se
dispersam no ambiente aquético e, ao entrarem em contato com o hospedeiro definitivo,

penetram na sua pele e/ou mucosa iniciando assim o processo infeccioso humano. Ao
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penetrarem a pele do hospedeiro definitivo, as cercarias evoluem para uma forma parasitaria
priméaria chamada esquistossdbmulo, que migra tanto através da circulagdo sanguinea quanto
linfatica, até atingir o coracdo e em seguida os pulmdes. Ao alcancarem 0s vasos sanguineos
0s esquistossdmulos sdo conduzidos ao figado, onde se desenvolvem em suas formas adultas.
Nos vasos portais mesentéricos, ocorre a sobreposicdo da fémea no canal ginecéforo do
macho e, consequentemente, a copula, seguida de oviposi¢do. Estes ovos ai postos chegam ao
tubo intestinal, reiniciando o ciclo (Barbosa et al., 2008; Brasil, 2005, Brasil, 2009).

Aproximadamente 50% dos ovos sdo eliminados nas fezes. O restante fica retido na
submucosa intestinal, podendo ser arrastados para varias partes do corpo. A resposta imune
em torno do ovo produz uma reacdo granulomatosa, que é a principal responsavel pela
patologia da doenca (Jenkins-Holick & Kaul, 2013).

Figura 1: Ciclo biol6gico do Schistosoma mansoni. Fonte: Weerakoon et al., 2015. Adaptado

Larvas amadurecem no figado

/\V’

Vermes adultos acasalam
Larvas migram para o coragdo e (“
entram em circulagdo

crdnica
Larvas migram para os pulmdes

Cercdria perde a cauda e se torna
esquistossdmulo

W) o

Cercdria penetra na pele

Reagdes inflamatérias de ovos /J
@ retidos nos tecidos criam
obsTrugEes e esquistossomose

q.

D

Vermes migram para vasos
mesentéricos e depositam ovos nas
fezes

i,

"

\ Cercaria sdo liberadas e nadam

~ livremente na dgua b
) Ovos eclodem liberando miracid

-
e ﬁ/@,

Miracideo penetra no caramujo




25

1.2.2.2 Epidemiologia

Pela sua prevaléncia e elevada morbidade, a esquistossomose estd entre 0s mais
importantes problemas de saude publica de areas tropicais e subtropicais, onde o fator
socioeconémico, determinando méas condicdes de habitacdo e higiene, favorece seu processo
de disseminacdo. A doenca causada pelo Schistosoma mansoni estd presente em 54 paises,
com nimero maior de casos na Africa, Leste do Mediterraneo e nas Américas. Na América do
Sul, é encontrada na Venezuela, nas ilhas do Caribe e no Brasil (WHO, 2017).

E uma endemia de fécil expansdo em funcdo da associacdo de alguns fatores como a
extensdo de areas agricolas com projetos de irrigacdo, devastacdo ambiental, utilizacdo das
aguas naturais contaminadas e ocupacdo das terras por uma populacdo de baixo nivel
socioeconémico (Tibirica, 2008). Desta forma, a esquistossomose pode ser um indicativo
socioecondémico importante, estando intimamente ligada a pobreza e a sua relagdo como
questdo de salde publica é decorrente desta inter-relagdo (Souza; Santos, 2008).

O sistema nervoso central (SNC) pode ser acometido pelas infec¢bes do Schistosoma
Mansoni, S. haematobium e S. japonicum (Braga et al., 2003) Esta ultima é mais
frequentemente associada a infeccao cerebral, que possui prevaléncia sintomatica entre 2 a 4%
na populacdo portadora de esquistossomose desta espécie. J& as outras duas sdo mais
associadas a forma mielorradicular, forma mais comum da doenca esquistossomética do SNC,
especialmente o S. mansoni, Unica espécie existente nas Américas (Andrade Filho et al.,
2015).

Acredita-se que a esquistossomose ocorra de forma bastante significativa no Brasil,
sendo endémica em alguns estados do Nordeste além do norte de Minas Gerais onde ocorre a
transmissdao de forma mais intensa. As areas endémicas e focais abrangem 19 unidades
federadas. A esquistossomose ocorre de forma endémica nos estados do Maranhdo, Alagoas,
Bahia, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Sergipe, Paraiba, Espirito Santo e Minas Gerais e
de forma focal no Ceara, Piaui, Para, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Sdo Paulo, Parang, Rio
Grande do Sul, Goiés e no Distrito Federal, ndo atingindo grandes areas (Brasil, 2011).

O estado de Pernambuco é considerado a unidade federada do Brasil com maior grau de
endemicidade para a esquistossomose e apresenta aproximadamente 1/3 dos ébitos. Nesse

estado, a esquistossomose é tradicionalmente endémica na regido rural, em localidades onde
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as taxas de infeccdo humana variam de 12% a 82%. Em 2012, foram registrados 488 o6bitos
pela doenca no Brasil, sendo 63,3% destes na Regido Nordeste. Pernambuco registrou o maior
numero de Obitos, 158, o que equivale a 32,4% dos GObitos por esquistossomose no Pais. No
ano de 2013 este numero diminuiu para 141 dbitos, em 2014 foram realizados 256.660
exames parasitologicos de fezes em 117 municipios. A positividade de Schistosoma mansoni

variou de 0,1% a 22,0% nos municipios endémicos (Brasil, 2013; Pernambuco, 2015).

Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose, de acordo com o percentual de positividade por municipio no Brasil
no periodo de 2010 a 2015. Fonte: Brasil, 2013.
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Diante destes fatos o Ministério da satde elaborou 0 “Plano Integrado de Agdes
para o Enfretamento as Doencas Negligenciadas no Estado de Pernambuco/ SANAR —

2015 —2018”, um plano de ac¢des estratégicas de combate e definiu um conjunto de endemias
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negligenciadas e\ou relacionadas a pobreza que demandam acles estratégicas para sua
eliminacdo como problema de satde publica dentre elas a esquistossomose. Neste plano de
acdao o governo do Brasil assume um compromisso publico de eliminar ou reduzir
drasticamente a carga dessas doencas. Caracteriza-se principalmente pela proposicdo de
estratégias de busca ativa de novos casos e tratamento oportuno visto que esforgos dirigidos
especificamente para a deteccdo precoce, bem como para 0 maior nimero de tratamentos
realizados, impactardo na reducdo da circulacdo ambiental dos agentes etiologicos dessas
endemias, e na reducdo do surgimento de novos casos e de suas consequéncias (Pernambuco,
2015).

1.2.2.3 Caracteristicas Clinicas

Em relacdo a manifestacdo clinica da doenca, a esquistossomose pode ser classificada
em duas formas evolutivas: a aguda e a crbnica. A caracteristica da fase aguda € a
sintomatologia bem caracteristica como: a dermatite cercariana, provocada pela penetracdo
das cercarias na pele que tem sua intensidade varidvel desde um quadro assintomatico até o
surgimento de dermatite urticariforme, com erupcdo papular, eritema, edema e prurido,
perdurando até cinco dias ap6s a infeccdo, e a febre Katayama que surge geralmente de um a
dois meses apds a infeccdo, apresenta-se com febre alta, mialgias, astenia, cefaleia e tosse
seca. Nos casos crénicos ha dor abdominal, dificuldade de digestdo e nauseas. A fase cronica
acomete principalmente o aparelho digestivo, com dispepsia, surtos diarreicos (em alguns
casos sanguinolentos), meteorismo, tenesmo, hepatoesplenomegalia, e por fim sinais de
hipertensdo portal (Pordeus et al., 2008; Carvalho et al., 2008b).

Os sintomas mais agudos surgem quando 0s vermes amadurecem no organismo
humano, apds quatro a seis semanas da infec¢do, mas ndo € raro, na sua passagem pelos
pulmdes, provocarem febres e problemas respiratérios. Dependendo do grau de infestacdo, o
figado pode aumentar muito de tamanho e o doente fica com a barriga inchada, dai a
denominacdo de barriga d'agua (Figura 3). Em casos mais graves, devido a fibrose extensa do
figado, ocorre hipertensdo da circulagdo portal - acumula-se sangue no bagco e aparecem

varizes no es6fago, 6rgaos cujas veias desembocam no sistema porta. A ruptura das varizes
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esofagicas provoca hemorragias extensas (hematémese) e muito graves. A desnutricdo dos
pacientes € devida ndo sO6 a anemia decorrente das hemorragias, mas também ao

funcionamento insuficiente do figado (Carvalho et al., 2008c).

Figura 3: Paciente com a forma hepatoesplénica da esquistossomose mansoni. Fonte: Carvalho et al., 2008c.

Destaca-se ainda que, manifestacdes através de lesdes ectdpicas de pele sdo raras em
pacientes acometidos pela esquistossomose e podem ocorrer tardiamente (Figura 4).
Geralmente, elas ocorrem mais em visitantes de &reas endémicas do que na populagédo
residente, o que pode ser justificado pela imunidade natural, fatores raciais e genéticos (Perez,
2004; Leman et al, 2001). Varias manifestacdes cutaneas estdo associadas a infestacdo pelo
Schistosoma. Dentre elas a dermatite cercariana que resulta da penetracdo das cercarias na
pele intacta e ocorre logo apds o contato com a dgua contaminada (Tranquilini et al., 2011).

No entanto, as lesdes cutaneas podem ser causadas pela deposicdo de ovos ou, raramente, de
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vermes adultos na pele. Esta forma de envolvimento cutdneo manifesta-se geralmente nas
regides perigenitais e genitais (Perez, 2004). Lesdes infiltrativas nestas regides provocam uma

reacao inflamatoria e fibrotica, levando a formacéo de granulomas (Tranquilini et al., 2011).

Figura 4: Manifestacdo cutinea da esquistossomose. Fonte: Nunes et al., 2013.

O sistema nervoso central (SNC) pode ser acometido nas infec¢es pelo Schistosoma
mansoni, mas também pelo S. haematobium e o S. japonicum. A deposi¢do assintomatica de
ovos no SNC ¢ frequente. Quando sintomaticas, as duas primeiras espécies citadas provocam
mais frequentemente sindrome mielorradicular, e a Ultima ocasiona envolvimento cerebral
(Brasil, 2006). A NE pode se manifestar clinicamente por meningomielorradiculite,
mielite, radiculite ou pela forma pseudotumoral cerebral ou medular. Seu diagnostico é
fundamentado em dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. Apesar da complicacao
neurologica desta parasitose ser relativamente rara, nas Ultimas duas décadas o numero de
relatos de casos vem aumentando consideravelmente, principalmente em nosso pais (Andrade
Filho, 2015).
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A principal determinante da lesdo no SNC pela infeccdo pelo Schistosoma mansoni é a
reacdo inflamatoria da deposicao de ovos do parasito no tecido nervoso (Brisson et al., 2014).
A histdria epidemiolodgica associada a exposicdo da cercaria ou de infeccdo prévia auxilia o
diagnostico. Entretanto a MRE pode ocorrer na auséncia deste relato, e ainda muitos anos
apos o desaparecimento das manifestaces intestinais. Inicialmente o paciente apresenta dor
lombar ou de MMII (membros inferiores), sequido de disfuncdo vesical, paresia e parestesia
de MMII, e impoténcia sexual (Santos et al., 2001; Silva et al., 2004). A evolucéo é aguda ou
subaguda com duracdo de 15 dias em média, até a instalacdo completa de mielorradiculopatia.
Na auséncia de tratamento, 95% dos pacientes evoluem para a morte ou sequelas neuroldgicas
com disfuncdo motora dos MMII, esfincteriana e erétil, além de dor parestésica de MMII
(Peregrino et al., 2002; Silva et al., 2004;). A figura abaixo mostra ressonancia magnética de

paciente com manifestacGes da MRE.

Figura 5 Alargamento do cone medular (seta inferior) e captacdo homogénea e circunscrita de contraste em

medula toracica baixa (seta superior) em paciente com mielopatia esquistossomética: Brasil, 2006.
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A NE cerebral geralmente se apresenta como lesdo expansiva intracraniana, de evolugéo
lenta. As manifestacGes clinicas sdo variaveis e dependem principalmente do local da lesdo e
da hipertensdo intracraniana causada pelo efeito de massa dos granulomas. Cefaleia,
papiledema, anormalidades visuais, disturbios da fala, alteracbes sensitivas, hemiparesia,
nistagmo e ataxia sdo manifestacbes comuns. A duracdo das manifestacfes clinicas varia de
algumas semanas a mais de um ano (Peregrino et al., 2002).

E importante ressaltar que a ocorréncia da MRE, diferentemente de outras formas
graves da esquistossomose, como a hepatoesplénica e a hipertensao pulmonar, ndo depende de
cargas parasitarias elevadas. Ao contrario, geralmente os pacientes portadores da MRE
apresentam poucos ovos por grama de fezes e muitas vezes sdo provenientes de areas de baixa
prevaléncia (Brasil, 2006). Esses achados justificam o interesse no desenvolvimento de novos
métodos diagnosticos mais precisos e eficientes para esta patologia. Ja que, diagndstico e
tratamento precoces permitem um melhor progndstico com a preservacdo ou recuperacao
completa da fungdo neuroldgica (Andrade Filho et al., 2015; Nobre et al., 2001; Peregrino et
al., 2002).

1.2.2.4 Patogenia

A patogénese da esquistossomose mansonica esta intimamente relacionada a interacéo
humano/helminto. Durante seu ciclo evolutivo nos diferentes tecidos do hospedeiro
intermediario, 0 S. mansoni passa por importantes alteracdes morfoldgicas e bioquimicas que
servem como “escape” contra o sistema imunoldgico deste hospedeiro. A partir das 12
primeiras horas apds a penetracdo das cercarias, ocorre uma importante reacdo inflamatoria,
originando a denominada dermatite cercariana, sendo esta a primeira linha de defesa contra a
infeccdo (Cavalcanti et al., 1998; Milan; Keim, 2007; Lichetenbergova et al., 2008).

O acontecimento patogénico mais relevante na esquistossomose é a formacdo de
granulomas hepaticos e a fibrose hepatica peri-portal (Carvalho et al., 2008a). Durante a
ovoposicdo, aproximadamente 60% dos ovos sdo expelidos na luz intestinal. Os demais
permanecem alojados nas mucosas do intestino (Prata, 2007). Destes ovos uma parte
permanece alojada enquanto outros vao sendo carreados pela circulacdo mesentérica até o

figado, onde ficam presos nos sinusoides hepaticos (Souza et al., 2011). A formacdo dos
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granulomas em diferentes tecidos explica as manifestagbes da esquistossomose,
principalmente: a hipertensdo portal (granuloma hepatico); formacdo de pseudotumores
(granulomas no omento e na parede intestinal); disfuncdes neuroldgicas (granulomas no
sistema nervoso central) e lesdes vasculares pulmonares (granulomas nos vasos pulmonares)
(Carvalho et al., 2008d).

ApresentacOes ectdpicas da esquistossomose ocorrem quando 0s ovos do parasita ou
formas adultas estdo localizados longe do seu local habitual (sistema portal). Esquistossomose
ectdpica foi reportada em diferentes localizacbes como: no apéndice cecal, vesicula biliar,
pancreas, peritdnio, sistema urogenital, sistema nervoso central, miocardio, pele, eséfago,
estdbmago, tireoide e adrenal (Melo; Coelho, 2000). O ciclo de vida do Schistosoma é bem
estabelecido. No hospedeiro definitivo, apos as cercarias penetrarem a pele, migram até os
vasos sanguineos sistémicos através dos vasos linfaticos. Nos sinuséides portais, evoluem
para vermes adultos, quando entdo migram até os plexos venosos na regido da bexiga e reto
(Tranquilini et al, 2011).

Em relacdo ao SNC, sdo consideradas fundamentais as lesdes caudadas por trés fatores:
0 ovo do parasito com liberacdo de antigenos e formacdo do granuloma; o verme adulto e os
complexos imunes (antigeno/ anticorpo) circulantes com dep6sitos nos tecidos (Andrade Filho
et al., 2015). Os ovos que alcancam o SNC formam grandes granulomas em area circunscrita,
respondendo pela producdo do efeito de massa com sinais neuroldgicos de aumento da
pressdo intracraniana (Serapido et al., 2009).

A neuroesquistossomose ocorre quando 0s ovos, ndo sdo eliminados nas fezes ou na
urina, em vez disso, se espalham para o sistema nervoso central e provocam a formacao de
granulomas. O envolvimento do cérebro (esquistossomose cerebral/encefalica ou doenca
granulomatosa cerebral) muitas vezes leva a convulsdes, enquanto o envolvimento da medula
espinhal (esquistossomose medular ou mielorradiculopatia esquistossomética) pode causar
compressdo na medula culminando em paralisia (Rose et al., 2014). Os ovos podem atingir o
sistema nervoso central por trés mecanismos: shunts pulmonares arteriovenosos, embolizacéo
retrégrada pelo plexo venoso vertebral de batson (Melo; Coelho, 2005; Nascimento-Carvalho
et al., 2005; Andrade-Filho et al., 2015) ou migracdo andmala de vermes adultos para locais

proximos ao sistema nervoso central, seguido de deposicéo de ovos in situ (Lins et al., 2008).
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1.2.2.5 Diagnostico

O diagnostico da esquistossomose pode ser realizado por métodos de deteccdo direta,
indireta, qualitativos ou quantitativos. Quando ha a observacdo da presenca do parasita ou
fragmentos dele é denominado método direto. Os métodos indiretos sdo baseados na deteccao
de marcadores bioguimicos, clinicos ou imunoldgicos para atestar a presenga do parasita. Os
métodos qualitativos sdo classificados em positivos, na presenca do parasita, ou negativos, na
auséncia do parasita, e tém a capacidade de identificar os tipos de parasitas. E por fim, os
métodos quantitativos que além de identificar a presenca do parasita, determinam o nimero de
ovos por grama de fezes (Ferreira, 2016). Dentre os métodos disponiveis para a deteccdo da
esquistossomose 0 Kato-Katz é considerado padrao ouro pelo Ministério da Satde do Brasil e
pela Organizacdo Mundial da Saude (Barbosa et al., 2017).

A deteccdo microscépica direta de ovos de schistosoma excretados na urina e / ou fezes
€ um método especifico, ja que ovos de schistosoma séo faceis de detectar e identificar em
microscopia devido ao tamanho e a forma caracteristica com uma espinha lateral ou terminal
(Brasil, 2014). Para um diagnostico eficaz, a escolha da técnica adequada para a realizacdo do
exame parasitologico de fezes (EPF) é fundamental. No caso da esquistossomose, as técnicas
apresentadas no quadro 1 sdo as técnicas parasitologicas de escolha, sendo o Kato-Katz o mais
comumente utilizado. Nesta técnica é indicada a realizacdo de analise de minimo, trés
amostras de fezes coletadas em dias alternados, uma vez que o S. mansoni possui uma baixa
carga parasitaria, tornando esse exame pouco sensivel (Vitorino et al., 2012). Ovos de S.
mansoni podem ser encontrados a partir do 40° dia do contagio. Embora considerado o padrédo
"ouro™ para a deteccdo de infeccOes por schistosoma em seres humanos, esta metodologia
apresenta limitagcdes em infeccdes leves, quando os ovos ficam presos no tecido ou ainda em
areas de baixa transmissdo. Além disto, esta técnica diagnostica ndo apresenta uma ferramenta
automatizada que auxilie na contagem dos ovos de S. mansoni, necessitando, portanto de um
profissional qualificado para sua execucdo (Melo; Coelho, 2016). A técnica de Kato-Katz
apresenta ainda outras limitagdes, dentre elas a impossibilidade de execucdo em amostras
diarreicas, ndo detectar cistos de protozoarios e larvas de helmintos, baixa reprodutibilidade
entre amostras e entre l&minas diferentes de uma mesma amostra e entre leituras de

examinadores diferentes (Kongs et al., 2001).
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Quadro 1: Exames parasitologicos para o diagndstico da esquistossomose mansonica. Fonte: Ferreira, 2016

Métodos qualitativos Métodos quantitativos
Método de sedimentacdo espontanea (HJP) Método Kato-Katz
Método de flutuacédo Método de eclosdo de miracidios
Método de centrifugacdo em éter sulfurico Gradiente salinico
Método Centrifugo-sedimentacéo (MIFC) Helmintex
Reacé&o peri-ovular

E importante ressaltar que, exames parasitologicos negativos ndo significam
necessariamente que os individuos ndo estejam infectados. Por isto, muitas vezes é necessaria
a realizacdo de uma bidpsia retal, para a confirmacdo ou exclusdo do diagnostico. A bidpsia
possui maior sensibilidade, dando mais confiabilidade ao diagnostico quando comparada ao
EPF. Porém, ela sé é realizada em casos especificos como dificuldades na coleta (Vitorino et
al., 2012). Na analise pela biopsia retal, fragmentos da mucosa retal sdo examinados a procura
de ovos de S. mansoni. A quantificacdo de ovos por grama de tecido examinado recebe o
nome de oograma. Este procedimento possibilita a avaliacdo da intensidade da infeccdo e €
empregada quando repetidos exames de fezes resultam negativos ou na avaliagéo de eficiéncia
terapéutica. E uma técnica que exige a coleta de amostra por meio de um procedimento
invasivo e bastante incobmodo, realizado em ambiente hospitalar com pessoal especializado
(Ferrari; Drummond; Reis, 2008). Desta forma, ndo € recomendado para pesquisas
epidemioldgicas.

Os ensaios imunolégicos sdo importantes ferramentas para o diagnostico da
esquistossomose, eles podem ser realizados de duas maneiras, a primeira detectando
anticorpos produzidos pelo homem contra o parasito, conhecido como método indireto, ou
detectando antigenos liberados na corrente sanguinea do hospedeiro pelo parasito em diversos
estagios de seu desenvolvimento: antigeno cercariano, do ovo e antigenos associados ao
intestino do verme adulto, também conhecido como método direto (Rabello et al., 2008). A
deteccdo de anticorpos pode ser Util em determinadas circunstancias, tais como em pacientes
ndo excretores de ovos, mas a sua aplicacdo é limitada (Melo; Coelho, 2016). Os ensaios

diagnosticos imunologicos, ou seja, baseados na deteccdo de anticorpos apresentam alta
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sensibilidade, no entanto, ndo conseguem distinguir infeccbes passadas das atuais e séo
relativamente susceptiveis a rea¢fes cruzadas com outros antigenos além de permanecerem
positivos durante anos apos a cura quimioterapica (Ross et al., 2002; Stothard et al., 2009). A
maioria das técnicas se baseia na deteccdo de anticorpos IgG, IgM, ou IgE contra o antigeno
solivel do verme adulto ou do ovo por ensaio de imunoadsorcdo enzimética (ELISA),
hemaglutinacdo indireta, ou imunofluorescéncia (Brasil, 2017; Melo; Coelho, 2016). A
positividade em um desses métodos ndo define a presenca de infeccdo esquistossomotica
ativa, pois somente indica resposta do sistema imune do hospedeiro a determinados antigenos
parasitarios (Rabello et al., 2008).

A deteccdo de antigenos circulantes de verme adulto ou ovos marcados com anticorpos
monoclonais ou policlonais em soro, urina, ou expectoragdo apresenta-se como uma nova
técnica promissora que pode eventualmente substituir métodos tradicionais de diagnostico
(Wang et al., 2012; Wang et al., 2018). Porém estudos demostram que sua sensibilidade e/ou
especificidade ainda ndo sdo suficientes para um diagndstico definitivo (Li et al., 2010).

Ensaios baseados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo especificos e altamente
sensiveis, sao utilizados na deteccdo de DNA de Schistosoma em excre¢cdes humanas, soro e
plasma. Esta técnica permite a amplificacdo de DNA ou RNA do agente infeccioso, copiando-
as em larga escala de modo especifico. A sensibilidade desta técnica é bastante satisfatoria,
sendo o limite de deteccdo de cerca de um fentograma (107*°g) (Ten Hove et al, 2008;
Wichmann et al., 2009; Gomes et al., 2010; Ibironke et al., 2011; Carvalho, 2008b). Porém, a
sua aplicacdo requer infraestrutura de alto custo, em laboratério de alta tecnologia e manuseio
altamente precisos das amostras além do uso de kits e equipamentos. Estdo associadas
também a PCR desvantagens como a possibilidade de inativacdo enzimatica e a contaminacao
das amostras testadas. Sendo assim uma técnica limitada para uso em larga escala nao
disponivel para a rotina (Carvalho et al., 2008b; Rollinson et al., 2013, Rabello, 2008).

A mielorradiculopatia esquistossomotica (MRE) tem seu diagnéstico subestimado pelas
dificuldades de obtencdo de sua confirmacao e pela excluséo de seus diagndsticos diferencias
(Nascimento et al., 2014). O sexo masculino é o género mais acometido pela MRE
correspondendo de 69-83% dos casos com prevaléncia entre jovens em idade produtiva
(Brisson et al., 2014). Isto se deve a sua maior exposicao ocupacional (Brasil, 2006) e pelo

aumento de pressdo intra-abdominal por exercicios fisicos contrateis, que favorecem a
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migracdo da esquistossomose e seus Ovos para 0 sistema nervoso central a partir do plexo de
Batson — comunicagdo entre o sistema porta e veia cava e as veias medulares e cerebrais
(Silva, 2004). A demonstracdo de ovos no tecido nervoso por bidpsia ou necropsia representa
a Unica prova incontestavel do acometimento medular pelo Schistosoma. Entretanto, o estudo
histolégico da medula espinhal envolve a realizacéo de procedimento invasivo e com riscos de
sequelas, para diagnostico de uma doenca cujo tratamento é eminentemente clinico e
favoravel. Assim, torna-se de extrema importancia o esfor¢co para o estabelecimento do
diagnostico ndo cirdrgico desta manifestacdo clinica da esquistossomose (Brasil, 2006).
Portanto, o diagndstico pratico da NE se baseia na epidemiologia positiva através da histéria
de contato com &gua possivelmente contaminada pelo S. mansoni, achados clinicos e
complementares e pela exclusdo de possiveis diagnésticos diferenciais (Lambertucci et al.,
2007; Andrade-filho et al., 2015).

Ante o exposto, fica clara a necessidade de desenvolvimento de um método de detecgao
rapido, sensivel e seletivo para a determinacdo da infeccdo pelo schistosoma tanto para a

protecdo da salde quanto para a continuacdo do tratamento médico (Zhou et al., 2002).

1.2.3 Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que afetam milhares de pessoas no
mundo, principalmente as que se encontram socioeconomicamente vulneraveis (Romao et al.,
2007). Sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios do género Leishmania, 0s quais sao
amplamente distribuidos pelo mundo e sdo capazes de infectar animais domeésticos e silvestres
bem como o homem quando este entra em contato com o ciclo de transmisséo do parasita. A
Leishmania é um protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae com duas formas
principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e em
alguns meios de cultura artificiais, e outra aflagelada ou amastigota, que é vista nos tecidos
dos hospedeiros vertebrados (homem e outros animais superiores) (figura 6). Atualmente
encontram-se entre as seis endemias consideradas prioritarias no mundo. E uma doenca
crénica e sisttmica que quando ndo tratada pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casos
(Brasil, 2014b; Brasil, 2017; Brasil. 2000).
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Figura 6: Formas da Leishmania chagasi. a) forma flagelada promastigota; b) forma aflagelada amatistigota.
Fonte: Brasil, 2006.
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As leishmanioses constituem um variado grupo de enfermidades com diferentes
manifestacdes clinicas, podendo afetar pele, mucosas e visceras (Arruda, 2009). Nas
Ameéricas, as leishmanioses podem ser classificadas em dois grupos principais, Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral (LV). A LTA é transmitida por varias
espécies de flebotomineos sendo as principais envolvidas: Leishmania (Leishmania)
amazonensis; Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis, e pode
variar na sua sintomatologia e na progressdo clinica da doenca dependendo do agente
etioldgico. As formas clinicas da LTA incluem a leishmaniose cutanea e a leishmaniose
cutaneomucosa. No Brasil, 0 agente etioldgico da leishmaniose visceral (LV) é a Leishmania
infantum (syn. L chagasi) ambas sdo transmitidas por flebotomideos do género Lutzomya
(Brasil, 2017).

No Pais, existem atualmente sete espécies de Leishmania responsaveis pela doenca
humana e mais de 200 espécies de flebotomineos implicados em sua transmissdo. Trata-se de
uma doenca que acompanha o homem desde tempos remotos e que tem apresentado, nos
ultimos anos, aumento do nimero de casos e ampliagdo de sua ocorréncia geogréfica (Brasil,
20064a; Brasil, 2007).

1.2.3.1 Ciclo Biologico Leishmania
Os parasitas do género Leishmania sdo digenéticos (heterdxenos) e apresentam em seu

ciclo de vida apenas duas formas evolutivas: a forma promastigota, que é flagelada e
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extracelular, e a forma amastigota, que é intracelular e sem movimentos. A infec¢do do vetor
ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem macrofagos
parasitados por formas amastigotas da Leishmania. No trato digestivo anterior, ocorre o
rompimento dos macrofagos liberando essas formas. Estes parasitas reproduzem-se por
divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em formas flageladas denominadas de
promastigotas, que também se reproduzem por processos sucessivos de divisdo binaria. As
formas promastigotas colonizam o es6fago e a faringe do vetor (proboscida), onde
permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo de onde podem entdo ser inoculados durante a
proxima alimentacdo sanguinea do inseto (Brasil, 2014b). O ciclo biolégico da Leishmania
esta representado na figura 7.

Figura 7: Ciclo biol6gico da Leishmania sp. no hospedeiro invertebrado e mamifero. Fonte: CDC — Centro de
Controle e Prevencdo de Doengas
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1.2.3.2 Epidemiologia

A LV é uma antropozoonose de elevada distribuicdo mundial, com registros em todos 0s
continentes, com excecdo da Oceania (Brasil, 2010). Na América Latina, a doenca ja foi
descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente
na Regido Nordeste. No pais, o Ministério da Salude estima que quase trés mil pessoas sejam
infectadas anualmente (Brasil, 2014b).

Em Pernambuco, a LV é historicamente endémica, inicialmente com carater rural e
recentemente em expansao para areas urbanas. No periodo de 2010 a 2014, foram 473 casos.
Nesse mesmo periodo foram registrados 35 ébitos (Pernambuco, 2015). A Figura 8 apresenta
0 numero de 6bitos por LV e taxa de letalidade, segundo notificacdo entre os anos de 2005 e

2014 nos municipios do estado de Pernambuco.

Figura 8: Numero de 6bitos por leishmaniose visceral e taxa de letalidade, segundo ano de notificagdo em
Pernambuco de 2005 a 2014. Fonte: Brasil, 2016
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Apesar da notificacdo da doenca ser obrigatdria no Brasil, a quantidade elevada de
novos casos e a dificuldade de diagnostico em areas isoladas ou desfavorecidas, limita a
precisdo de incidéncia e prevaléncia da doenca. Além disso, no Brasil pode ocorrer outro
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importante meio para a transmissdo da doenga sem a presenca do vetor, pela via cléssica, que
é através de transfusdo sanguinea. 1sso se deve ao fato dos testes sorologicos para LV ainda
ndo estarem incluidos na triagem dos doadores (Laurenti, 2010).

1.2.1.2.3 Caracteristicas Clinicas

As Leishmanioses podem se apresentar com diferentes manifestagdes clinicas:
comprometendo pele e mucosas (LTA) ou as visceras (LV). A LTA classicamente se
manifesta de duas maneiras: a forma cutdnea e a mucosa (mucocutanea). A forma cutanea
caracteriza-se por apresentar lesdes indolores, com formato arredondado ou ovalado,
apresentando base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme, bordas bem delimitadas e
elevadas, fundo avermelhado e com granulacGes grosseiras. J& a forma mucosa caracteriza-se
pela presenca de lesbes destrutivas localizadas na mucosa, em geral nas vias aéreas superiores
(Fig. 9) (Brasil, 2017).

Figura 9: Leishmaniose Tegumentar Americana: a) forma cutanea. b) forma mucocutanea. Fonte: Murback et
al., 2011.

Em seres humanos, a manifestacdo clinica classica da LV é acompanhada de febre
irregular e prolongada, perda de peso substancial, hepatomegalia, esplenomegalia,

pancitopenia, hipergamaglobulinemia e anemia (Fig. 10) (Brasil, 2006b; Rey, 2011).
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Figura 10: paciente com Leishmaniose visceral. Fonte: Brasil, 2006

1.2.3.4 Patogenia

A patogenia das leishmanioses se da sob a influéncia de trés importantes aspectos: 0s
fatores inerentes ao hospedeiro, como por exemplo, suas caracteristicas genéticas e como seu
sistema imune responde a infeccdo; fatores proprios do parasita, como a viruléncia da espécie
de Leishmania infectante; e ainda por fatores relacionados ao vetor, como sua competéncia
vetorial. Desta interacdo, resulta uma variedade de manifestacdes clinicas, histopatologicas e
imunopatoldgicas no homem. Desenvolve-se assim um comprometimento dos 6rgdos que
formam o Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), local de multiplicacdo do parasita que se
hiperplasiam e se hipertrofiam em resposta a infeccéo (Dietze & Carvalho, 2003). Observam-
se também alteracdes estruturais organicas ou teciduais como a esplenomegalia,
hepatomegalia, adenomegalia, anemia, leucopenia e hipergamaglobulina (Brasil, 2000).
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A infeccdo humana, pelas espécies de Leishmania, tem seu inicio logo apds a
inoculacdo das formas promastigotas do parasito na pele, o que acontece durante a
hematofagia pelas espécies de flebotomineos vetores. A partir desse momento, inicia-se um
processo de escape do parasito frente as defesas do organismo, o qual, quando vencido pelo
parasito, resultara na sua fagocitose pelas células do SFM, principalmente o macréfago.
Assim, algumas das formas promastigotas infectantes, que conseguiram escapar da acgéo litica
do sistema imune do hospedeiro, sdo fagocitadas por macrofagos, nos quais, transformam-se
em formas amastigotas dentro dos vacuolos parasitoforos dessas células; nesse microambiente
passam a multiplicar-se por divisdo binaria. Em seguida, a evolucdo da infec¢do dependera do
perfil imunogenético do homem (Silveira et al., 2008).

1.2.3.5 Diagnostico

Para a confirmacdo diagndstica da leishmaniose tanto em humanos, quanto em cdes é
necessaria a realizacdo de exames laboratoriais. Comumente, os testes laboratoriais incluem
exames parasitolégicos e /ou sorolégicos (Brasil, 2006).

O diagnostico parasitologico é considerado um método invasivo, ndo sendo indicado
para estudos epidemioldgicos, no entanto, € padrdo-ouro para resultados positivos quando
comparado a outras técnicas. Sua especificidade pode chegar a 100%, porém com
sensibilidade variada, ja que, a distribuicdo do parasita nos tecidos ndo € homogénea (Gontijo;
Melo, 2004). A analise consiste na observacao de formas amastigotas livres ou no interior de
macrofagos em biopsias de pele, aspirados de linfonodos, medula déssea, baco e bidpsia
hepética, pois estes sdo 0s 6rgdos mais comumente parasitados (Sakkas et al., 2016). Para a
realizacdo do exame direto, uma pequena quantidade do material aspirado é depositada em
uma das extremidades da lamina e o material é espalhado na direcdo oposta. Apos a secagem,
a lamina sera fixada em alcool metilico e posteriormente corada. O material coletado é corado
com corantes de rotina, como, por exemplo, 0 Giemsa, Wright e Pan6tico. Recomenda-se ao
menos a analise de quatro laminas (Brasil, 2006).

Métodos parasitologicos alternativos como: cultura in vitro de fragmentos de tecidos ou
aspirados e a inoculagdo em animais de laboratorio também podem ser realizados, no entanto,

estes testes ndo sdo viaveis para utilizagdo na rotina, pois é necessario um longo tempo para
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obteng&o de resultados (Quinnell et al., 2009). Em isolamento em meio de cultura (in vitro) as
formas amastigotas do parasita obtidas a partir de puncdes aspirativas quando inoculadas em
meios de cultura especiais contendo agar e sangue de coelho, transformam-se em formas
promastigotas. As culturas devem ser conservadas em aproximadamente 24°C e observadas
em microscopia Optica semanalmente, até quatro semanas (Brasil, 2006). Esse método
diagndstico possui baixa sensibilidade, principalmente no inicio da doenca, quando a carga
parasitaria é leve, e apesar de ser (til para o isolamento do parasito, ndo € utilizado na rotina
(Ikeda-Garcia e Feitosa, 2006).

Diante disto, com o intuito de evitar 0 uso de métodos invasivos e considerando que a
resposta humoral na LV € intensa, com altos indices de imunoglobulinas, o diagnostico passou
a ser focado em métodos soroldgicos (Gomes et al., 2008). Diferentes técnicas soroldgicas
tém sido utilizadas no diagnostico da LV humana e canina. Os procedimentos mais utilizados
sdo: Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI). O teste padrdo ouro mundialmente indicado como comprovagdo final no diagndstico
da leishmaniose é a RIFI. O teste ELISA é utilizado principalmente para deteccdo de
anticorpos, quando se deseja realizar um levantamento soroepidemiolégico pratico, menos
oneroso e rapido. J& que a RIFI apresenta maior grau de especificidade e que o ELISA
apresenta maior grau de sensibilidade para esta doenca (Tavora et al., 2007).

Apesar de na RIFI os reagentes serem de facil acesso, facilitando o uso desta técnica,
outras questdes limitam o seu uso e retardam o diagnostico do paciente, como a necessidade
de técnicos treinados e infraestrutura laboratorial adequada, com microscépio de
fluorescéncia. Também se destaca como fator limitante a ocorréncia de rea¢fes cruzadas com
diversas doencas, principalmente com Trypanossoma cruzi, devido a proximidade filogenética
existente entre os dois parasitos (Elmahallawy et al., 2014; Sakkas et al., 2016). Nos casos de
LV, comumente sdo observados titulos elevados de anticorpos no soro, geralmente superiores
a 1:80, sendo que titulos inferiores necessitam de confirmacdo por outras metodologias
(Alves; Bevilacqua, 2004).

O diagnostico da leishmaniose também pode ser feito por ELISA, que € altamente
sensivel e a especificidade depende do antigeno utilizado, geralmente utiliza-se o antigeno
bruto, derivado de um lisado de promastigotas de Leishmania spp. O teste, possui
sensibilidade de 97% a 100% (Laurenti et al., 2013) e especificidade de 88% a 100%, quando
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sdo usados antigenos brutos (Rosério et al., 2005). O ELISA, no entanto pode apresentar
reatividade cruzada com outras patologias causadas por tripanosomatideos, como
leishmaniose tegumentar e Doenca de Chagas e mesmo com outras espécies geneticamente
distintas de tripanosomatideos. A ampla utilizacdo desta técnica ocorre principalmente por
possibilitar o emprego de diferentes tipos de antigeno e apresentar elevado rendimento,
podendo diagnosticar até 94 pacientes em apenas uma placa. E um teste rapido, de facil
execucdo e leitura, sendo um pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI. O
teste é sensivel, permitindo a detec¢do de baixos titulos de anticorpos, mas é pouco preciso na
deteccdo de casos subclinicos ou assintomaticos (Gontijo; Melo, 2004). Entretanto, a técnica
requer também infraestrutura laboratorial, como espectrofotbmetro, pipetas e estufas o que
onera e prolonga o tempo de analise (EImahallawy et al., 2014).

A PCR Também tem sido descrita como um método sensivel para a deteccdo do
parasita, independente da imunocompeténcia ou da historia clinica do paciente. Muitos
centros de pesquisa tém avaliado o uso da PCR para diagnéstico de LV utilizando sangue
periférico, considerando que a biopsia esplénica e a puncdo de medula dssea ndo sao técnicas
adequadas para uso fora do ambiente hospitalar (Gontijo. Melo, 2004).

Um aspecto limitante em relacéo ao diagnostico da leishmaniose no homem é a auséncia
de um teste capaz de identificar com eficiéncia os casos com formas leves da doenca (Brasil,
2010b). Além disto, apesar da LV esta associada a apena uma espécie de parasito, ainda ndo
existe um consenso quanto ao uso de um antigeno para o0 uso no sorodiagnostico desta doenca
(Laurenti, 2010).

Exames imunolégicos, como intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), sdo métodos
indiretos que também auxiliam na definicdo diagndstica (Murback et al., 2011). A IDRM ¢é
comumente empregada no diagndstico na leishmaniose tegumentar, exibindo resultado
positivo na doenga. No entanto, na leishmaniose visceral, a IDRM tem um comportamento
diferente, ficando negativa durante a fase ativa da doenca e tornando-se positiva apds semanas
ou até anos de tratamento. A IDRM também € Util no diagndstico da forma assintomatica ou
inaparente de LV em areas endémicas (Caldas, et al. 2010).

O diagnostico diferencial deve ser realizado para excluir a presenca de enterobacteriose
de curso, maléria, brucelose, febre tifoide, esquistossomose hepatoesplénica, forma aguda da

doenca de chagas, linfoma, mieloma multiplo, anemia falciforme, entre outras. Em adicéo, o
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diagndstico da coinfeccdo com HIV tem implicacdes na abordagem da leishmaniose em
relacdo ao diagnostico, a indicacdo terapéutica e a ocorréncia de recidivas. Desta forma, deve-
se oferecer a sorologia para HIV para todos os pacientes com LV, independentemente da
idade (Brasil, 2014b).

De um modo geral, o diagnostico da LV ainda é considerado um problema nos servigos
de salde, principalmente pela caréncia de testes diagnosticos com alta sensibilidade e
especificidade (Rosério, 2005). Dai a necessidade de desenvolvimento de novas metodologias
de deteccdo deste parasita que venham a suprir as limitacfes existentes nos métodos atuais.

Os principais métodos diagndsticos para a detec¢cdo da esquistossomose e leishmaniose
estéo relacionados no quadro abaixo:

Método Vantagens Desvantagens

Kato-Katz Alta especificidade, baixo custo e facil Ineficiente em baixas cargas parasitarias

(S. mansoni) manuseio

Exame direto Especificidade de até 100% E um método invasivo

(L. chagasi)

ELISA Maior sensibilidade que o teste de N&o diferencia infeccdo prévia, ativa ou

imunofluorescéncia com a vantagem de reinfeccdo

ser mais econdémico

RIFI Bons indices de sensibilidade e Necessidade de microscopio de
especificidade fluorescéncia o que limita o uso dessa

técnica em areas com pouca infraestrutura

PCR Alta sensibilidade e especificidade Possibilidade de inibicdo da enzina e o risco

de contaminacdo das amostras

Biossensor Alta especificidade e sensibilidade, Instabilidade das ligagdes influencidveis
facilidade de manuseio e baixo custo pelas condi¢cGes do meio, como temperatura

e pH
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1.24 Biossensores

A International Union of Pure and Apllied Chemistry — IUPAC prople a seguinte
definicdo para biossensor: “Um biossensor é um instrumento integrado que ¢é capaz de
fornecer uma informacao analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa através do uso
de um elemento de reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico) que estd em contato
direto com o elemento de transducgdo” (Thévenot, 2001). Desta forma, a interacdo especifica
deriva de mudancas de uma ou mais propriedades fisico-quimicas (alteracdo de pH,
transferéncia de elétrons, alteracdo de massa, transferéncia de calor, libertacdo de gases ou
ions especificos) que sdo detectadas pelo transdutor (Arya et al., 2012). O principal objetivo
desses dispositivos é produzir um sinal eletrénico proporcional a concentracdo do analito
especifico em tempo real (Luong et al., 2008). Assim, um biossensor refere-se a um
dispositivo em que o componente bioldgico esta imobilizado no sistema e a rea¢do ocorre a
superficie de um eletrodo (Chaubey et al, 2002).

Seus componentes principais sao basicamente o biorreceptor e o transdutor de sinal
(Reimhult et al., 2008; Thévenot et al., 2001). Sendo o biorreceptor a plataforma onde
ocorrem as reacOes bioldgicas e o transdutor o responsavel por converter 0s processos de
biorreconhecimento em sinais mensuraveis (Zhang et al.,, 2000). De modo geral, o
funcionamento de um biossensor, envolve a especificidade e a alta sensibilidade do
componente biolégico com o substrato de interesse. Os biossensores, além de se apresentarem
como promissoras ferramentas para diagnose clinica possuem uma ampla abrangéncia de
mercado, cobrindo as &reas militar, controle de processos, alimenticia, de bebidas e
agricultura além de monitoramento ambiental rapido e continuo. As vantagens dos
biossensores ndo se limitam & sensibilidade e seletividade, mas também ao fato de,
comumente, dispensarem um complicado pré-tratamento da amostra, 0 que confere
praticidade, rapidez nas analises e diminuido gasto de reagentes, proporcionando assim,
agilidade na obtencdo dos resultados, e redugéo no custo financeiro (Furtado et al., 2008).

Em relacdo aos biossensores eletroquimicos estes sdo descritos também pela IUPAC
como sendo: “um dispositivo integrado autorreferente (self-contained), capaz de fornecer
informagdo analitica especifica, quantitativa ou semiquantitativa, utilizando um elemento de

reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico), o qual é mantido em contato espacial direto
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com um elemento de transdugdo eletroquimica” (Thévenot et al., 2001; Willner, 2001). Os
biossensores sdo sensores quimicos, em que o0 sistema de reconhecimento utiliza um

mecanismo bioldgico como representado na Figura 11.

Figura 11: Representacdo esquematica de um biossensor. Fonte: Préprio autor
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Os biossensores sdo dispositivos que englobam um elemento de transdugéo revestido
por uma camada de reconhecimento bioativa. O elemento biosseletivo, conhecido como
biorreceptor, é o componente responsavel pela seletividade/especificidade dos biossensores,
podendo ser composto por enzimas, anticorpos, DNA, ou quaisquer outros elementos
bioldgicos como: células ou organelas de seres vivos que constitui uma interface entre o
analito e o eletrodo sensor. Esta interface é responsavel pela regulacdo da especificidade e
sensibilidade do dispositivo, pois é capaz de reconhecer a interacdo entre seus analitos
especificos de forma direta ou por meio de um mediador. Da reacdo da interacdo do
bioelemento com o analito resulta num produto que € seletivamente detectado e quantificado
pelo dispositivo sensor. O elemento bioldgico poderd converter o analito em outra espécie
guimica através de uma reacao bioquimica, produzir ou libertar outro produto quimico, alterar
as suas propriedades dpticas, elétricas ou mecanicas ou produzir qualquer outra resposta que
possa ser quantificada (Lojou et al., 2006; Chaubey et al., 2002; Mello; Kubota, 2002;
Campas et al., 2008).

1.2.4.1 Classificacdo dos Biossensores

Os biossensores podem ser classificados a partir de diferentes parametros. Podem ser

classificados de acordo com a especificidade biolégica que confere o mecanismo de
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reconhecimento ou pelo modo da transdugdo do sinal, ou ainda considerando o
reconhecimento biol6dgico e 0 modo de transducéo de forma conjunta (Thévenot et al., 2001).

No que diz respeito ao material biologico pode ser dividido em vérias classes como, por
exemplo, 0s biossensores enzimaticos que apresentam enzimas como elemento de
biorreconhecimento, imunossenssores que utilizam proteinas globulares de soro (tais como
imunoglobulinas) e antigenos como bioreceptores, quimiossensores que se trata de um sistema
que utiliza proteinas que interagem com espécies quimicas, tais como horménios, resultando
em variagdes conformacionais, biossensores microbioldgicos que sdo formados por um
microrganismo imobilizado, sensivel e que especificamente reconhece a espécie de interesse
além dos biossensores imobilizados com &cidos nucleicos e aptdmeros (Bansi e Anthony,
2003; Nakamura e Karube, 2003; Loureiro et al., 2010).

Ja no tocante a categoria de transdutores os biossensores podem ser classificados como
eletroquimico baseado no movimento de ions e difusdo de espécies eletroativas, termomeétrico
onde se leva em conta a mudanca de temperatura, piezoelétrico com a alteracdo de
microviscosidade e/ou massa como base para analise e Optico em que a absor¢do ou emissdo
de radiacdo eletromagnética é o dado principal a ser analisado. (Furtado et al., 2008; Singh,
2008). Neste trabalho, somente serda descrito de forma mais abrangente os biossensores

eletroquimicos por estes serem nosso objeto de estudo e aplicacao.

1.2.4.2 Biossensor Eletroquimico

Os biossensores eletroquimicos sdo os mais utilizados quando comparados as classe de
sensores Opticos e calorimétricos, devido a sua maior estabilidade, screening mais rapido,
elevada sensibilidade além de serem econdmicos e passiveis de automacdo (Melo; Kubota,
2007). Nestes biossensores, a resposta € obtida na forma de um sinal elétrico, em decorréncia
de reacdes quimicas envolvendo ions ou elétrons, reacGes estas que geram mudangas nas
propriedades elétricas da solugdo ou da superficie do eletrodo. Estas mudancas sdo usadas
como parametros de deteccdo. Os sensores eletroquimicos sdo uma importante subclasse de
sensores quimicos, nestes dispositivos um eletrodo € utilizado como componente transdutor,

com o intuito de gerar um sinal elétrico que esteja de algum modo relacionado com a
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concentracdo do analito. Neste tipo de dispositivo um elemento bio-especifico é imobilizado
na superficie de um eletrodo, que vai converter o processo de reconhecimento bioldégico numa
resposta quantificavel (Chaubey e Malhotra, 2002).

As técnicas eletroquimicas fornecem limites de deteccdo excepcionalmente baixos e
uma abundéncia de informagdes. Tais informagdes incluem a estequiometria e a velocidade de
transferéncia de carga interfacial, a velocidade de transferéncia de massa, a extensédo de
adsorcéo e de quimissorcéo e as velocidades e constantes de equilibrio de reacdes quimicas
(Song et al, 2006). Além disto, técnicas eletroquimicas permitem o estabelecimento de
relagBes diretas entre a concentracdo do analito e determinadas caracteristicas elétricas como,
por exemplo, potencial, corrente, resisténcia e condutividade (Souza, 2003). Desta maneira, 0s
biossensores eletroquimicos constituem a grande maioria dos biossensores desenvolvidos para
uso em analises clinicas (Song et al 2006).

A eletroquimica é um processo interfacial que envolve a transferéncia (ou o
impedimento desta) de um elétron de uma espécie em solucdo para o eletrodo ou do eletrodo
para a solucdo. Para que a eletroquimica possa ser utilizada como ferramenta de andlise é
necessario que ocorra um contato entre o eletrodo e o analito/eletrolito possibilitando assim a
transducdo. Quando um eletrodo inerte € inserido em uma solucao eletrolitica ele passa a ter o
potencial da solugdo, no entanto, se este eletrodo foi mantido em outro potencial, antes de
entrar em contato com a solucgdo, serd mantida entdo uma diferenca de potencial (d.d.p.). O
potencial é medido geralmente em termos relativos, sendo necessario o uso de eletrodos de
referéncia que contém as formas oxidadas e reduzidas de um composto, e apresentam o
potencial constante. Um terceiro eletrodo, o auxiliar (ou contra eletrodo), é comumente
empregado em uma célula eletroquimica. O contra eletrodo € constituido de um material
inerte na faixa de potencial que se deseja trabalhar, geralmente € feito de um fio de platina.
Ele tem como fungdo principal minimizar os altera¢Ges causadas pela resisténcia da célula no
controle do potencial do eletrodo de trabalho (Figura 12) (Diamond, 1998; Bard & Faulkned,
2001).

E necessario o uso do potenciostato/galvanostato para que uma das técnicas
eletroquimicas seja empregada. A funcéo deste equipamento é controlar o potencial aplicado

no eletrodo de trabalho e medir a corrente que passa por ele. Dependendo do parametro



50

alterado estes metodos eletroanaliticos podem ser divididos em amperométricos,
potenciométricos, condutimétricos e impedimétricos.

Na deteccdo potenciométrica esses dispositivos medem a diferenca de potencial entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia em condigdes de corrente elétrica constante
(Pohanka, 2008; Privett, 2010). Na deteccdo potenciométrica a diferenca de potencial é
medida apds a aplicacdo de valores distintos de correntes (Stradiotto et al., 2003).

Figura 12: a) Eletrodo de referéncia, de trabalho e auxiliar. b) Célula eletroquimica convencional de trés
eletrodos. Fonte: Proprio autor.
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Os sensores eletroquimicos condutimétricos baseiam-se em processos quimicos que
ocorrem em solucdo e que levam a uma alteragdo da condutividade ibnica das solugdes. Em
geral a sensibilidade para esta variavel é muito baixa (Mohanty, 2006). O método
condutimétrico utiliza como fonte de dados as mudancas na condutancia entre dois eletrodos
guando um potencial alternado é aplicado, ja o impedanciométrico esta relacionada a
habilidade do material sensor detectar variagdo na impedancia do eletrodo (D’orazio, 2003;

Rumayor, 2005; Rahaie e Kazemi 2010).
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A deteccdo amperométrica baseia-se na mensuragdo da corrente resultante do processo
de oxidacdo ou reducdo eletroquimica de uma espécie eletroativa. E obtida através da
manutencdo de um potencial constante a um eletrodo de trabalho ou em uma série de
eletrodos em relacdo a um eletrodo de referéncia, que também pode servir como eletrodo
auxiliar, se as correntes sdo baixas. A corrente resultante é diretamente proporcional com a
concentracdo em massa da espécie eletroativa ou sua taxa de produgdo ou consumo (Thévelot
et al., 2001). Nos métodos de deteccdo amperomeétrica € aplicado uma diferenca de potencial,
conseguindo-se assim que a especie a ser determinada reaja e uma corrente seja gerada.

Segundo a IUPAC a deteccdo ampemomeétrica pode ser definida como: Método de
deteccdo em que a corrente € proporcional a concentracdo da espécie geradora de corrente. A
determinacdo amperométrica foi o0 ponto de interesse neste trabalho através da técnica de
Voltametria Ciclica que sera abordada mais adiante.

O quadro abaixo mostra os tipos de transdutores eletroquimicos e suas principais
caracteristicas.

Quadro 2: Principais transdutores utilizados em analises eletroquimicas.

Transdutor Tipo de Medida

Amperométrico Corrente gerada pela oxidacao ou redugdo das espécies eletroativas
Potenciométrico  Diferenga do Potencial elétrico
Condutimétrico  Variacdo da medida de condutancia

Impedimétrico Variagao da Impedéncia

1.24.3 Biossensores Eletroquimicos de DNA

Técnicas de deteccdo de sequéncias de DNA como: PCR, eletroforese em gel,
hibridacdo molecular e sequenciamento de DNA tém sido amplamente desenvolvidas em
inimeras &areas. Em quimica analitica tradicionalmente o DNA de fita simples é utilizado
como sonda de investigacdo, acompanhado de monitoramento do processo de hibridizacao,
que acontece com grande especificidade e afinidade (Labuda et al., 2010). Apresentam
vantagens em comparagdo aos métodos tradicionais de detecgdo de DNA como: o baixo custo,
a medida em tempo real, a rapidez e a seletividade (Mikkelsn, 2004; Berney et al., 2000;
Pividori et al., 2000).
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Os genossensores baseiam-se na deteccdo eletroquimica da hibridizacdo das cadeias de
DNA complementares que ocorre na superficie do eletrodo (Liu et al., 2012). O evento de
hibridizacdo ocorre entre uma sequéncia simples imobilizada na superficie do eletrodo e uma
sequéncia alvo complementar presente em uma amostra em solucdo. Este processo gera uma
reacdo eletroquimica de oxirreducdo na superficie transdutora que produz sinais analiticos

mensuraveis (Figura 13) (Kleo et al, 2011).

Figura 13: Esquema de um genossensor. Fonte: Proprio autor .
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O monitoramento da formacdo da dupla fita de DNA é feito pela modificacdo do
eletrodo com DNA especifico, que por sua vez, vai interagir com uma sequéncia de bases
complementares formando assim a dupla fita hibrida, sendo esse processo de identificacéo
considerado bastante eficaz e especifico, mesmo em presenca de diferentes sequéncias ndo
complementares (Fojta, 2002). O monitoramento direto deste processo é baseado nos
processos redox sofrido pelas sequéncias especificas de DNA, principalmente da molécula de
guanina. O monitoramento também pode ocorrer de forma indireta pela modificacdo das
propriedades interfaciais da superficie do eletrodo. Comparam-se os distintos comportamentos
eletroanaliticos da sonda (sSDNA) e quando em contato com o alvo complementar (dsDNA),

ja que, o sinal obtido para a oxidacdo do DNA sobre o eletrodo modificado com fita simples
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difere do obtido pelo eletrodo apds o processo de hibridizacdo e consequentemente formacgéo
da fita dupla (Pividori et al, 2007).

Os biossensores de DNA podem ser classificados em dois grupos principais, 0s que
utilizam marcacdes e 0s que ndo as utilizam (do inglés, label-free) (Ozsoz, 2012). Os
genossensores label-free tém ampla vantagem na deteccdo de materiais genéticos em analises
clinicas, pois simplificam os passos para a detecc¢do, ja que eliminam as etapas de marcacao, o
que reduz o tempo e o custo da analise. Neste tipo de deteccdo, a hibridizacdo provoca
alteracdes nas propriedades elétricas da superficie do eletrodo, tais como impedancia (Pan,
2005), resisténcia (Li et al., 2005), e potencial (Ingebrandt et al., 2007) que podem ser
mensuradas como sinal analitico.

Estes sensores sdo altamente sensiveis, de facil manuseio, portatil e compativel com as
atuais microtecnologias, principalmente pela real possibilidade de producdo em massa. Os
genossensores sdo atrativos para as investigacfes e diagnosticos genéticos, bem como
deteccdo de espécies patogénicas, analitos de interesse clinico, espécies carcinogénicas,

farmacos e sequéncias de bases de DNA (humano, virus, bactéria, etc.) (Wang et al., 2006).

1.24.4 Biossensores para detec¢ao de Schistosoma e Leishmania

Em razdo da alta incidéncia e morbidade relacionadas a infeccBes por S.mansoni e L.
chagasi, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos diagnosticos, rapidos, sensiveis e
seletivos para o diagndstico destas patologias. A determinacdo destas infec¢des é importante
tanto para a protecdo da salde quanto para a continuacdo do tratamento médico (Zhou, 2002).

Sdo relatadas diversas pesquisas voltadas para o desenvolvimento de sensores baseados
em anticorpos ou antigenos para a avaliacdo da Esquistossomose e Leishmaniose (Wu et al.,
1999; Cheng et al., 2008; Lei et al., 2003; Ramos-Jesus et al., 2016; Souto et al., 2013). No
entanto, alguns enfoques em genossensores sdo observados derivados da necessidade de
avaliacdo mais precisa e sensivel das parasitoses em destaque (Nazari-Vanani et al., 2018;
Frias et al., 2017; Santos et al., 2019). Desta forma, uma série de sensores vem sendo
desenvolvido usando tecnologias avancgadas para obtengdo de novas ferramentas diagnosticas

para a esquistossomose e a leishmaniose.
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Neste intuito, Wang e colaboradores buscaram desenvolver metodologias alternativas de
diagndstico rapido e sensivel para a deteccdo dos agentes etiologicos da esquistossomose,
dentre eles o Schistosoma japonicum. Para isto, foi elaborado um imunossensor piezoelétrico
simples, sensivel, e reutilizavel baseado em monocamada automontada, utilizando-se uma
mistura de &cido mercaptopropidnico e mercaptoetanol. Esta superficie mostrou-se ser util na
deteccdo de antigenos de S. japonicum diretamente do soro de pacientes infectados sendo
alternativa para os métodos convencionais de diagnostico. Varias amostras de soro de coelho
infectadas com diferentes concentracfes de anticorpos de S. japonicum foram analisadas por
meio de imunossensor eletroquimico (Wang et al., 2012).

Uma importante estratégia para o diagnostico precoce de S. japonicum parece ser a
deteccdo direta dos antigenos. A avaliacdo dos antigenos torna-se essencial uma vez que,
permite o diagnostico precoce da Esquistossomose. O conhecimento atual desta infeccédo
demonstra que infecgfes em longo prazo podem resultar em lesdes graves que podem causar o
blogueio do fluxo sanguineo e hipertensdo portal, que pode redirecionar 0os ovos para 0s
pulmdes e cérebro, onde eles podem ser mortais (Chou et al., 2003). Neste sentido Cheng
(2008) buscou desenvolver um novo método diagndstico baseado em um biossensor
piezoelétrico para deteccdo direta de antigenos circulantes de S. japonicum em amostras de
soro. O sistema piezoelétrico utilizado foi sensivel a antigenos de cercarias sendo para cerca
de 500 cercarias, confirmando que este método tem potencial para detectar S. japonicum na
fase inicial da infeccdo. Nie e colaboradores (2012) também visando a deteccdo imunoldgica
do S. japonicum desenvolveram um imunoensaio eletroquimico magnético utilizando como
base analitica uma plataforma de superficie hidrofobica. Este estudo mostrou-se bastante
viavel apresentando sensibilidade em concentracdes de anticorpos que variam de 2ng mL™ a
15 pg mL™, com um limite de deteccdo de ~1.3 ng mL™. Os resultados dos ensaios apontam
para a viabilidade de aplicacOes préaticas dos biossensores na deteccao deste patdgeno.

Biossensores eletroquimicos tém despertado grande interesse, pois € um metodo
eficiente para diagnosticos clinicos e podem ser utilizados em ocasides em que seja necessaria
a capacidade de monitoramento em tempo real (Pohanka e Skladal, 2008). Na Tabela 1 séo

listados principais biossensores desenvolvidos para a detecgdo do Schistosma.
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Tabela 1: Principais biossessores desenvolvidos para detec¢do do Schistosoma.

Tipo de . - i . .
) Parasita Técnica Limite de deteccdo  Referencia
Biossensor
. . N Wuetal.,
Imunossensor  S. japonicum QCM 5ng mL"
2006
] . Bojorge et al.,
Imunossensor S. mansoni Voltametria Ciclica -
2007
) o Shohayeb et
Imunossensor S. mansoni Voltametria ciclica 0.0038 ng mL-1
al., 2016
Imunossensor  Schistosoma  voltametria de decapagem L Xuetal., 2010
o 0.01 pg mL”
sp anodica
) ) . 5 Nie et al.,
Imunossensor  S. japonicum  Voltametria de decapagem 1.3 ng mL 2012
Imunossensor ~ Schistosoma UV/Vis  fotometria e 5 L Odundo et al.,
o 3.31x10”ng mL"
sp voltametria ciclica 2016
Imunossensor ) ) )
S. japonicum  voltametria de decapagem L Chuetal.,,
) 3.0ng mL"
anddica 2005
Voltametria ciclica e 4,
] ] (0.781) pg mL " (Soro)  Santos et al.,
Genossensor  S.mansoni espectroscopia de .
. . . 0.685 pg_mL (LCR) 2017
impedancia eletroquimica
Voltametria ciclica e
] ] . Santos et al.,
Genossensor  S.mansoni espectroscopia de 0.6 pg_L 2019

impedancia eletroquimica

Em adicéo, ferramentas sensoras de diagndstico também vém sendo desenvolvidas para
a deteccdo da Leishmaniose visceral, uma vez esta parasitose € uma importante causa de
morbidade e mortalidade no Brasil para humanos e cdes em regides subdesenvolvidas. Por
isso novos metodos de diagnostico séo cada vez mais necessarios para favorecer o diagnostico
e, por conseguinte o tratamento adequado. Por este motivo, Nazari-Vanani e colaboradores

(2018) desenvolveram uma estratégia analitica especifica para deteccdo sensivel do genoma
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de Leishmania infantum. O sensor desenvolvido utilizou o azul de toluidina como indicador
de hibridacdo e uma sequéncia de DNA de captura especifica de Leishmania infantum
imobilizada em uma nanoestrutura de ouro de alta area superficial como um transdutor
eletroquimico. O sensor de DNA poderia detectar o genoma de Leishmania infantum em uma
ampla faixa de concentracdo de 15 a 50ng puL™ com um limite de deteccdo de 29ng pL™.
Além deste trabalho podemos destacar que esfor¢cos vém sendo empregados visando o
desenvolvimento de novas e eficazes metodologias de detecgédo das leishmanioses. A tabela 2
demostra alguns exemplos de biossesnsores para deteccdo de Leishmania que vem sendo

desenvolvidos nos Gltimos anos.

Tabela 2: Biossensores para deteccdo de Leishmania

Tipo de ) o Limite de )
. Parasita Técnica . Referencia
Biossensor detecgéo
] Voltametria de pulso L Mohan et al.,
Genossensor L. donovani ) . 2 pg. mL
diferencial 2011
. 1.8x10° Cabral-miranda et
Imunossensor L. infantum QCM ]
amastigotas/g al., 2014
) L L Moradi et al.,
Genossensor L. major Voltametria ciclica 0.07 ng mL"
2016
L. Espectroscopia de 5 L Perinoto et al.,
Imunossensor ) ) o 10®mg mL"
amazonensis Impedancia Eletroquimica 2010
Imunossensor L. infantum Fotoeletroguimica 0.05nM Neto et al., 2017

Desta forma, o desenvolvimento de biossensores para a deteccdo do Schistosoma e da
Leishmania tem se mostrado uma ferramenta bastante promissora para a deteccédo precisa e
precoce destas patologias. O uso de nanoestruturas € uma importante estratégia para o
melhoramento no desempenho destes dispositivos, dentre elas destacamos as nanoparticulas

de ouro devido as suas propriedades que serdo exploradas adiante.

1.2.5 Nanoparticulas de Ouro

Um esfor¢o intenso tem sido feito no campo da ciéncia analitica, visando o

desenvolvimento de materiais em escala nanométrica e suas propriedades intrinsecas. Entre 0s
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nanomateriais, o ouro tem um papel especial. Muitos procedimentos sintéticos podem ser
encontrados na literatura para controlar o tamanho, a monodispersdo, a morfologia e a
quimica superficial das nanoparticulas de ouro (Figura 14). A facil modificacdo da superficie
do ouro por moléculas terminadas por tiol o torna adequado para muitas montagens biologicas
diferentes (Vidotti et al, 2011).

As nanoparticulas (NPs) podem ser definidas como nanomateriais que variam em
tamanho de 1-100 nm e cujas propriedades fisicas e quimicas se alteram significativamente
pela alteracdo de seu tamanho. Essas propriedades diferem das encontradas nos mesmos
materiais quando em dimensdes maiores (Buzea et al., 2007; Hasan, 2014). As nanoparticulas
sdo comumente empregadas na producdo de biossensores, especialmente porque oferecem
vantagens como a elevada area superficial e também facilitam a transferéncia eletronica além
de facilitar a imobilizacdo de agentes bioldgicos (Kouassi et al., 2005; Arteaga et al., 2010;
Kaushik et al., 2008).

Figura 14: Versatilidade das Nanoparticulas de Ouro. Fonte Her et al., 2015. Adaptado.
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Revestimento de superficie : Funcionalizagdo

As nanoestruturas apresentam varias vantagens em ciéncias analiticas quando usadas

como transdutores ou como componente da camada de reconhecimento em um dispositivo de
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deteccdo. As propriedades intrinsecas de NPsAu, quando utilizadas como transdutores séo:
melhoria no transporte em massa, maior disponibilidade de sitios reacionais, efeito dptico de
agregacado / dispersdo e aumento do sinal oOptico devido a propriedades ressonantes de
plasmon de superficie de tais nanoparticulas. Aproveitando a versatilidade sintética
combinada com o exclusivo sistema Otico e as propriedades eletrénicas do Au, as NPsAu
podem ser exploradas para uma ampla variedade de aplica¢cGes biomédicas, incluindo imagens
(por exemplo, tomografia computadorizada, imagem fotoacustica, espalhamento Raman
intensificado por superficie), distribuicdo por exemplo, drogas, genes, pequenos interferentes
RNAs e terapias fototérmica, radiossensibilizacdo, bem como a inclusdo em plataformas de
diagndstico por exemplo, sensoriamento biolégico e quimico (Mieszawska et al., 2013; Rana
et al., 2012; Saha et al., 2012). Alguns exemplos de aplicacGes biomédicas de NPsSAu sao
demostradas na figura 15.

No caso de uso como elemento de biorreconhecimento, a melhoria da resposta do
biossensor pode ser alcangada pelo aumento da relagdo area / volume que aumenta o nimero
de biocomponentes anexados na superficie detectora. As nanoparticulas tém areas de
superficie elevadas e propriedades fisico-quimicas unicas que podem ser facilmente ajustadas,
tornando-os candidatos ideais para 0 desenvolvimento de sistemas de biosensoriamento
(Vidotti et al., 2011).

Entre os nanomateriais, 0 ouro tem um papel especial, nos Gltimos anos, tem se
observado um aumento no uso de nanoparticulas de ouro na preparacdo de biossensores
eletroquimicos, este fato se deve as suas caracteristicas Unicas, como alta eletrocondutividade,
superficie de energia e a razdo entre superficie e volume, propriedades eletrocataliticas,
possibilidade de atuar como fios condutores elétricos entre a superficie do eléctrodo e o
analito permitindo a transferéncia eletrdnica direta (Boujakhrout, 2016). Além de que, as
propriedades redox de NPsAu levaram ao seu uso extensivo em biossensores eletroquimicos
para deteccdo de acido nucleico e outras moléculas, com numerosas configuracfes sendo

exploradas (Pingarrén et al.,2008).
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Figura 15: Algumas aplicagbes biomédicas das Nanoparticulas de ouro. Fonte: Her et al., 2015.
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O ouro é caracterizado pela alta condutividade térmica, baixa resistividade elétrica além
de ndo ser facilmente afetado pelo oxigénio atmosférico na formacdo de 6xido, também
apresenta baixa toxicidade. (Loaiza et al., 2011; Salehizadeh et al., 2012). Neste sentido, 0
ouro proporciona a estabilidade quimica adequada para a funcionalizagdo de
oligonuclettideos (Qiu et al., 2010; Loaiza et al.,, 2011). Podemos destacar ainda que a
superficie do ouro é de facil funcionalizacdo com moléculas via ligacdes covalentes (Lyon et
al., 2004).

1.2.5.1 Aplicacdes de Nanoparticulas em Biossensores

Com o aperfeicoamento da nanomedicina surgem novas ferramentas com aplicacdes de
nanomateriais como alternativa a medicina convencional. Desta forma, diversas aplicacfes de

nanomateriais para diagndstico e tratamento tém sido descritas na literatura (Blanco et al.,
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2011; Caruso et al., 2012). A utilizacdo destes nanomateriais faz com que as instrumentacoes
e metodologias tradicionais de anélise sejam melhoradas (Kranz et al., 2011). Assim, o uso de
métodos de diagndstico baseadas em nanoparticulas oferece uma alta sensibilidade sendo uma
promissora ferramenta para o diagndstico precoce de diferentes patologias.

As propriedades fisicas e quimicas Unicas dos materiais nanoestruturados fornecem
excelentes perspectivas para a interface de eventos de reconhecimento bioldgico com
transducdo de sinal eletrénico e para projetar uma nova geracao de dispositivos bioeletrénicos
com novas funcdes (Guo e Wang, 2007). O desenvolvimento de materiais com caracteristicas
melhoradas para aplicagbes bioanaliticas desperta o interesse no desenvolvimento de
particulas usadas em bioensaios (Zhou et al., 2007; Bergquist et al., 2009). Para fins
diagnosticos de elevada sensibilidade e seletividade, os nanomateriais devem estar ligados a
biomoléculas especificas, por exemplo, sistemas antigeno/anticorpo, enzima/substrato,
receptores ou proteinas de membrana, sequéncias de aptdmeros, RNA ou DNA, cofatores
entre outros (Chen et al., 2011; Zhang et al., 2008). De acordo com essas propriedades, a
presenca de um agente patogénico em amostras clinicas ou ambientais pode ser facilmente
detectada (Kaittanis e Perez, 2010).

As nanoparticulas tém sido muito frequentemente usadas no desenvolvimento de
biossensores de DNA (Wang et al., 2012; Li et al., 2010). Diversas abordagens tém sido
usadas para a deteccdo eletroquimica da hibridizacdo de sequéncias de DNA com base em
nanoparticulas, com vantagens em termos de custo, sensibilidade e tempo de resposta (Du et
al., 2009; Gao et al., 2018; Sun et al., 2015; Chen et al., 2016).

1.2.6 Modifica¢ao da Superficie do Transdutor

1.2.6.1 Eletrodeposicao

A eletrodeposicdo é um processo eletroquimico que permite a formacédo de depdsitos
solidos sobre a superficie de um material condutor (Pasa et al., 2006). Esta técnica permite a
deposicdo de uma camada formando um revestimento metalico sobre um material base via

reducdo eletroquimica de ions metélicos a partir do eletrolito. O eletrélito € um condutor
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ibnico onde espécies quimicas, contendo o metal de interesse, estdo dissolvidas num solvente
adequado (Gamburg; Zangari, 2015).

As reacdes eletroquimicas envolvem estimulos elétricos externos, promovendo a
transferéncia de cargas elétricas através da interface eletrodo/eletrélito. Desta forma, 0 método
de eletrodeposicdo se d& quando ha a imersdo da superficie a ser coberta em um recipiente
contendo o eletrolito e o contra eletrodo, seguida pela ligacdo dos dois eletrodos em uma fonte
de alimentacdo externa, para que ocorra o fluxo da corrente. O objeto a ser coberto é
conectado no terminal negativo da fonte de alimentacdo, assim os ions metalicos sao
reduzidos para os atomos do suporte condutor, formando o depoésito na superficie (Gamburg;
Zangari, 2015).

A deposicao eletroquimica ou eletrodeposicao esta baseada nas reacdes de oxi-reducao.
Durante as reacGes redutoras ocorre a transferéncia de elétrons do eletrodo para o eletrolito
(deposicao catodica) e durante as reacdes oxidantes ocorre a transferéncia de elétrons do
eletrolito para o eletrodo (deposi¢do anddica). Os processos de eletrodeposicdo geralmente
ocorrem em uma célula eletroquimica contendo os eletrodos e a solucdo eletrolitica, 0s
eletrodos sdo ligados a uma fonte externa que os carrega com cargas opostas, formando o
potencial elétrico, que por sua vez determina o movimento dos ions presentes no eletrélito
(Pasa et al., 2006).

A voltametria ciclica é utilizada para estudar o comportamento da solucao eletrolitica na
presenca de um campo elétrico aplicado e para identificar os valores de potenciais em que
ocorrem as reacGes de reducdo e de oxidacdo. Ela apresenta o desempenho eletroquimico da
interface eletrodo/eletrolito (Stenger, 2008) e é obtida pelo controle e registro da variacdo de
potencial que ocorre entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia e pela medida e
registro da corrente elétrica que flui entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo.

As principais etapas do procedimento de eletrodeposi¢éo sdo: difusdo do ion dissolvido
na solugdo na direcdo do eletrodo de trabalho, posteriormente a transferéncia de elétrons
dando inicio ao processo de adsorcdo e por fim a difusdo superficial com incorporagédo a
superficie do eletrodo (Pasa et al., 2006). A Fig. 16 mostra a representacdo esquematica das
etapas de crescimento da camada eletrodepositada.

A obtencdo de nanoparticulas pelo método eletroquimico apresenta vantagens, tais
como: aumento da condutividade do eletrodo, facilidade de transferéncias de elétrons e
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melhora da sensibilidade analitica e seletividade (Oliveira et al., 2016). O crescente uso da
eletrodeposicdo deve-se, também, a vantagens apresentadas pelo método, quando comparadas
a técnicas comumente aplicadas, tais vantagens sdo: instrumentacdo de baixo custo,
possibilidade de obtencdo de depositos em diferentes formas, microestrutura, composicéo e

espessura desejada além de taxa de crescimento elevada (Lincot, 2005).

Figura 16: Representacdo do mecanismo de deposicdo na superficie do eletrodo onde se pode observar a difusdo
do ion solvatado na solucdo e em direcdo ao eletrodo de trabalho, transferéncia de elétrons iniciando a
adsorcdo (ad-atomo) e difusdo superficial com incorporacdo a superficie do eletrodo. Fonte: Nasirpouri,
2016; Silva, 2004. Adaptado.
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A técnica de eletrodeposicdo do ouro € utilizada na modificacéo de eletrodos, pois além
de ser um excelente condutor, dependendo das condicdes de sintese é possivel obter materiais
com diferentes formas e tamanhos, que podem influenciar na atividade eletroanalitica (Shu et
al., 2014; Ma et al., 2010).

1.2.6.2 Monocamadas Automontadas

Uma metodologia bastante empregada no desenvolvimento de biossensores
nanoestruturados é a modificacdo da superficie transdutora por meio da formacdo de
monocamadas automontadas (Self Assembled-Monolayers, SAMSs) (Arya et al., 2009). Este

tipo de modificacdo pode ser definido como filmes de espessura monomolecular, com um alto
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grau de organizacdo e sdo formadas espontaneamente quando uma superficie sélida € imersa
em uma solugdo com moléculas anfoteras (Freire et al., 2003; Benites et al., 2014). Estes
filmes despertam grande interesse em areas como a de diagndsticos clinicos. Uma variedade
de materiais tais como: superficie de platina, ouro, prata, cobre e de moléculas anfoteras, por
exemplo: derivados alquil, alcoois, aminas, tidis entre outros tém sido empregados na
composicao destes sistemas organizados (Freire et al., 2003).

As monocamadas automontadas sdo altamente estaveis, sensiveis, reprodutiveis e
organizadas (Arya et al., 2009; Morf et al., 2006). Sdo formadas por moléculas organicas que
podem conter grupos terminais especificos com propriedades que podem ser modificadas e
facilmente manipuladas. A adsorcdo da molécula ocorre por conta da interagdo entre os
grupos funcionais do adsorvente com o adsorbato, seja por forcas ou interacdes hidrofobicas e
apos a modificacdo, a extremidade da monocamada passa a governar as propriedades do
eletrodo A formacdo de SAMs envolve a ligacdo seletiva de moléculas numa superficie plana
seguida de rearranjo periodico devido as forgas intermoleculares entre espécies adjacentes,
sendo que grupos especificos formam uma ligacdo muito estavel na superficie escolhida
(Freire et al., 2003; Mena et al., 2005; Campuzano et al., 2006).

Usualmente, monocamadas automontadas sdo formadas a partir de uma solucdo aquosa
ou organica contendo tiol sobre a superficie metalica de ouro. Esse tipo de modificacao
apresenta inumeros beneficios experimentais, associada outras vantagens como a facilidade de
manejo e baixo custo no preparo, acessibilidade e estabilidade (Benites et al., 2014; Chaki et
al., 2001). Normalmente, as SAMs sao formadas a partir da funcionalizacdo de superficies
limpas de ouro com moléculas de alcant6is, devido a grande afinidade do enxofre pelos
atomos de ouro, que formam uma ligacdo forte entre si. Desta forma, as cadeias carbonicas
gue formam as moléculas se atraem devido as atracdes eletrostaticas fracas entre as cadeias de
alquil e geram uma organizacdo espontanea entre elas, estabilizando e orientando os atomos
que as compdem, construindo assim um filme monomolecular (Benites et al., 2014). (Figura
17).

A aplicacdo desta técnica na construcdo de biossensores apresenta potencialidades no
que diz respeito ao aumento da sensibilidade e da estabilidade em fungéo da faixa de potencial
trabalhada, além de fornecer um micro ambiente bastante favoravel ao material bioldgico

imobilizado, permitindo a orientacdo deste material na superficie da monocamada, podendo
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levar a uma orientacdo do centro de oxi-reducdo para com a superficie do eletrodo. As SAMs
agem como elemento de ligacdo entre eletrodo e amostras biologica, uma vez que sua
formacéo permite o entendimento dos sinais advindos das interac6es bioldgicas por meio de
superficies ligadas a equipamentos capazes de realizar leituras fisico-quimicas (Freire et al.,

2003; Mena et al., 2005; Campuzano et al., 2006; Benites et al., 2014).

Figura 17: Representagdo esquemética de uma monocamada automontada mostrando a modificacdo de uma
superficie de ouro com alcanotiol e sua estrutura unitaria molecular. Fonte: Benites et al., 2014.

Grupo _
terminal

o
p— /_.Cadela
P Carbdnicq

Enxofre
'm’ (S) ~

jonoued|y

Ourd (Au)

As técnicas eletroanaliticas mais comumente utilizadas para caracterizacdo elétrica das
SAMs sédo a voltametria ciclica (VC) e a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). A
principal vantagem vinculada a elas é que sdo formas de analise de excelente custo-beneficio,
facil manuseio, o procedimento experimental é estavel para as condi¢cdes ambientais naturais
e, além disso, sdo capazes de fornecer inimeras informagfes sobre as caracteristicas fisico-
quimicas da superficie como a cinética de formacdo das SAMs, a transferéncia eletrdnica
através de uma superficie modificada e muitas outras (Chaki et al., 2001; Eckermann et al.,

2010). Por este motivo, foram as técnicas utilizadas do desenvolvimento deste estudo.

1.2.7 Técnicas Eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas utilizam propriedades elétricas mensuraveis como: corrente
elétrica, diferenca de potencial e acimulo interfacial de cargas que ocorrem na superficie do
eletrodo durante um processo fisico e/ou quimico para obter informacgdes analiticas. Estes
processos podem ocorrer espontaneamente ou quando se aplicam perturbac6es controladas ao

sistema (Pacheco et al., 2013).
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Geralmente, as andlises eletroquimicas sdo feitas em uma célula eletroquimica de trés
eletrodos nomeados de eletrodo de trabalho, sensivel ao analito, eletrodo de referéncia, para
controle do potencial, e eletrodo auxiliar para controle da corrente (Bard & Mirkin, 2001). Os
fendmenos oxidagdo-reducdo ocorrem na interface entre a solugdo contendo o eletrdlito e a
amostra a ser analisada e a superficie do eletrodo de trabalho. O eletrolito tem funcdo de
assegurar a condutividade elétrica do meio e garantir forca ibnica adequada e constante. A
corrente gerada deve fluir para o eletrodo auxiliar, usualmente de platina. O elétrodo de
referéncia contribui com um potencial constante e conhecido e é utilizado para monitorar o
potencial do eletrodo de trabalho, comumente s&o utilizados os de prata com cloreto de prata
para este fim (Pacheco et al., 2013; Wang, 2006b; Otles, 2016). Uma representacao

esquematica de uma célula eletroquimica usual de trés eletrodos é mostrada abaixo:

Figura 18: Representacdo esquematica de uma Ceélula eletroquimica contendo uma solucgdo eletrolitica e um
conjunto de eletrodos (Eletrodo de Trabalho, Contra eletrodo e Eletrodo de Referéncia conectados a um

potenciostato/galvanostato. Fonte: Préprio autor.
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O potenciostato é utilizado para aplicar o potencial e fazer as medidas da corrente, alem
de isolar o eletrodo de referéncia eletricamente, impedindo a passagem de corrente entre ele e
o eletrodo de trabalho, enquanto favorece a passagem de corrente entre este e 0 eletrodo
auxiliar. A medida que o potencial se torna negativo, o eletrodo se torna fonte de elétrons
favorecendo a reducdo das espécies na interface eletrodo-solucdo, enquanto potenciais
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positivos favorecem a oxidacdo de especies na superficie (Pacheco et al., 2013; Li; Miao,
2013).

1.2.7.1 Voltametria Ciclica

A voltametria é uma técnica eletroquimica baseada na medicdo das correntes geradas
em funcdo de uma dada programacdo de potenciais impostos em um eletrodo imerso em um
eletrolito. Se o potencial aplicado no eletrodo for deslocado para uma regido na qual o
eletrodo seja capaz de reduzir ou oxidar algum componente do eletrdlito a corrente fluird. Esta
técnica fornece informacgdes acerca da espécie eletroativa baseada nos registros de curvas de
corrente em funcdo de um potencial aplicado durante o processo eletroquimico podendo
fornecer informacbes qualitativas e quantitativas, incluindo informacdes da cinética de
transferéncia eletrdnica das reacdes, processos termodindmicos e reagdes quimicas acopladas
a processos adsortivos (Li; Miao, 2013; Pacheco et al., 2013).

Na voltametria ciclica, o potencial elétrico aplicado no eletrodo de trabalho tem a
caracteristica de uma onda triangular, pois a principio a varredura de potencial € feita em uma
direcdo e, em seguida, na diregdo contraria, a0 mesmo tempo em que a corrente é medida.
Deste modo, esse programa de potenciais produz uma curva voltamétrica que constitui um
ciclo, pois o potencial é varrido no sentido direto e depois no sentido inverso (Figura 19), o
ponto onde ocorre a reversdo do potencial é chamado de potencial de inversdo. Os potenciais
de inversdao devem ser escolhidos de maneira que se possa observar a oxidacdo ou reducao,
controlada por difusdo, de uma ou mais espécies de interesse. A corrente originada pode ser
proporcional a concentracdo do analito, demonstrando que a técnica pode ser utilizada como
um método analitico quantitativo (Skoog et al., 2002; Harris, 2005; Otles, 2016).
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Figura 19: voltamogramas ciclicos de uma solucdo K,;Fe(CN)e/KsFe(CN)g de diferentes concentracGes de
DNA., em eletrodos de ouro. Fonte: Prdprio autor.
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Com o varrimento linear um composto da solucdo é eletrolisado, sofrendo oxidacao ou
reducdo, atraves da alteracdo do potencial na superficie do elétrodo de trabalho, o que torna a
superficie suficientemente positiva ou negativa para receber ou transferir elétrons na anélise
da solucdo (Brett, 1993). Parametros importantes que sdo fornecidos pela curva voltamétrica
nos processos de oxidacao e de reducdo sdo representados por correntes de pico anddica (ipa)
e catddica (ipc). Além destas, outras informacdes relevantes obtidas através da voltametria
ciclica sdo os potenciais de pico anddico (Epa) e catddico (Epc), a velocidade de varredura do
potencial (v) e o potencial de inversdao (Ei). A Figura 20 representa um tipico voltamograma
ciclico com seus principais parametros.

A voltametria se baseia nos fenbmenos que ocorrem na interface entre a superficie do
eletrodo de trabalho e a solucdo adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como
dindmica, pois a célula eletroquimica é trabalhada na presenca de corrente elétrica (i > 0) que,
por sua vez, é medida em funcdo da aplicacdo controlada de um potencial (Skoog et al.,
2002). Para que um analito seja determinado por voltametria, é necessario que ele seja
eletroativo. Ou seja, deve oxidar-se ou reduzir-se em uma regido de potencial aplicado na qual
a transferéncia de elétrons seja favorecido tanto cineticamente quanto termodinamicamente,
criando um fluxo de elétrons na interface eletrodo/solucéo, ou seja, corrente elétrica. A forca

motriz para este evento é o potencial aplicado no eletrodo de trabalho. Na medida em que o
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potencial converte-se em mais negativo (varredura catddica), a energia dos elétrons aumenta e
o0 eletrodo se torna uma fonte de elétrons fazendo com que ocorra um fluxo de elétrons do
eletrodo para a solucdo (corrente de reducdo). Para potenciais com caracteristicas mais
positivos, ha uma diminuicdo da energia dos elétrons favorecendo a oxidacdo da espécie

eletroativa (varredura anddica) (Bard & Faulknerd, 2001).

Figura 20: representagdo esquematica de um voltamograma ciclico tipico mostrando os parametros obtidos por
esta técnica: (ipa) corrente de pico anddica, (ipc) corrente de pico catodica, (Epa) potencial de pico anddico e

(Epc) potencial de pico catddico, potencial de inversdo (Ei). Fonte: préprio autor
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A voltametria ciclica ¢ uma ferramenta bastante utilizada para adquirir
informagdes qualitativas sobre processos eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica se deve a
sua caracteristica de rapidamente fornecer informacdes sobre a termodindmica de processos
redox, da cinética de reacGes heterogéneas de transferéncia de elétrons bem como sobre
reacOes quimicas acopladas a processos adsortivos (Wang, 2000).

Esta técnica também fornece informacdes a respeito da reversibilidade eletroquimica de
um sistema, que estd relacionada a rapida troca de elétrons entre as especies redox e o

eletrodo. Nesta perspectiva, os sistemas eletroquimicos podem ser classificados em: processo
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reversivel, irreversivel ou quase-reversivel como ilustrado na Figura 21 (Wang, 2000; Silva,
2010).

Em sistemas reversiveis, a velocidade de transferéncia de elétrons € maior que a taxa de
transferéncia de massa. Um equilibrio dindmico € estabelecido na interface do
eletrodo/solucdo devido a velocidade de reacdo ser suficientemente rapida para manter as
concentracfes de reagentes e produtos em equilibrio. A separacdo dos picos catodicos e
anodicos esta diretamente relacionada com o numero de elétrons transferido na reacao
reversivel, e a diferenca entre estes picos podem ser usada para identificar o nimero de

elétrons envolvidos na reacdo eletroquimica de interesse (Wang 2006b).

Figura 21: Diferentes reversibilidades de sistemas avaliados por voltametria ciclica: sistema reversivel, quase-
reversivel e irreversivel. Fonte: Fisher, 1996.
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Nos sistemas quase-reversiveis, a corrente de pico é controlada tanto pela etapa da
transferéncia de massa quanto pela etapa de transferéncia de carga. Nestes sistemas a corrente
de pico acresce com a velocidade de varredura de maneira ndo proporcional, e o potencial de
pico é deslocado para valores mais negativos com o aumento da velocidade de varredura
(Wang 2006b).

Ja em sistemas irreversiveis, a velocidade de transferéncia eletrénica € insuficiente para
manter o equilibrio na superficie do eletrodo. Quando a velocidade de transferéncia de carga
é mais lenta que a velocidade de varredura as concentrac@es das espécies oxidadas e reduzidas

néo serdo mais apenas funcao do potencial (Wang, 2006b).
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A equacdo de Randles-Sevcik (Equacdo 1) correlaciona as correntes de pico anddicas e
catodicas (ipa, ipc) e a velocidade de varredura obtidas por voltametria ciclica em um

processo reversivel (Silva, 2010).
ip = (2,69x10°)n*?>ACD*? v* (Eq. 1)

Onde n é o nimero de mols de elétrons, A é a area do eletrodo (em cm?), C é a
concentracdo (em mol/cm®), D é o coeficiente de difusdo (em cm? /s), e v é a velocidade de
varredura (em V/s). De acordo com a equagdo, a corrente é diretamente proporcional a
concentragdo e aumenta com a raiz quadrada da velocidade de varredura (Silva, 2010).

A voltametria € uma técnica bastante vantajosa, ja que permite a relacdo direta entre a
concentracdo da amostra em andlise e a intensidade de corrente; analise de amostra sem prévia
purificacdo; analise de substancias coloridas ou contendo particulas sélidas dispersas;
reduzido custo de instrumentacdo e dos materiais utilizados assim como alta sensibilidade
guando comparadas as técnicas cromatograficas e espectroscopicas e cromatogréaficas;
eficacia na deteccdo de baixas concentracOes e rapidez na realizacdo das andlises (Souza et al.,
2003; Wang, 2006b; Otles, 2016). Estas vantagens mostram a importancia da aplicacdo da

voltametria em diferentes areas do conhecimento.

1.2.7.2  Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é uma técnica empregada para
obter informac6es relacionadas as caracteristicas eletroquimicas de um sistema. Como a
resisténcia a transferéncia de carga (Rct), a impedéancia de difusdo (Zw), a capacitancia da
dupla camada (Cdl) e a resisténcia da solucdo (Rs). A EIE tem sido bastante empregada no
estudo de mecanismos de eletrodeposicdo, eletrodissolucdo, estudos de interface de
semicondutores, filmes poliméricos e biossensores. O fundamento do método é a aplicacéo de
um estimulo elétrico, isto é, um potencial ou corrente conhecida, e a observagdo da resposta
gerada (em corrente ou potencial) partindo-se da condicdo de que suas propriedades sao
invariantes com o tempo (Macdonald e Johnson, 2005).
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A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) é uma técnica baseada na
aplicacdo de um estimulo elétrico continuo e fixo, ou seja, uma voltagem ou corrente
conhecida ao eletrodo de trabalho, onde adicionalmente € sobreposto outro estimulo elétrico
alternado de amplitude fixa e frequéncia variante com o tempo. Esta abordagem permite
observar a impedancia frente a perturbacdo alternada realizada num extenso intervalo de
frequéncia. E uma técnica de caracterizagio elétrica, que permite estudar o comportamento
geral de um sistema quando um numero grande de processos intercorrelacionados ocorre em
diferentes velocidades (Silva, 2010; Carvalho et al., 2006).

Usualmente, em biossensores impedimétricos o potencial empregado é baixo, nédo
ultrapassando 10 mV, pois apenas em perturbagdes tdo pequenas pode ser estabelecida uma
relacdo linear entre a corrente e o potencial, obtendo-se assim uma impedancia bem definida.
Além disso, a camada de biorreconhecimento do dispositivo apresenta energias de ligacdo que
podem ser covalentes (1 — 3 eV) ou de natureza menos energeética, assim um potencial elevado
aplicado poderiam remover essa camada do sensor (Daniels e Pourmand, 2007; Barbero,
Alexeionescu e Lelidis, 2005). E uma técnica que fornece informacdes completas e detalhadas
das caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solucdo, em sistemas formados por
capacitancia, resisténcia e indutancia, estendendo-se ainda aos sistemas eletroquimicos, uma
vez que diversos processos podem influenciar a relagdo entre a corrente e o potencial do
sistema (Shervedani et al., 2007; Arotiba et al., 2007).

As correntes e tensdes em grande parte dos circuitos ndo sdo estacionarias, variando
com o tempo. A forma mais simples de variacdo de tensdo (ou corrente) com o tempo é a
forma senoidal, que é representada por um vetor comprimento V, (ou I), também conhecido
como valor maximo de tensdo (ou corrente), e que gira em sentido anti-horario com
velocidade angular constante (0. A onda senoidal é geralmente € medida em termos de
medida angular, no entanto, também pode ser mensurada em uma base temporal (Martins-

Junior, 2007). A figura 22 mostra a representacdo do vetor e o grafico da onda senoidal.
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Figura 22: Representacéo de uma onda senoidal de periodo t, e amplitide I, e sua relacdo entre a representacéo
do correspondente vetor de comprimento |, girando em sentido anti-horario a uma velocidade angular constante

de W=2xf radianos/segundo ou uma frequéncia de f Hz. Fonte: Martins-Junior, 2007.
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Em resumo, nesta técnica surge uma corrente de natureza senoidal em consequéncia a
aplicacdo de um potencial senoidal ao sistema. Duas ondas senoidais que tém amplitudes
diferentes também podem estar em fases diferentes. Ou seja, 0s valores maximos e picos e
zeros das ondas ndo ocorrem necessariamente ao mesmo tempo, o deslocamento de fase entre
potencial e corrente é mostrado na figura 23. A diferenca de fase € chamada de angulo de fase,
que surge pelo fato de um vetor se adiantar ou se atrasar em relagdo ao segundo (Martins-
Junior, 2007).
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Figura 23: Resposta senoidal de corrente elétrica frente a uma perturbagdo de potencial. Fonte: Préprio autor

4

Deslocamento de faze

Os dados de impedancia podem ser representados de diferentes maneiras, sendo as
representagdes graficas mais comuns o diagrama de Bode (/Z/ e ¢ vs. log (@) e 0 diagrama no
plano complexo (Z’ vs”. Z”), também conhecido como diagrama de Argand-Gauss, Nyquist
ou Sluyters que serad utilizado para analise dos resultados de impedancia deste trabalho. O
diagrama de Nyquist (plano complexo) é composto da parte real no eixo das abscissas e da
parte imaginaria, no eixo das ordenadas, num plano cartesiano em diferentes frequéncias.
Deste modo, cada ponto deste tipo de grafico representa a impedancia a uma dada frequéncia.
Ja na representacdo através do diagrama de Bode, 0 médulo de impedéncia, /Z/, e 0 angulo de
fase ¢ s@o representados em funcdo do logaritmo da frequéncia angular o (Barsoukov &
Macdonald, 2005). A Figura 24 mostra as representacfes de Nyquist e de Bode para um
circuito série/paralelo de duas constantes de tempo usualmente encontrado no modelamento
de sistemas eletroquimicos.

Figura 24: Representacdo da impedéncia complexa em funcéo da frequéncia no (a) plano complexo, e em (b)
magnitude e fase. Fonte: Chiappetta-Filho, 2014.
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No diagrama de Nyquist o eixo das abscissas corresponde a parte real, € medida em ohm
(Q) e equivale as contribuicdes de resisténcias. O eixo das ordenadas corresponde a parte
imaginaria também em ohm (Q) e esté relacionado as contribui¢des indutivas e capacitivas da
impedancia. Os valores de impedancia sdo concebidos em uma faixa de frequéncias e gera
configuracdes tipicas, de acordo com o mecanismo eletroquimico predominante. Desta forma,
a técnica se mostra como uma ferramenta importante para separar processos que ocorrem na
interface metal/solucdo em um sistema eletroquimico, j& que na maioria das técnicas
eletroquimicas tradicionais seriam vistos como contribuicdes simultaneas a resposta total
(Crow, 1994; Orazem, 2008; Barsoukov & Macdonald, 2005). A figura 25 ilustra um grafico
de Nyquist.

Figura 25: Representacdo esquematica de um diagrama de nyquist. Fonte: préprio autor.
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No diagrama de Nyquist acima podemos observar duas regides distintas, uma de
controle cinético de alta frequéncia, e outra de controle de transporte de massa, de baixa
frequéncia. A regido de alta frequéncia é formada por um semicirculo, o qual o diametro

equivale aos valores de RQ e Rct. A regido de baixa frequéncia ¢ controlada pelo transporte
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de massa e é representada pela parte linear do grafico, onde se observa a impedancia de
Warburg. Além disso, dois pardmetros sdo obtidos da analise do semicirculo: RCT que é a
medida do didmetro e a frequéncia de relaxacdo caracteristica, f, obtida no valor maximo do
semicirculo. (Stevanatto et al., 2014)

A faixa de trabalho em frequéncia depende tanto do objetivo da analise, estudo do
eletrolito ou das reacdes de interfaces, como da impedancia do sistema (Evgenij et al., 2005;
Wang 2006). Varios fenémenos eletroquimicos, como a presenca da dupla camada elétrica na
interface eletrodo-solucéo, corrosdo de um material, formacéo de filme de 6xido e adsorcdo na
superficie do eletrodo, resisténcia da solucéo, resisténcia a transferéncia de carga, processos
difusionais, além de muitos outros, podem ser representados por elementos de circuito
(Cesiulis et al., 2016).

Dados de EIE podem ser analisados mediante a utilizacdo de diferentes modelos de
medida, como circuitos equivalentes ou modelos matematicos. O uso de modelos elétricos
contendo resistores, capacitores, indutores e outros componentes elétricos é uma tentativa de
se mostrar que a impedancia eletroguimica experimental pode se aproximar da impedancia
elétrica, uma vez que a aplicacdo de circuitos equivalentes tem como fundamento as
similaridades entre o comportamento da célula eletroquimica e um circuito elétrico de
resistores, capacitores e indutores (Barsoukov e Macdonalds, 2005; Damos et al., 2004).

O circuito equivalente de Randles é uma representacao tipica de um sistema composto
por capacitores e resistores (Figura 26), e é bastante Gtil para a analise da impedéancia causada
por uma reacdo de Oxido-reducdo em uma interface eletrodo-solucdo (Pejcic, 2006). O
circuito corresponde a um resistor RQ acoplado em série a Rct ¢ ao elemento de Warburg. Os

dois ultimos por sua vez estdo acoplados em paralelo com um capacitor Cdl.

Figura 26 : Circuito equivalente de Randles para uma interface eletrodo\solugéo.
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Onde:

RQ = resisténcia da solugéo eletrolitica;
ZW ou W = impedancia de Warburg;

Cdl = capacitancia da dupla camada elétrica;
RCT = resisténcia de transferéncia de carga.

O componente RQ esta relacionado a resisténcia da solu¢do, o Rct e 0 ZW estdo
relacionados a difusdo dos ions em solucdo e a difusdo do par redox estudado. A capacitancia
da dupla camada elétrica € representada por Cdl por possuir a caracteristica de capacitor
(Grieshaber et al., 2008; Damos et al., 2004).

A utilizacdo da técnica de EIE pode utilizada nas andlises do processo de hibridizacdo
de oligbmeros de DNA, por meio do monitoramento da variacdo da impedancia total do
sistema. Isto é possivel, pois a impedancia total do sistema esta relacionada ao aumento da
componente capacitiva do sistema, que por sua vez, é resultante de mudancas na densidade e
mobilidade de ions associados com a reagdo de hibridizacdo (Guiseppi-Elie; Gheorge, 2004).
Neste sentido, Mahadhy et al. desenvolveram um estudo de um sensor capacitivo para
monitorar a captura de acidos nucleicos complementares de fita simples. Um oligonucleotideo
foi imobilizado na superficie do eletrodo de ouro modificado com politramina. A temperatura
foi aumentada para 50 ° C para reduzir a hibridacdo ndo especifica (Mahadhy et al., 2016).
Em outro estudo, Mahadhy et al. desenvolveram um promissor genossensor portatil,
ultrassensivel, automatizado e baseado em fluxo. O biossensor dispensa o uso da PCR e
provou a possibilidade de uma poderosa deteccdo de patdgenos de origem alimentar e
bactérias resistentes a varios medicamentos em um futuro préximo (Mahadhy, 2015).

Em alguns trabalhos a capacitancia pode ser utilizada para se obter informagdes acerca
da conformacdo e/ou orientacdo das proteinas. Neste sentido, Berggren e colaboradores
prepararam um biossensor capacitivo para deteccdo de anticorpos e antigenos de proteina,
fragmentos de DNA e ions de metais pesados e modificando a superficie pela técnica de
SAMs (Berggren et al., 1998). Um sensor semelhante foi constituido para a detec¢do de
Escherichia coli e Salmonella typhimurium em eletrodos de ouro, que foram funcionalizados
(Laczka et al., 2008).

Os biossesores impedimétricos também se destacam como ferramentas importantes no

desenvolvimento de técnicas de deteccdo biologica. Nesta perspectiva, Gong e colaboradores
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(2017) desenvolveram um genossensor impedimétrico label free para deteccdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), atraves da modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo
com um filme de grafeno e Nafion©. A variacdo do Rct foi utilizada como parametro para o
acompanhamento de cada etapa de modificacdo do genossensor.  Esse biossensor
impedimétrico pode detectar o gene do virus HIV na faixa de 1,0 x 10 a 1,0 x 10™° mol L™,
com LOD de 2,3 x10™ mol L™,

A EIE também pode ser utilizada no desenvolvimento de imunossensores. Assim, Fanga
e colaboradores imobilizaram o virus da dengue pré-inativado sobre as superficies de filmes
finos de titanato de bario e estroncio (BST) preparados pelo método solgel modificados com
monocamadas organicas formadas por 3 aminopropiltrietoxissilano (APTS). A superficie do
sensor modificado serviu como teste de deteccdo seletiva para capturar/conjugar as moléculas
de anticorpos da dengue presente no soro do paciente. Medidas de espectroscopia de
impedancia foram aplicadas para identificagdo da presenca de anticorpos da dengue no soro
(Fanga et al., 2010).

As técnicas eletroanaliticas se destacam, pois proporcionam multiplas vantagens quando
comparadas as técnicas existentes utilizadas na construcdo de biossensores como seletividade,
especificidade, reprodutibilidade, precisdo, tempo de resposta excelente e estabilidade

quimica o que possibilita sua aplicacdo em diversas areas.

1.2.8 Microscopia de Forca Atdmica

Atualmente, existe uma familia de microscopios de varredura por sonda ou SPM (do
inglés Scanning Probe Microscope) entre os quais é possivel citar o Microscopio de
Tunelamento ou STM (do inglés Scanning Tunneling Microscope) e o Microscépio de Forca
Atdmica ou AFM (do inglés Atomic Force Microscope). Essa classe de microscdpios tem
como componente essencial uma ponta ou sonda que varre a superficie da amostra detectando
mudangas em seu relevo atraves de variacfes de grandezas fisicas que dependem da variante
do SPM escolhida (Pinto et al., 2013). A microscopia de forca atbmica tem recebido uma
grande quantidade de estudos e investimentos, devido a sua maior resolugdo e menor custo
comparado as microscopias eletrdnicas de varredura (SEM) e de transmissdo (TEM) (Ferreira;
Yamanaka, 2006).
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Recentemente, SPMs apresentam-se como ferramentas que  contribuem
significativamente com diversas &reas da ciéncia, em especial & biologia, fisica, ciéncia dos
materiais e microeletrénica. Em sistemas biologicos incluindo células, bactérias, virus e
biomoléculas, isso possibilita a compreensdo dos fenémenos biofisico-quimicos envolvidos,
constituindo-se em mais uma ferramenta auxiliar de analise e proporcionando um rapido
desenvolvimento interdisciplinar (Ferreira e Yamanak, 2006). Assim, é possivel se obter
novas informacdes sobre as bases moleculares dos processos bioldgicos, como por exemplo, a
investigacdo de biofilmes bacterianos com superficies metalicas em sistemas industriais,
situacdes clinicas e adsorcao de moléculas proteicas em superficies de biomateriais.

O principio de funcionamento do AFM esta baseado na interacdo que ocorre, ao longo
da varredura, entre os 4&tomos que compdem a ponta do microscépio e 0s atomos que
compdem a superficie da amostra. No decorrer da varredura, o cantiléver sofre deflexdes
devido a interacdo atémica, desviando o laser que incide sobre ele, o laser é detectado por um
fotodiodo que envia essas informacdes de desvio do cantiléver para o controle de
realimentacdo que ajusta a posicdo da amostra (e/ou da ponteira) e para 0 computador onde €
construida a topografia digitalizada da superficie da amostra (Pinto et al, 2013), o esquema de

funcionamento do AFM é mostrado na figura 27.

Figura 27: esquema de funcionamento do AFM. Fonte: Herrmann et al., 97.
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O cantiléver e a agulha sdo os componentes sensores dos microscopios de varredura por
forga. A agulha é inserida no final do cantiléver e tem a funcdo de mapear a amostra. O
cantiléver por sua vez, mensura a forca de interacdo entre a amostra e a agulha. O sistema de
varredura é outro fator determinante da resolucdo do AFM. Este é formado por um sistema de
varredura piezoelétrico que gera a movimentacdo necessaria (X, y e z) para obtencdo de
imagens topograficas nas trés dimensbes e medidas de forca. Dentre todas as forcas que
contribuem para as deflexdes, a mais associada com a microscopia de forca atdbmica, € a forca
interatdbmica denominada de van der Walls. O sistema de reflex&o do feixe de laser mede o
deslocamento do cantiléver através da incidéncia e reflexdo de um feixe de laser na ponta livre
espelhada do cantiléver. As operacGes de controle e realimentagdo, assim como a aquisicao de
dados, construcdo e processamento das imagens sao realizadas por um microcomputador
(Pinto et al., 2013; Meyer, 1992).

Na Figura 28a temos a relacdo qualitativa do potencial da forca interatbmica com a
distancia entre a ponta e a amostra. Dependendo do regime de forcas escolhido, a geracdo de
imagens em AFM pode ocorrer de trés modos distintos: 0 modo contato, 0 modo tapping ou
contato intermitente e 0 modo ndo contato. No modo contato a forca entre ponta e amostra é
repulsiva, no modo ndo contato o regime é de forcas atrativas e no modo contato intermitente
ocorre uma inversdo no tempo entre forgas atrativas e repulsivas. Na figura 28b temos uma
imagem obtida via AFM. (Pinto et al., 2013; Sarid, 1991).

A AFM proporciona uma alta resolucdo espacial lateral e vertical na visualizacdo de
superficies em nivel atbmico de diferentes materiais (metais, peliculas organicas, polimeros,
amostras bioldgicas em sistemas condutores e isolantes) e em diversos meios (vacuo, pressao
atmosférica, meios liquidos) (Mengui, 2006).

As interacdes de reconhecimento molecular sdo eventos importantes nos aspectos
bioldgicos. Vérios trabalhos, envolvendo a modificacdo quimica de superficies e imobilizagdo
de moléculas, foram desenvolvidos para obtencdo de imagens topograficas de alta resolucéo
da interagcdo Antigeno-Anticorpo com a técnica de AFM, através do monitoramento direto
(sem a presenca de marcadores). Perrin e colaboradores confirmaram a propriedade da AFM
em detectar e quantificar reacdes imunoldgicas especificas através de imagens topograficas.
Neste estudo, foram investigadas duas rea¢fes imunologicas em substrato de dxido de silicio

modificado com grupos silanos: anticorpos anti-ferritina de camundongo e anti-Ac de
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camundongo conjugado com particulas de ouro coloidal, no modo ndo contato, e a reacéo
entre moléculas de ferritina e anticorpos anti-ferritina, no modo contato. As rea¢des foram
quantificadas diretamente, detectando-se o0 anticorpo anti-ferritina e o0 antigeno e

monitorando-se a rugosidade da superficie do substrato (Ferreira; Yamanaka, 2006).

Figura 28: a) Comportamento qualitativo da dependéncia do potencial da forga interatdmica com a distancia

entre a ponta de prova e a superficie da amostra. b) Imagem obtida via AFM. Fonte: Sarid, 1991 e proprio autor.
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Em outro estudo, Hong et al. Propuseram uma técnica rapida e eficaz para detectar o
enterovirus 71 (EV71), patdgeno causador da doenca pé-mdo-boca (HFMD), com base no
mecanismo da forca intermolecular biolégica, usando a microscopia de forca atdémica.
Inicialmente, revestiram as particulas EV71 na superficie da mica e fabricaram os anticorpos
EV71 (anti-EV71) fixados na ponta do AFM por meio de varios procedimentos quimicos. Em
seguida, a ponta quimicamente modificada do AFM foi aplicada para medir as forcas de
desenlace entre EV71 e anti-EV71 pelo modo de contato (Hong et al., 2017).

Processos de hibridizacdo de DNA também podem ser avaliados pela técnica de AFM.
Neste sentido, Chiorcea e Brett avaliaram desenvolveram dois procedimentos diferentes de
imobilizacdo de DNA de fita dupla (dsDNA) na superficie de um eletrodo de grafite pirolitico
altamente ordenado (HOPG) foram avaliados pela Microscopia de forca atbmica no modo
A/C magnético (MAC AFM) que é uma técnica delicada que permite a conexdo direta e
visualizagdo de biomoléculas que estdo suavemente ligadas a superficie do eletrodo
(Chiorcea; Brett, 2004).
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A microscopia de forca atbmica é uma nanotecnologia amplamente usada para geracdo
de imagens e medicdo de forca em biofisica e biologia. Sua alta sensibilidade na sondagem
especifica de ligacdo entre moléculas é aplicavel a deteccdo de toxinas alimentares (Reese;
Xu, 2019). Neste sentido, em 2009, Chen et al. utilizaram o método para detectar a toxina
ricina ligada a uma superficie de ouro com uma ponta funcionalizada por anticorpos (Chen et
al., 2009), atingindo a resolucdo de molécula Unica, correspondendo a um limite de deteccéo
em subfemtomolar.

Em adicdo, alteracOes fisiopatologicas celulares sdo detectadas em escala molecular, o
que é importante para revelar o aparecimento de doencas. Essas anormalidades podem
perturbar a arquitetura e as funcdes celulares em escala molecular. No estudo realizado por Jin
e colaboradores, as alteracGes induzidas pelo envelhecimento e pelo diabetes nas propriedades
morfologicas e biomecanicas dos eritrocitos sdo claramente caracterizadas em escala
nanométrica usando o microscopio de forga atbmica confirmando que o AFM pode
potencialmente ser transformado em uma ferramenta poderosa no diagnostico de doengas (Jin
etal., 2010).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanogenossensores eletroquimicos baseados em sistemas de nanoparticulas de
ouro para o diagnostico da esquistossomose e da leishmaniose visceral em soro, urina e

liquido cefalorraquidiano (LCR).

1.3.2 Objetivos Especificos

e Aperfeicoar o sistema Mercaptopropiltrimetoxisilano e nanoparticulas de ouro
(MPTS_NPsAu) utilizando primers que seréo utilizados na biodetecgéo;

e Determinar parametros fisico-quimicos dos oligonucleotideos (primers) que serdo
utilizados como elementos de biodeteccao;

e Avaliar o sistema desenvolvido com quantidades frente a diferentes concentracdes de
DNA de S. mansoni e L. chagasi;

e Estudar através de técnicas eletroanaliticas as propriedades interfaciais do sistema sensor,
bem como avaliacdo da bioatividade deste sistema frente a amostras do de DNA de
S.mansoni e L. chagasi;

¢ Analisar morfologicamente os sistemas desenvolvidos por microscopia de forca atdmica;

e Caracterizar através das técnicas de VC e EIE as interagdes entre as amostras de pacientes
e o sistema diagndstico desenvol

e vido e assim definir sua sensibilidade e especificidade.
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2 METODOLOGIA

2.1 MATERIAIS

Amostras de Schistosoma e Leishmania foram fornecidas pelo Laboratério de
Parasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhédes (Recife, Brasil). Todas as amostras
foram previamente caracterizadas utilizando a transcri¢ao reversa seguida da reacdo em cadeia
de polimerase em tempo real (RT-gPCR). 3- Mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS), acido
cloroaurico (HAUCI,) e albumina de soro bovino (BSA) foram adquiridos da Sigma Chemical
(St. Louis, MO, EUA). Ferro e ferricianeto de potassio foram obtidos da VETEC (Brasil).
Todos outros produtos quimicos utilizados neste trabalho foram de qualidade de grau de
reagente e utilizados tal como recebidos sem purificacdo adicional. A &gua foi purificada com

um sistema de purificacdo Millipore Milli-Q.

2.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) de todos os pacientes e controles foram
recolhidos por puncdo lombar. A anélise do LCR consistiu de contagem geral e especifica de
célula, glicose, proteina, eletroforese de proteinas e determinagbes imunologicas para
esquistossomose (ELISA), herpes, sifilis, cisticercose, toxoplasmose, citomegalovirus, virus
Epstein-Barr, virus da imunodeficiéncia humana, varicela zoster, Cryptococcus e 0 virus
linfotrépico humano. Estas amostras foram também analisadas de acordo com o Brusky
(2016) usando a técnica nested PCR (nPCR), no Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes na
FIOCRUZ no estado de Pernambuco.

A extracgdo e purificacdo de DNA das amostras de sangue foram realizadas utilizando o
kit comercial ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System (Promega), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A extracdo do DNA nas amostras de urina foi feita pelo método

de fenol-cloroférmio modificado (Silva et al., 2014).
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O DNA do Schistosoma foi purificado usando o illustra tissue & cells genomic Prep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, UK) de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA em
amostras de liquor de pacientes foi extraida e purificada usando o illustra blood genomicPrep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, UK) de acordo com as instrugdes do fabricante. Assim, foi
quantificado num espectrofotometro e armazenado a -20°C. O primer tiolado utilizado foi
Schfol7? (5-GTGCTGGT GGGTTGACGAGTTC-3 ). Este primer € especifico para S.
mansoni (Abath, 2002).

Leishmania (Leishmania) infantum (MHOM / BR / 1974 /PP75) promastigotas foram
cultivadas em meio de Schneider e usadas como fonte de DNA. O DNA foi extraido das
culturas usando o kit de isolamento de DNA de tecido Genomic Prep (GE, Amersham Place,

Little Chalfont, Bucks, Reino Unido) de acordo as instruc6es do fabricante (Silva et al., 2014).

2.3 MODIFICACAO DO ELETRODO COM MPTS E ELETRODEPOSICAO DE
NANOPARTICULAS DE OURO

Primeiramente, uma solu¢cdo de MPTS a 50 mM foi preparada diluindo o MPTS em
agua deionizada em uma proporcéo de 0.5: 100, em seguida 600 uL. de HCL a 0.1 M foi
adicionado, a mistura foi entdo sonicada por 9 min seguida de agitacdo por 45 minutos até a
solucdo ficar transparente e homogénea, que foi entdo estocada sob refrigeracdo até o

momento do uso (Das et al., 2014).

Antes da modificacdo a superficie do eletrodo de trabalho foi limpa com o auxilio de
uma lixa seguido de imersdo em hipoclorito de so6dio por 10 minutos para eliminar qualquer
residuo aderido na superficie do eletrodo. Apds o processo de limpeza, 4 pL da solucdo de 3-
MPTS foi dispersa na superficie do eletrodo de trabalho, este silano tem afinidade pela

superficie do ouro devido & presenca do grupo tiol em sua estrutura, 0 mpts serve como uma
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rede de ancoragem importante para a deposi¢cdo da camada de nanoparticulas. Em seguida, o
eletrodo de trabalho junto com o contra eletrodo e o eletrodo de referencia foram imersos na
solucdo de 1mM de HAuUCIl, em 0,5M H,SO, para o processo de eletrodeposicdo. As
nanoparticulas de ouro (NPsAu) foram diretamente depositadas no eletrodo de trabalho
previamente modificado com MPTS. O potencial aplicado foi de -0,2 a 1,3 V vs Ag / AgCl
ciclados 30 vezes a uma velocidade de varredura de 50 mVs™, desta forma as nanoparticulas

recobriram toda a superficie do eletrodo.

2.4 MODIFICACAO DO ELETRODO

Figura 29: Etapas de montagem da plataforma sensora. Fonte: Proprio autor.
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Apos a formagdo o sistema MPTS-NPsAu, a sonda de DNA foi imobilizada na

superficie das NPsAu. BSA foi usado em todos os experimentos para bloquear as interacdes
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ndo especificas. As etapas de montagem da plataforma sensora estdo representadas na figura

29.

25 ANALISE DE HIBRIDIZAGAO

O DNA alvo foi diluido em solucdo tampdo PBS 10 mM. Subsequentemente, aqueceu-
se durante 3 min a 40 ° C antes dos experimentos. A hibridacdo foi realizada por técnica de
revestimento usando 2uL do DNA alvo obtido a partir de DNA alvo em diferentes

concentragoes.

2.6 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As analises eletroquimicas foram realizadas num PGSTAT 128N potenciostato /
galvanostato (Autolab, Holanda) em uma célula eletroquimica de trés eletrodos na presenca de
uma solucdo de 10 mM de Ky[Fe (CN)s]*/Ks[Fe (CN)s]* (1: 1) usado como uma sonda redox.
A superficie do eletrodo de ouro foi usada como eletrodo de trabalho. Eletrodo de fio de
platina e eletrodo e Ag / AgCl (solucdo saturada de KCI) foram usados como eletrodos
auxiliares e de referéncia, respectivamente. Os experimentos de EIE foram realizados a uma
frequéncia entre 100 mHz e 100 kHz, com uma faixa de potencial de 10 mV aplicado. As
analises de VC foram realizadas em uma faixa de potenciais entre 0,7 V e -0.2V a uma
velocidade de varredura de 50mVs™. Todas as medicdes eletroquimicas foram realizadas em

triplicado utilizando trés amostras diferentes (n = 3).

2.7 MEDICOES DE MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Analises estruturais do sistema foram realizadas utilizando um microscopio de forca
atdbmica (SPM-9700, Shimadzu Corporation, Japdo) em modo ndo contato a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 ° C). Cantilevers do AFM com uma ponta de silicone
(nanoworld, Japdo, a frequéncia ressonante = 300 kHz, constante de elasticidade = 42 N m™)

foram usadas. As imagens (512 pontos por linha) foram coletadas com uma taxa de
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varrimento de 1,0 Hz em uma éarea de digitalizacdo de 5 x 5 mm. Para eliminar artefatos, as
imagens foram obtidas a partir de pelo menos duas areas separadas macroscopicamente em

cada amostra e analisadas utilizando o software AFM Gwyddion.
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3 RESULTADOS
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ARTICLE INFO ABETRACT

Feyworh: Schisivsomiasts i a negleried tropical dissase with & wordwide prevalence. Neuroschis rcomtasts 1s the most
Soatsiseomn mansanl severe presentation of the disease and affects the central nervons system. In this work, Schismeoms mansont
Ganaascr detection was based on self-zeeembled layers of S -meraptopropyit hmeysl (MFTE) amd eleciro-
Nmopartices synthesized godd nanoparticles [AnNPsh. The DA probe was chemisorbed onto AuNPs. The bimensor was
Elactmaapotion chamctestzed by slectrochemiol impedance spectrosroy (5] and cyclic voltsmmetry (0V). The impedimetsc
P Imparkinice specteusopy respanse of the MPTS-AUNPS-DMApmo System indicates an effective modification of the dectmde sorface.
Topographical atomic force micoscopy Images were used i characierize the self-sceembled layers on the gold
eledrode murface. The proposed biosystem was able to recogmize the 5. mansoni genome sequence at different
oonrenirations in senples of urine, cerebrospinal fimid, and senmm_ Sevenl concetration Anges were svalmibed:
mrine (27-50pgpl ), cerebrespinal fhud (25-60pgpl "), and serum (3742 pgpl ') The bmit detection
{LODY of the hiosmsor was 06 pguL U The d loped label free 5 was able o detect =mall con-
centrations of 5. mansond DMA in complex biological fuids.
1. Introduction schistpsomiasis is the most severe clinical manifestation of the 5

Schistosomiasis has a critical role for public health with socio-
economic impacts on impoverished commundties [1]. Of oote, chromic
5 manscmi infection leads to significant residual morbidity. The disease
remains @ devastating neglected tropical disease that afects approxi-
mately 260 million people worldwide [2,3). Alsa, about B00 millicn
[4,5].

The sympiomatology of the acute phase is nelated to fewer, diarrhea,
hesdache, asthenda, and anorexia, or even asympéomatic [6). The
coatinmous infections can result in gmoulomatous resctions and fhrosis
in the affected orgams. Also, these manifestations can oocur associated
llllll:'h ]ulununfﬂmcmh:] II.EI'I'\HI.II"!EI.. pn]j'puumlhbhndy

portal hyp and y by
periension I_?] Nenmn:lnllnmmuu Ifhﬂjmdm:nllynnnlf:ﬂ.u
meningamyel cradiculitis, myelitis, and radioalitis. In additon, cere-
bral, pseudotumoral, or spinal forms are also observed. Medullary
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mansoni infection [E].

The intestimal schistcsomiasis dizgnosis is usually performed
throwgh the Kato-Katr fiscal smear technique (a standard method re-
commended by the Word Health Orgamizabon for qualitative and
quantitative determination). However, the Kato-Katx technigue is Bm-
ited due to its low sensitivity, particulardy in mild infections [5,10].
Immunological assays are ueed for performing the roatine laboratory
tesis, especially in the chromic-phase chagasic infiection [11). The im-
munological assyys are intradermal reaction, complement fixstion re-
action, indirect immunofluorescence, enryme-linked immunosorbent
assay (ELISA), and capture ELISA [12]. In addition, the immanalogical
assxys are dependent on the seanch for 5. mamsoni antibodies [13,14].

Haowewer, antibodies-hased trsts present limitatioms due to the cooes-
reaction with other antigens (mainly of other belminths), diffculty of
differentiating from the active infection of the previous contact with the
parasite, and low semsitivity for asymptomatic cases [15]. Cere-
Brospina] fuid (C5F) s extessively used for diagnosis of patients with

a, UPPE, SOET0-001, Recife, PE, Erazl
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clinically suspact=d N3 [16).

In this comtext, electrochemical genosemsors bave become an alber-
mative for the development of new dizgnostic methods [17,15). Nano-
matetials have been psed for the development of biodevices doe to their
buge surface-to-volume ratio, controlled sive, and difereotiated phy-
med to immobilize the recognition elements (e.g., DNA or proteins)
1.

AuNPs are the most ¢ iall in E T
velopment thromgh bonmnhmlumnpmun['l'g] AuNP:l]m'lebam
med associated with diferent dals as graph oxide (GO
and carbon namotubes (CNT) hublamh]‘hndlmmplul:fmmﬁurﬂﬂﬁ
detection [19,20]. Hybrids nemoplatforms improve the sensor perfor-
mance due to the large sarface ares and good elecirical condwoctiviby
attributed bto a synergistic efect of these nanomaterials [21-24). Elec-
trochemical techoiques can monitor variations in the electrical prop-
m{mmumumdﬁedmm [25]. Po-

ic methods {eg., cycling) are suitable for
obizining AulNF's on the clectrode surface [26,27). Thus, impedimetric
mancsensors are potentially promising due o their potential for rapid
DMNA detection with low cost and sensitivity [25,2E].
h&umnﬁ:m:nﬂrmﬂhmhpmﬂ
of the 3mercaptopropylirimethooysil (MPFTS) and electro-
chemically synthesized AnNPs (Fig. 1) for & mansoni genomes detec-
tion. The ocrgancsilane (MFTS) was used to obtain compelling sal-gel
derivative films to immobilize AuNPs since it interacts with the waorking
:I.u:tm:leﬂnmghﬂu-ﬂbm:h [29). AuNPs were electrochemically
synthesized, and the applied potential cycling controls the nucleation”
pmthpmu:lnflh:.ﬂ.uﬂ?: [30]. Also, AuNPs offer a mnique approach
for immaobilization of thiol-modified DNA. Therefore, the association of
sol-gel derivative films with AuNPs allows the development of a gen-
omensor for 5 mansond detection in GSF and other biological Auids.

L. Materials and methods

21 Materials

DMA samples of 5. mansom were assigned by the Department of
Parmasitology of the Aggeu Magalhies Imstitute (Recifie, Brazil). RTqPCR
mmefu]ﬁnrlh:pwmmchambunnl’uﬂmplu 3
Mercapix ltria il (MPTE), Gold chloride (1) bydrate

d o 2 5

By gukl RIFTS

Tizlznan J (019 FRE-407

(HAuCl - xi20), and bovine sram albumin (BSA) were purchased from
Sigma-Aldrich (3t Louis, MO, USA). Ferrocyanide and potassium fer-
rocyanide were obtained from VETEC (Braxil). DMNA solubons were
prepared in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). The other che-
micals used in this work were resgent grade and used as neceived
without further purification Ultmpure water was obained ffom a
Millipore Milli-(} system.

ZZ Sample preparation

Caontrols and patient’s samiples wene collected (v = 1 ml) and their
analyses consisted of geneml and specific cell counts, glucose, CSF,
protein electrophoresis, and immuanclogical determinations (ELISA) for
schistosomiasis, herpes, syphilis, cysticereosis, toooplssmosis, cytome-
zoster, Cryptocoooss, and buman cell lymphotropic vins. The samples
were alsy amalyred by nPCR [8]. Electrophoresis using genomic DA
from 5. mansond at different concentrations is shown in Fig. 51

The urine samples {v = 5ml) were tramsferred to a 15-ml. Falcon
tube. DNA was extracted according to Silva wsing protocol 2 [31].
Schistosome DNA was purified wsing the illustrabed tissoe & cdls
genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare, UK} acconding to the
manufscharer’s instructions. [NA sxmples from patisnts were extracted
and purified using the illustrated blood gencmic Prep Mini Spin Kit (GE
Healthcare, UK) acconding to the manufactarer’s instroctions. Ths, it
was quantifiesd in a spectrophotometer and stored at —20°C The
thiclated specific primer for & moresss was Schiol? (3-GTCGCTGET
GGOTTEACGAGTTC 37 [32).

23 Modification of the electrode arjuce

Imitially, 50 mM MPTS solution was prepared by mixing MPTS with
deiomized water (0.5:100, w) and 600 pL of 0.1 molL - HO [33].
Then, the mixture was somicabed for 9 min followed by stiming for
45 min until obinining a tramsparent homogeneous solution. The elec-
trode sarface was gently polishesd with sandpaper and deicnized water.
Subsequently, the bare gold electrode (BGE) was immersed in a solution
of sodium hypochlorite for 10 min, washed with deionized water, and
dried at room iemperaiune. After, the elecirode surface was modified
with 4 pl. of the homogeneous solution of MFTS by drop coating and
allowed to dry at 25°C Sobseguently, 1mM de HAuwQy-xHz0 in
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Fig. 2 AFM tmages for the stepwise modification process 8] MPTSAGNPS, b) MPTS, AUNPSOSA, ., €] MPTS. AGNPS-DNA L DNA o ) MPTS. ATNPS-
DA prete- DA e s ] WP, ATNPS-DHA prs DN A s g 1) BAPTS. ATNPS- DA prete- DINACS mergr §) MPTS. AUNPS-DNAgrrsos outive. momtmst

0.5 mol L~ H50, was cycled 30 times in the range of potentials be-
tween +1.3 V and —0.2 V at a scan raie of 50 mV s~ AuNPs were
directly deposited om the working electrode previously modified with
MPTS. BSA was used in all experiments to @woid non-specific intermc-
ticns.

24, Hybridisation anafysis

Target DMA was dilated in 10 mM PBS soluticn (pH 7.4), heated for
dminat 40°C (o desature the dowblestranded DNA into single
sirands), and followed by hybridization with a complementary probe.
Hybridization was performed by a simple drop-coating method using
2 pl. of the target DNA obtained from CSF, urine, and serum at different
concentrations. We also evalunated the slectrochemical respanse of the
- ar after exg o DNA ples « ining ascorbic acid and
chaolesterol as interferents. [n these asays, 2pl of each smple was
dropped on the semsor sarfsce for 15 min. The selectivity study was
carried cut in 10mM PBS salution {pH 7.4) coatining 2pl of the

lyte and of each interf The stability was amalyzed through the
ensor nesponses after immersion in 5 mM MaOH solution and sub-
squent immobilization of the target DNA

25, Hecirochemsion] meosuremerns

were performed wsing 2 PGSTAT 128N potenbosiatgalvamostst
(Autolab, The Netherands) at room temperstore. A three-slectrode:
configuration was employed with an Ag/Ag0 reference electrode (ss-
turated KCI), a platimem wine electrode as the auxiliary electrode, and
the gold electrode (BGE) as the working elecirode. The impedance:
spectma were recorded within the 100 mHz and 100 kHz frequency
mnge with an alteroating voltage adjusted to an amplitude of 10 m¥.
The CV amalysis was performed in the potential range between +0.7 Y
and —0.2 ¥ at a scan raie of 50 mV s~ ' The electraolytic solution was
10 mM Ky [Fe{CN)]* /KalFe{CNJel™ (1:1, w'v] in 20 mM PES (pH 7.4).
Al elecirochemical messurements were performed in toplicage (o= 3],

26 Atomic force micoecopy mataremmls
AFAM was used to perform structural analyses of the system in a noo-

coatsct mode in the &ir at room tempemture (t = 25°C) [34]. Canti-
levers with an AFM silicon probe (Mamoward, Japan, resomamce

frequency = 300 kHr, spring constant = 42 Nm-') were wsed for all

i The mages were collecied with a scanning mie of
1.0Hz in 2 scan area of 5 % Spm. The images were obiined from at
lieast two macroscopically separated areas. The Gwyddion softwane was
med to amalyze the AFM images [15].

3. Results and discussion

3.1. Morphological choracterination

Fig. Za and b shows the BGE surface after modification with MPTS
and electrodeposited AuNPs, respectively. Then, surfaces with a
rougiiness of .86 nm (Figs. Za) and 0.16pm (Fig. Zh) were obixinesd,
suggesting an efficient asembly of the layers. MPTS provides a 30
palymeric network with thicl tail groups that binds to gold surfaces.
Also, this matrix provides a biocompatible environment that preserves
the iological structure and actvity after immobilirzation process. The
palymeric network is ial to AuNPs bly allowing the in-
corportion of a high amount of biomalecules that improve the semsor
sensitivity. DMA probe immohilization resalted in changes of the sur-
face roughness bo 032 pm (Fig. 2c) in agresment with previcus studies
reparted in the terature [33 36].

The specific interaction of the sensor and 5. monsond samples was
evaluated . Significant changes in topography were observed for worm
DNA (Fig. 2d), contaminated serum samples (Fig. Ze), adne (Fig. 26,
and LCR (Fig. 2g). The nom-complementary target shows a homo-
geneous distribution on the electrode surface without the presence: of
aggregates (Fig. Zh). Thas, cur results confinn the spedificity of the
semsnr. AFM imaging is in good agreement with CV and EIS resulis.

The electrochemical chamcterization of the modified electrode was:
spectroscopy. From Fig. 3a, we can observe a decrease i the amodic
pezk carrent after the addition of MPTS (curve b) as compared to the
unmodified electrode {(carve a). Thus, we obfained an effective as-
smbly of the MPTS layer on the slectrode surface The decressed
current can be attributed to the increased steric hindmnce of MPTS
[37). An increase of the ancdic and cathodic peak carrents was verified
due o AuMPs electrodeposition, which results in a rise in the sarface
area and improvement of the conductivity (curve c). Purther wane in

91



C.E Smnenc, eral

Tizlznan J (019 FRE-407

Cuwrend (pa)
bl

=" [ulen}

E] . g

q
d

Pedenlel (v)]

L sy’ 1A’ Tax’
Z'(ohm)

Fig. 3. {a) Cyclic »ollammograms of the steps of elecirode modifioiion and bio-recognition. proceses: BGEE 4], MPTS=——, MPTS_AuNPS——, MPTS_ AuNPs-

at SimV's

MITE AUNPs-DNAproe-genmme i

the currents is chserved after immobilization of the thicl-modified DNA
probe on the MPTS-AulNPs system (curve d). BSA was msed to block the
remaining sites {oarve €] In particular, after the bybridization process
with the complementary genaoms, a further decrease in the anodic and
cathodic peaks (curve f) was obtained due to additional blocksge of the:
electron transfer to the electrode surface. Fig. b shows the impedance:
specima of each stxge of the sensar platferm development in a frequency
range between 100 mHz and 100kHz Significant differences in the
impedance spectm were observed during the assembly of the semsor
platform when compared to the onmodified gold electrode since each
Layer acts as & mass tramsfer block layer [34,35]).

The electrochemical resg af the g was eval d after
expasare to different concentmations of target DMA (0.6, 1.3, 2.6, 5.3,
104, 3.9, 400, and Sﬂ.gpgpl._"]. A nonconductive complex forma-
tion ocoars after the recognition of the contaminsted samples that
difficult the passage of the famdaic cument to the ransdwcer [40]. The
vol tammetric response of the genosensor is proportional to the number
of recognized malecules (Fig. £a).

A modified Randles equivalent circuit was ased [41] to Gt the im-
pedance data (Fig. db, solid lines). We ohtainsd a good sgreement be-
tween the equivalent circuit model and the experimental results. The
circuit is composed of resistance of the solution (Asal), charge tmnsfer
resistamce (Ret), constant phase element (CPE), and Warburg diffosion
element (W), Ideally, W and Bsol represent the mass properties amnd
diffusion chamcteristics of the redox probe in sclution, respectivedy.
CPE represents a noo-ideal chamcteristic of double layer capacitance
[42).

The performance of the genosensor was evaluated by the nelative

woltammetry san was Inftiated at - 0.2 V vs. AgAgcl in positive direction

MFTS_ATINP 5D At B, BT, ATINPS- DA §ETHIM e, Cyprilic
. () Myquist plots for the stepwise modification process: BGE (=], MITE @, MPTS_AUNPS 5, MITS_ ANPS- DN Az, @, MPTE AUND S D A 5L 9,

variation of Ry (ARcr), providing quantitative information of the DA
bybridizstion processes. The AR was calculated acconding to the
AR (%) = (R iy — R | Rorismen)c 0o,

where RBommesgy is the value of the electron transfer resistance of the
sensor system after the biorecognition process, and Borsemer is the
value of the charge transfer resistance of the genosensor. The Rer ele-
ment depends on the insulsting chamcteristic at the secrode/slec-
trodyte interface. The filling of the recognition sites () was caboolated
msing the following equation & = (1-RWR,;, where B, is the B of the:
binsensor and Ry is the Rer of the biosensor after exposure to different
concentrations of the genomic target sequence. & as a function of the
concentration of the genomic target ssquence is shown in Fig. 5. The
value incresses with incressing target DMNA concentmation and is found
m 0.74 (F4%) at a concentration of 8319 pgpl._".

A linear behavior was cbtzined from 0.6 to 10.4 pgpl—? (inset of
Fig. 5h)l Howewer, after this range of concentrations, a saturation
profile = observed. The chamges in By are higher than thase of ather
impedance components. Thus, B was used to evaluste the interfacial
properties of the sensor system.

3.3, Deection of §. mamsoni in dfferent Kological firdds (cendrospinal
Jhnd, prine, ond seum)
C5F is an important labomtory ssmple for diagnosis in patients with

maspected neuraschistosomizsis [173]. Thu'aiure. e pﬂ"nﬂlﬂddﬂ:—
trochemical amalysis of CSF ples from d with

Flg. 4. (2} Cydic woltsmmograms of the

Currwnt ()

tilosemsr exposed to target groomic DR
BGE £, MU T, MPTE_ AUNPYws, MIFTE.
AUNPE-DN Aproe—, MPTE. AxNPs

m.n],_.ua_.ms_mmul,“

(B pEHL” T
gmnm: (3pEpl mnsmr-
gEome  (26pgml U  Blosensor
penome {(5Zpgul ')—\. Rlosensor.
gemome  (10.4pgHL 'Jmmm,  Hiosensor-
gmome  (200pgpl "  Biosemsor

geome (40.0pguL " and Blosensor

Putzndal ')
DA and negative control: BGE ), MPTS_ A

T T T
2o’ 1wty FATL Y

B Biosemsorgenome (06 pgul '} i, Bosemsorgenome (13 pgpl ')

geome [E19pgpl " (b] Nyquist
plois of the bicsrnsor after expemre io dif-
ferent concemtrations of targst gencmic
. Blosemsor.

' jonm]

w - Enome
[Z6pgpl ") B Blosemsor-genome (5.2 pg L") m, Blosesor-genome (1004 pgul ') m, Eleensor-gemome (20.9pgul ") (5, Blosensor-genome (40.0pgpl i m
Edceensor-genome (839 pgpl ')l and Biosersor-negative control [ The solid Enes represent the simulation data. Inset: Randles squivalent droit.
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Also, 5. mumeoni can be detected in other biclogical fluids, sach as
wrine and serum. Urine is not 2 conventional sample for diagnosis of 5
mumson but is promisor for DNA research. Urine bas the great ad-
vantzge of not being a mmple of imvasive collection and being easily

L 1 In this stady, C5F, arine, and serum samples were analyzed
under the same parameters. A significant incresse in the By values was
obixined after the recognition of positive samples.

The sensitivity of the genosensor was evaloated through & calibra-
tion corve obtxined from impedimetric responses obtained after its
exposure to the target sample. The biosensor has demonstrated ex-
cellent semsitivity for detecting the genomic target at low concentbra-
tioms in CSF, urine, and seram. Table 1 shows the fted impedance
parameters for different ssmples. The proposed biosemsor is effective at
low mmple volumes (2 pl.). The comparison of the propossd genosensor
with other previous biosensors is shown i Table 1. Thus, the present
biosensor demonstrated the: feasibility for rapid molecular detection of
5. mamzoni compared with other metheds.

9.4, Selectivity and sinbility of the gemosensor

The adsorption of interfering molecales oo the dlectrode surfsce is a
factor that can modify the electrochemical respomse [43) and suppress
the electrode response [44). The nterferents tested in this work wene
ascorbic acid (AA) and cholesterol. Fig. 52 shows the impedimetric
response of the genosensor in the presence of the complex mixtures

Modifles aiactmaa Conomir bmpatsapme REor Qi m
m I':I 1 e
Bare gokd dloctmde - [STIN 11}
MPTS-ANPs KA profe. - 1B ZDE 0B
Somsor yston DA Brget 06 537 IDE 0E
13 5B IDE 0E
26 EIE  LDE 0B
52 THL 123 0B
104 25 LT 0B
209 1140 1E: 06
410 11/ 181 08
T 1510 144 0E9
Negasw il - 40 0 0m
Smsor oystom Toina sample 500 2.0 0o 0|
00 EAT T T Y
360 g4 1DE  OmW
300 T =
70 48 110 om
Smsor systom [SF smpia GO0 113 78 O
70 BEET 03 479
LM Il 1M A
300 53 14 0E
=p 43¢ D3 QB2
Eamsor systan-saum £20 TE QLE 0LE
e 00 E9T 0S5 W
=D £ 00 W
i 56l 00 0m
bl 4 1w om

neuroschistosomiasis. Table 1 shows the Bx% values of the ssmples
comtaining DMNA from the adult worm of 5 marssi. PCR was msed to
validate the conc sons of the g ic DMA from 5. monsoni. There
was no significant difference in DNA coocentton detection by both
measurement methods The chitmined walues were wed to get a re-
hmmmmdmﬂmuiﬂ::limilufﬂ:mcﬁmﬂﬂﬂ}dﬂ.ﬁm@".

(amalyte + fering suk es). The results indicate that the re-
spomse of the genosensor was not significantly affected in the presence
of substances usually found in biclogical fluids such as AA and cho-
lesterol.

The reusbility of the biosensor was evaluated immerging the gen-
osensor in a sofution of 5 mM NaD# for 5 min to onbound the genome.
This process was repeaied two more Gmes on the same day (Figs. 53a
and 53%). After 48h of storage under refrigeration, the analytical tests
were carmied out under the same experimental conditioms (Figs. 53c and

Table T

Comparison of the analytical performances of the proposed penosemsor with other biosensors for the detection of Schismsoma 5.

Type of binsmsor Amiyzs Detact torhmiqna Linaar rmaga Limit ‘Refranca

Pleroeiociic 5 iy 10-200ngmL? Smgml " [45]

Ecvmin-Printad Einsasor 5. mosond cyctic ana diffntial pois vokmmmatTy OL05E-P0apmL " o3BT mL " [46]

Elactrochamiral Dl Scfisnsomn wgg anodic sixtppimy volmmatry (ASY) 0021 pgml? ol pgml " [47]

wtlp=

Elrtrochamsiral immmnesy g i Imgml ' -15 ol 1Spgmlt [48]

Epertropiprtvochiomtical Gofosie Egg AnSgen  UW/Vis spectromesry and cycic vobmmety - 13w 10 mgml-t  [47]
IETmmEry (BEA)

Elartrocharsirsl ireomnessy 5. Jopanioen e swaap wnistEmatry (LEW) 1:5000-1:100 BT [=0]

Mehll e ey £ Jopaniomn antibody  anodic seipping vollmmstry (ASY) Gdmgml " - 100pgml " L0mgmlt [E1]

Camnmasnr 5. moms Cyic voitsmmpiry s Imperdmes T-Eipgel " (arine) Glngml~" This work

E-G0pgel " (05F)
T-g2pgpl " (sermm)
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E3d). Thus, it was possible to confirm the stability of the genosensar.
‘Therefore, the proposed sensor is 2 useful platform for rapid and spe-
cific detection of 5. monso in different biclogical fluids 2= CSF, urine,
and serum.

4. Conclusion

lwﬂdﬂhﬂ&mﬂ]m]ﬁlﬁ!‘mhﬂduldﬁmﬂd

layer of 3 lectrochemically sys-
ﬂ—:ﬂ.mﬁrmﬂm“mh—
d. The i i and vl it ily mEE:ﬂnth
mﬂzmﬂmﬁqﬁ:‘ o face. The developed
mhﬂuﬂmgﬁmnhhﬂmﬂmﬂ
7 at bow oms in CSF, urine, and serum with

lmﬂmﬂm}:flﬁmﬂ.“ The developed system is
presented 25 a promising altermative for the label-free detection of
Schistoszama im CSF, orine, and ssrum.
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1. Introduction

Leishmaniasis are parasitic diseases caused by protozoa belonging to the genus
Leishmania. The parasites are transmitted through the bites of sand flies and infect humans
and other animal species such as dogs [1]. They are one of the most prevalent diseases in
tropical and subtropical areas, affecting about 350 million people worldwide [2, 3]. They can
manifest themselves in three main ways: mucocutaneous leishmaniasis, cutaneous
leishmaniasis and visceral leishmaniasis [4]. Visceral manifestation is the most severe
presentation of the disease. Symptoms are usually fever, weight loss, hepato and
splenomegaly, hypergammaglobulinemia, and pancytopenia. When left untreated, visceral
leishmaniasis (VL) is fatal in 90% of cases2 [5, 6]. Visceral leishmaniasis is caused by the
species Leishmania donovani and Leishmania infantum (Leishmania chagasi) and L. infantum
is the species most commonly found in the American continents. It is a disease whose main
vector is the mosquito of the genus Lutzomyia, being a fatal protozoonosis when not treated
properly [7].

The methods currently employed in the clinical diagnosis of visceral leishmaniasis are
costly, requiring numerous steps to be performed in addition to skilled labor, have reduced
sensitivity to detect the early stages of the disease, generating false negatives [8]. The original
technique of identifying amastigotes in spleen, bone marrow and lymph node aspirates
remains the standard method for diagnosis [9]. However, this technique requires strict
precautions, training and technical expertise, making it difficult to apply in routine and field
studies [10-12]. Serological diagnoses are not ideal as they are unable to distinguish between
disease stages and asymptomatic infections and are susceptible to cross reactions [13, 14].

Given this, new methodologies have been employed as alternatives for the diagnosis of this
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pathology, including the use of interdigitated electrodes for antibody detection [15],
application of paper biosensors [16] or nanoparticles for detection of antigens and non-
amplified Leishmania DNA [17, 18]. Thus, it is clear the need to develop methodologies that
allow a more sensitive and faster diagnosis, ensuring greater control of visceral leishmaniasis.

In this perspective, nanomaterials-based biosensors have attracted considerable attention
due to their advantages such as low production cost, simplicity of handling, miniaturization
and low power consumption [19-23]. Research in this field would be beneficial for the
diagnosis, treatment and prevention of human diseases such as leishmaniasis. Electrochemical
DNA biosensors are able to offer simple, fast, accurate and inexpensive methods for testing
selected DNA sequences, and this has been a topic of considerable interest to many
researchers [24-26].

In the present research, gold nanoparticles were electrodeposited in the presence of 3-
mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS). MPTS interacts with the working electrode via Au-
S bonds and was used to obtain effective sol-gel derived films to immobilize AuNPs [27]. The
nanoparticles were then employed to immobilize a specific single stranded DNA probe
(ssSDNA) for Leishmania infantum and fabricating a marker-free electrochemical DNA
biosensor (Fig. 1). The biosensor was able to detect Leishmania infantum DNA in serum from

patients at different concentrations.



100

Figure 1. Schematic representation of the fabrication process of the biosensor.
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2. Experimental section

2.1. Materials

3-Mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS), chloroauric acid and bovine serum albumin
(BSA) were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). Potassium ferrocyanide
and potassium ferricyanide were obtained from VETEC (Brazil). DNA samples from
Leishmania infantum were provided by the Parasitology Laboratory of the Aggeu Magalhaes
Research Center (Recife, Brazil). All other chemicals used in this work were reagent grade
quality, used as received without further purification. Water was purified with a Millipore

Milli-Q purification system.

2.2. Sample preparation
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Leishmania (Leishmania) infantum (MHOM / BR / 1974 /PP75) promastigotes were
grown in Schneider's medium and used as a source of DNA. DNA was extracted from cultures
using the Genomic Prep Tissue DNA Isolation Kit (GE, Amersham Place, Little Chalfont,
Bucks, UK) according to the manufacturer's instructions. The amount of DNA was quantified

by measuring absorbance at 260 nm [28].

2.3. Synthesis of gold nanoparticles

For cleaning the working electrode, the electrode surface was gently polished by hand
with sandpaper and deionized water. Subsequently, the bare gold electrode (BGE) was
immersed in a sodium hypochlorite solution for 10 min, washed with deionized water and
dried at room temperature. After this pretreatment, a clean and stable gold surface was
obtained. 4uL MPTS solution prepared according to literature [29] was then added to the
electrode surface to serve as an anchor for nanoparticle deposition. The electrode was then
transferred to a 1mM solution of HAuCl, « xH,O in 0.5M H,SO,4. A potential variation
between + 1.3 V and -0.2 V was applied at a sweep rate of 50 mV.s-1 for 30 consecutive
voltammetric cycles, thus the gold nanoparticles were electrodeposited on the electrode disc
surface of gold. Thus, AuNPs coated the entire surface of the working electrode. The MPTS /

Au electrode was then rinsed with distilled water and dried at room temperature.

2.4 Hybridization analysis
After modification of the electrode surface, the Dnaleishmania probe was immobilized
on the gold electrode and acted as a biorecognition element. The DNA probe was diluted in 10
mM PBS solution (pH 7.4) and heated for 3 minutes at 40°C before the experiments. The

hybridization process was performed by dripping 2uL of samples with different
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concentrations of leishmania DNA on the gold electrode. The mounting steps of the sensor

platform are shown in figure 1.

2.5. Electrochemical measurements

Voltammetric and impedimetric analyzes were performed using a PGSTAT 128N
potentiostat / galvanostat (Autolab, The Netherlands) associated with a three electrode
electrochemical cell. The gold electrode was used as working electrode, platinum wire as
auxiliary electrode and silver / silver chloride as reference electrode. EIS measurements were
performed at a frequency range between 100 MHz and 100 kHz, with a potential of 10 mV
applied. CV analyzes were performed at a potential range between 0.7 V and -0.2V at a sweep
speed of 50mVs-1. Measurements were performed with electrodes immersed in potassium
iron ferricyanide solution that functioned as a redox pair. All electrochemical measurements

were performed in triplicate (n = 3).

2.6 Atomic force microscopy measurements

Topographic analysis of the system were performed through an atomic force microscope
(SPM-9700, Shimadzu Corporation, Japan) in a noncontact mode in air at room temperature
(approximately 25°C) [30]. Cantilevers with a silicon AFM probe (Nanoworld, Japan,
resonant frequency = 300 kHz, spring constant = 42 N.m*) were used. The images (512
points per line) were collected with a scan rate of 1.0 Hz in a scan area of 5.0 x 5.0 um. In

addition, images were obtained and analyzed using AFM Gwyddion software [31].

3.Results and discussion
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3.1. Morphological characterization

Figure 2 shows the BGE surface after modification with MPTS with peaks distributed
around the surface roughness of about 95nm. After the addition of NPsAu, the presence of
dispersed nanoparticles with a heterogeneous distribution with roughness of about 0.34 pum
can be observed, suggesting an efficient assembly of the layers (Fig 2b). Immobilization of
the DNA probe resulted in changes in surface roughness to 0.67 um (Fig. 2¢). The interaction
between the L. chagasi sample and the sensor surface was evaluated and significant changes
in topography were observed (Fig. 2d). The non-complementary target shows a homogeneous
distribution on the electrode surface without significant changes (Fig. 2e) thus confirming the
specificity of the sensor. Data from AFM morphological analysis were consistent with

responses by VC and EIS analysis.

Figure 2: AFM images of the stepwise modification process: a) MPTS; b) MPTS_ AuNPs ¢) MPTS_ AuNPs-

DNA0e-BSA d) Sensor-Duplex €) Sensor-DNA negative control-

0.34 um
0.00 um

0.74 um
0.0 um

a-MPTS

b-MPTS-AuNPs
c-MPTS-AuNPs-ProbeLeish-BSA
d-Sensor-Duplex
e-Sensor-Negative

3.2 Electrochemical characterization of the sensor system 3-MPTS/NpsAuU/DNA eishmania
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Figure 3 shows the electrochemical characterization of the gold electrode modification
steps performed by the cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy
methods. In the Impedimetric response (Figure 3a) we can notice that the clean gold electrode,
that is, without any modification presented a diminished amperometric response with semi-
reversible behavior. With the addition of the 3-MPTS, the diameter of the nyquist diagram
increased, proving the effective mounting of the 3-MPTS layer on the electrode surface. High
impedimetric response can be attributed to increased MPTS steric impedance [32]. With the
direct electrodeposition of gold nanoparticles a decrease in impedance was observed, which
occurs due to the characteristics of the nanoparticles such as the increase of the electrode
surface area and its electrical conductivity improvement. Finally it is possible to observe a

further increase in this response due to immobilization of the DNA Lgishmania

In figure 3b shows the voltammetric response of the gold electrode modification
process. The unchanged electrode cyclic voltammogram revealed a high electrode
voltammetric response with well-defined anodic and cathode peaks that are behaviors of a
semi-reversible system. During the mounting of the sensing platform significant changes in
the voltammetry peaks were observed when compared with the unmodified gold electrode, as
each layer on the electrode surface acts as a mass transfer blocking layer and hinder the

diffusion of ferro-ferricyanide toward the electrode surface.

Figure 3. (a) Nyquist plots of the stepwise modification and immobilization process: BGE (o), MPTS (e),

MPTS_AuNPs  (e), MPTS_AUNPs-DNAye (®), MPTS_AUNPsS-DNAe-genome (o). (b) Cyclic
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voltammograms of the modification and bio-recognition processes: BGE (—), MPTS (—), MPTS_AuUNPs (—),
MPTS_ AUNPS-DNA o5 (—), MPTS_ AuNPs-DNA,e-genome (—). Cyclic voltammetry scan was initiated at

-0.2 V vs. Ag/AgCl in positive direction at 50 mV.s™.
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Following standardization of the sensor system, the platform was evaluated after

exposure to different DNAeishmania COncentrations. Concentrations ranged from 0.0001ng to
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1ng and in all of them the sensor presented satisfactory responses as can be observed by the
formation of a nonconductive complex after the recognition of contaminated samples thus
hindering the passage of electric current [33]. The specificity of the genossensor was attested
by submitting the sample containing Schistosoma mansoni DNA that functioned as negative
control. Voltage and impedance data from the MPTS_NPsAu_Probe|eishmania System
evaluation are shown in Figures 4a and 4b respectively. Impedimetric response information
was fitted to a modified Randles equivalent circuit [34] (insert figure 4b) that showed
agreement of results. Circuit elements used include solution resistance (Rsol), load transfer
resistance (Rct), constant phase element (CPE), and Warburg impedance element (W). W and
Rsol represent the properties of the electrolyte solution and the diffusion capabilities of the
redox probe in solution, respectively. The CPE value is related to ionic charges, surface area,

dielectric constant and layer thickness [35].

Figure 4. (a) Cyclic voltammograms of the biosensor exposed to target genomic DNA: BGE (— ), MPTS (—),
MPTS_AuNPs (—), MPTS_ AuNPs-DNAyhe (), MPTS_ AuNPs-DNA.-genome (0.0001 ng.uL™®) (),
Biosensor-genome (0,001 ng.uL™) (—), Biosensor-genome (0,01 ng.mL™) (—), Biosensor-genome (0,1 ng.puL™)
(—), and Biosensor-genome (1.0 ng.uL™) (—) (b) Nyquist plots of the biosensor response when exposed to
different concentrations of target genomic DNA and a negative control: BGE (m),MPTS (m), MPTS_AuNPs (m),
MPTS_AuNPs-DNAyqpe (7), Biosensor-genome (0.0001 ng.uL™) (), Biosensor-genome (0.001 ng.puL™) (m),
Biosensor-genome (0.01 ng.uL™) (m), Biosensor-genome (0.1 ng.pL™) (m), Biosensor-genome (1.0 ng.uL™) (m),

and Biosensor-negative control (m).
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3.3 Analysis of the 3-MPTS / NpsAu / Leishmania probe system against contaminated samples

Patient samples were evaluated by load transfer resistance (ARCT) analysis, which
provides us with relevant information about DNA hybridization processes. ARCT can be

calculated by the equation below:



ARCT (/) = ([(RCT(recog)‘RCT(sensor)]/ RCT(sensor))x]-OO,
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The ARCT value varies proportionally with the sample concentration. Table 1 shows the

RCT% values of samples containing Leishmania DNA where from these values a standard

reference curve with a detection limit of 1pg / pl-1 was constructed.

The patient samples were analyzed under the same parameters as the purified samples

and the values shown in Table 2 were obtained. These tested samples which can have their

RCT% values compared to the RCT% values of the standard curve and thereafter find out up

the positivity.

Table 1: Equivalavent circuit values obtained from fitted impedance results.

Modified electrode [Genomic target Rc1/kQ Q/OF N
sequence]

Bare gold electrode - 1.73 7.08 0.149

MPTS-AuNPs_DNA probe - 3.85 7.63 0.918

Biosensor 0.0001 4.66 6.99 0.925

Biosensor 0.001 5.22 6.90 0.925

Biosensor 0.01 5.69 7.32 0.925

Biosensor 0.1 6.91 5.95 0.939

Biosensor 1.0 7.78 9.15 0.923

Negative contol 7.58 0.918

Tabela 2: ARCT% amostras de pacientes com leishmaniose

Modified electrode [Genomic target sequence] Q/pF

Sensor system-Serum sample 1,01 7.82 6.75 0.939
0.37 5.33 8.63 0.919
0.31 5.08 8.44 0.923
1.12 8.28 8.95 0.915
0,15 4,44 6.87 0.934
0.24 4.81 9.49 0.918
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Results indicate that interactions between the probe and the genomic target sequence
can be detected by the 3-MPTS-AuNPs-DNAprobe system. A significant increase in RCT%
values was observed after recognition of both positive and purified samples (Fig. 5). Thus, we
can prove that the sensing platform demonstrated a good sensitivity capable of detecting the

genomic target in low concentrations of genetic material.

Figure 5. (a) ARct% as a function of different concentrations of genomic target sequence: concentragcdes genoma

leishmania (m), DNA do soro (e).
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4. Conclusion

A simple electrodeposition method was used in the development of a new sensing
platform for the diagnosis of visceral leishmaniasis. Impedimetric and voltammetric responses
prove the efficient process of modifying the electrode surface. The developed genossensor
showed excellent performance in the detection of target genomic sequences at low
concentrations in serum with detection limit (LOD) of 0.1pg pL-1. The developed system is

presented as a promising alternative for Leishmania infantum marker free detection.
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PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPOSITADO PARA DETECCAO DO
GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA MANSONI

Campo da Invencdo

01. A presente invencdo é aplicavel & area de dispositivos nanoestruturados
utilizados para diagndstico através do uso de biossensores eletroquimicos, e refere-
se a métodos e composicles para identificacdo de patdgenos. A invencao refere-se
a aplicacdo de uma sequéncia curta de oligonucleotideos (sonda de DNA)
modificada com o grupamento tiol em sua extremidade, ligadas quimicamente a
superficie de nanoparticulas de ouro (NpsAu) previamente eletrodepositadas na
superficie do eletrodo de ouro modificado com camada auto-montada de 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) para deteccdo de patdbgenos em amostras
biolégicas em baixas concentragcbes. Em particular, na presente invencao, foi
desenvolvido um genossensor para a identificacdo de sequéncias especificas do
DNA do Schistosoma mansoni em amostras de pacientes infectados.

02. A associacdo entre materiais nanométricos e biomoléculas séo de interesse
na biotecnologia e quimica bioanalitica, pois as nanoparticulas podem melhorar o
desempenho dos biossensores. As nanoparticulas apresentam diversas aplicacfes
como: carreadores para entrega controlada de farmacos, separacdo de proteinas e
de células, deteccdo de patdogenos e desenvolvimento de sensores eletroquimicos
para o diagnostico de diversas patologias. (Oliveira et al., 2011). As nanoparticulas
de ouro também tém demonstrado vasto potencial em diferentes aplicacbes
bioldgicas, incluindo a sua utilizacdo no desenvolvimento de métodos diagndsticos

altamente sensiveis. As NpsAu apresentam a vantagem de formarem particulas
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pequenas, com elevada razéo area/volume, alta homogeneidade, de facil preparacao
e superficie quimica reativa a qual permite que moléculas organicas se liguem a ela.
Em adicdo, as nanoparticulas sé@o biocompativeis sendo, portanto Uteis na
imobilizacdo de biomoléculas por manterem a atividade biolégica destes materiais.
Desta forma, no desenvolvimento de biossensores utilizando DNA essas
nanoparticulas tém sido utilizadas diante de suas excelentes propriedades. (COSTA
et al., 2014).

Sumario

03. O invento aqui descrito é oriundo da aplicacdo de técnica eletroquimica
simples para a eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro e sua aplicagdo no
desenvolvimento de biossensores com elevada sensibilidade e especificidade para o
diagnéstico da esquistossomose. Desta forma, expomos uma metodologia de
preparacdo por meio da técnica de eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro
(NpsAu) sobre a superficie do eletrodo.

04. As nanoparticulas da presente invencao tém areas de superficie elevadas e
propriedades fisico-quimicas Unicas fazendo delas ideais para o desenvolvimento de
sistemas de biosensoriamento. O uso das nanoparticulas de ouro (NpsAu) na
preparacao de biossensores eletroquimicos se deve as suas caracteristicas, como
alta eletrocondutividade, energia de superficie e a razdo entre superficie e volume,
propriedades eletrocataliticas, possibilidade de atuar como fios condutores elétricos
entre a superficie do eletrodo e o analito permitindo a transferéncia eletrénica direta
(Boujakhrout, 2016). Além de que o0 ouro proporciona estabilidade quimica

adequada para a funcionalizacéo de oligonucleotideos, proteinas, biomoléculas entre
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outros, além de possuir alta condutibilidade térmica, baixa resistividade elétrica e

baixa interagdo com o oxigénio do ar para formar 6xidos.

Anterioridades: Estado da Técnica

05. A esquistossomose mansoni € uma doenca parasitaria causada pelo
helminto Schistosoma mansoni, sendo uma doenca importante no contexto da saude
publica brasileira. Sendo encontrada em muitas regifes tropicais do globo. Sua
principal manifestacdo ectopica € a neuroesquistossomose, que se caracteriza pelo
comprometimento do sistema nervoso central (SNC) decorrente da infeccéo pelo S.
mansoni. Quando sintomatica, € um grave distarbio no qual o prognéstico depende

em grande parte do diagndstico e tratamento precoces.

06. A confirmacao do diagnostico da esquistossomose é tomada principalmente
pela analise de amostras fecais. Algumas metodologias de teste de diagndstico, tais
como ELISA, imunoensaio de fluorescéncia indireta e radioimunoensaio, S&ao
comumente usados para diagnosticar a esquistossomose. No entanto, estes
métodos sdo geralmente complicados e demorados. Em relacdo a
neuroesquistossomose geralmente o diagndstico faz-se tardiamente, ndo raro em
achados de autépsia ou quando o paciente esta em fase terminal da doenca Ante o
exposto faz-se necesséario o desenvolvimento de um método de deteccao rapido,
sensivel e seletivo para a determinacdo da infeccdo pelo schistosoma tanto para a

protecdo da saude quanto para a continuacao do tratamento médico.

07. Recentemente, o uso de eletrodos nanoestruturados na area da quimica
analitica vem se tornando uma tendéncia, a fim de melhorar a sensibilidade,

seletividade e rendimento de sensores analiticos eletroquimicos e biossensores.
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Atribui-se 0 aumento do desempenho eletroanalitico de eletrodos nanoestruturados a
sua alta condutividade, a grande é&rea de superficie, a estabilidade e
biocompatibilidade. Diferentes métodos de modificacdo de eletrodo séo utilizados
para aumentar a sua sensibilidade e especificidade atenuando assim o0s

inconvenientes inerentes na deteccao do analito.

08. As nanoparticulas de ouro vém ganhando destaque em inameras
aplicacdoes bioldgicas. Destacamos 0s numerosos métodos que tém sido
desenvolvidos para a identificacdo de sequéncias de DNA tais como a as técnicas
Opticas, elétricas e gravimetricas. Todos estes procedimentos oferecem diferentes
vantagens para a deteccdo de alvos especificos de sequéncia de DNA.

09. Muito empenho tem sido feito no intuito de elaborar metodologias mais
eficientes no diagndéstico e prevencao desta patologia, neste sentido, foi elaborada a
patente C.N. Pat. 105891465 A, que se refere a construcdo de um sensor de
nanobastdes de ouro como um novo método de deteccdo de antigeno circulante de
Schistosoma japonicum. O sensor compreende anticorpos de Schistosoma presos a
um suporte de fase solida de ITO combinada com hastes de ouro para deteccédo do
antigeno circulante de Schistosoma para o diagndstico, onde através de sensores de
varredura UV foi possivel observar mudancas nos picos de extincao para determinar

a infecgao por Schistosoma japonicum ou néo.

10. A patente WO 2012145398 Al, descreve um método diagndstico para S.
haematobium, baseado em um método de enriqguecimento e um teste colorimétrico
para detectar anticorpos anti-schistosoma. As patentes U.S. Pat US 6261788 B1; US
6818402 B2; US 5583011 também propdem métodos de deteccdo do Schistosoma

sp., seja esta deteccdo baseada na deteccdo de antigenos, ou pela utilizacdo de
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técnicas de amplificacdo do DNA (PCR). Desta maneira a presente invengcdo se
diferencia das anteriormente expostas pelo fato de ser a Unica que utiliza sistema de
genossensor baseado em eletrodeposicdo de nanoparticulas no seu

desenvolvimento.

11. A invencdo aqui apresentada mostra um processo de sintese de
nanoparticulas de ouro e sua utlizacdo na montagem de um genossensor
eletroquimico visando sua utilizacdo principalmente, mas néo restrita, na area

biomédica.

12. Muito embora tais documentos apresentem semelhanca em relacdo a
presente patente, as diferencas existentes podem ser observadas através da

comparacao entre esses documentos que pode ser visualizada na Tabela | abaixo

13. Tabela | - comparacao entre as componentes caracteristicas de cada invento

WO us
Invento CN
US 6261788 B1 |2012145398 | 6818402
apresentado | 105891465 A AL -

Nanomaterial Sim Sim NAO Nao Nao
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Polimero N&o Sim N&o N&o N&o
Sequéncia de DNA Sim N&o Nao Nao Sim
Anticorpos N&o Sim Sim Sim Nao
Deposigao eletroquimica Sim N&o N&o N&o N&o
Técnica N&o
eletroquimica/Impedancia Sim N&o Nao Néao
eletroquimica

Problemas e Limitacées do Estado da Técnica

14. A principal dificuldade observada no desenvolvimento da técnica € superar

a limitacdo da quantidade de sonda de DNA que pode ser imobilizada no

genossensor, bem como a melhora da sensibilidade da sonda para a detec¢do desta

hibridacdo. Desta forma, a fim de aumentar a quantidade de hibridacdo bem como a

sensibilidade de sua deteccéo fizemos uso de nanomaterias, nanoparticulas de ouro

depositadas eletroguimicamente sobre o eletrodo de ouro previamente modificado

com MPTS, sendo as nanoparticulas sédo indicadas para este fim devido a sua

elevada area superficial e excelentes propriedades eletroquimicas. Podemos assim

desenvolver um dispositivo especifico, de alta sensibilidade e economicamente

viavel.

Objetivos da Invencao
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15. O objetivo da presente invencdo é apresentar um genossensor
impedimétrico nanoestruturado com camadas auto-montadas de silano na superficie
de um eletrodo de ouro e nanoparticulas de ouro eletroquimicamente depositadas. A
presente invencao evita e dispensa a necessidade de marcadores, uma vez que esta
técnica revela alteracbes nas propriedades elétricas da superficie, tal como a
resisténcia e capacitancia que tém uma resposta representativa a partir da presenca

da molécula alvo, sem marcadores.

16. A presente invencdo também tem como objetivo o desenvolvimento de
novos sistemas nanoestruturados obtidos por sintese eletroquimica em escala

nanomeétrica para producdo em larga escala e de baixo custo operacional.

Solucédo

17. O ato inventivo relacionado com a presente invencédo é a obtencdo de um
sistema de camadas auto-montadas de silano na superficie de um eletrodo de ouro e
nanoparticulas de ouro eletroquimicamente depositadas que fornecera um
diagnéstico rapido e preciso. Isso faz com que este dispositivo forneca a vantagem
em comparacdo aos métodos atuais de diagndstico da esquistossomose de

apresentar-se como uma técnica com economia de tempo e custo.

Vantagens

18 A obtencdo de nanoparticulas pelo método eletroquimico apresenta
vantagens, tais como: aumentar a condutividade do eletrodo, facilitar a
transferéncias de elétrons e melhora da sensibilidade analitica e seletividade,

proporcionando o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos mais eficientes.
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19. Por causa da sua simplicidade, a técnica da hibridagcdo € a mais
comumente usada nos diagnésticos laboratoriais do que o método de
sequenciamento direto, na analise de sequéncia génica especifica. Na hibridacdo do
DNA, a sequéncia génica alvo é identificada por meio de uma sonda de DNA que
forma um hibrido de dupla hélice com o seu acido nucléico complementar, sendo
esse reconhecimento altamente eficiente e especifico. O Transdutor eletroquimico
(eletrodo) de DNA apresenta a vantagem de apresentar uma grande diversidade de
suportes utilizados e pela facilidade de modificacdo dos mesmos. Apés modificacao
com a sonda de DNA, o eletrodo entdo produzido, é capaz de detectar
eletroquimicamente a molécula complementar de DNA, apresentando-se como uma

promissora ferramenta para aplicacdo na area biomédica.

20. O biodispositivo da invencdo mostra respostas satisfatorias frente a
diferentes concentracdes de DNA alvo na amostra analisada, além de ser de facil
manuseio, o que é uma vantagem, pois permite sua aplicacdo em laboratérios de

analises clinicas, além de laboratérios de ensino e pesquisa.

A novidade e o efeito técnico alcancado

21. Resumindo, a novidade da presente inven¢cdo é a metodologia diagnostica
utiizando nanoparticulas de ouro eletroquimicamente depositadas para o
desenvolvimento de genossensores, até o presente momento, esta metodologia nao
foi identificada por nenhuma outra instituicdo de pesquisa ou ensino ou mesmo

descrita na literatura.

Descricdo Detalhada
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22. Os exemplos a seguir ndo tém o intuito de limitar o escopo da invencéo,

mas sim de somente ilustrar uma das indmeras maneiras de se realizar a invengao.

23. Resumidamente consegue-se chegar a invencdo primeiramente pela
deposicdo direta das nanoparticulas de ouro 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™,

numa solucédo a 1mM de HAuClI, contendo 0,5M de H,SO,.

24. O procedimento seguido para preparar o genossensor foi o seguinte: O
eletrodo foi polido com uma lixa com agua deionizada, seguido por imersdo em
solucé@o de hipoclorito de sédio durante aproximadamente 5 minutos e secou-se a
temperatura ambiente. Apds lavagem com agua deionizada o eletrodo foi
imediatamente modificado pela adi¢cdo de 3-Mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS). O
grupamento tiol expostos pelo MPTS é importante para a posterior ancoragem das
nanoparticulas de ouro via eletrodeposi¢cdo. Em seguida, foi feita a eletrodeposicao
das NpsAu levando ao aumento da superficie eletroativa do eletrodo.
Posteriormente, a incubacéo da sonda foi realizada por um periodo de tempo de ao
menos 10 minutos e, finalmente, a amostra com o DNA-alvo pelo mesmo periodo
(Fig.1, p.1). A lavagem foi executada com &gua deionizada ap6s cada incubagdo. O

exemplo a seguir mostra um caso mais especifico de realizacéo.

25. Exemplo 1. Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas

Preparacdo de Nanoparticulas
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26. As nanoparticulas de ouro foram diretamente depositadas sobre o eletrodo
de trabalho previamente modificado com o MPTS. Uma solu¢cdo de 50.0 mM de
MPTS foi preparada diluindo o MPTS em &gua deionizada em uma proporcao
0.5:100, em seguida adicionou-se a esta solucdo 600uL de 0.1M de HCI levada ao
sonicador por aproximadamente 9 minutos seguida de agitacdo por mais 45 minutos.
Posteriormente, uma aliquota deste material foi adicionada a superficie do eletrodo.
Para a deposicao eletroquimica 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*, numa
solugdo a 1mM de HAuClI, contendo 0,5M de H,SO,.

Caracterizacdo de Nanoparticulas

27. As analises impedimétricas e amperométricas foram realizadas com
potenciostato / galvanostato PGSTAT 128N (Autolab, Holanda), em uma célula
eletroquimica de trés eletrodos, imersos numa solucdo de 10 mM de ferro-
ferricianeto de potéassio K4 [Fe(CN)s] * /Ks [Fe(CN)s*] na proporcéo (1:1) - usada
como uma sonda redox. A superficie do eletrodo de trabalho foi de ouro. Eletrodos
de fio de platina e Ag / AgCI (solucado saturada de KCI) foram usados como eletrodo
auxiliar e de referéncia, respectivamente. Os experimentos impedimétricos foram
realizados a uma frequéncia entre 100 mHz e 100 kHz, com um potencial de 10 mV
aplicado. Andlises amperométricas foram realizadas em um intervalo de potenciais

entre 0,7 V e -0.2V a uma velocidade de varredura de 50mVs™.

Caracteristicas das nanoparticulas

28. O artificio utilizado na construcdo do biodispositivo foi a imobilizacdo de
uma sequéncia especifica do DNA do Schistosoma mansoni na superficie do



124

eletrodo, que vai se ligar a sequéncia alvo através de processos de hibridacao.
Empregamos ainda diferentes concentracdes deste DNA alvo que foram

imobilizados para testar a sensibilidade do dispositivo aqui descrito. Figura 1 (p.1).

29. A Figura 2 (p.3) 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 (preto). Depois da modificacéo do eletrodo com o
MPTS houve uma diminuicdo desses picos comprovando a formacdo da camada
orientada de MPTS na superficie do eletrodo, dificultando assim a transferéncia de
elétrons entre a superficie do ouro e a solucdo redox (vermelho). O grupamento tiol
exposto pelo MPTS é importante para a posterior ancoragem das nanoparticulas de
ouro via eletrodeposicdo. Seguida da eletrodeposicdo das NpsAu houve um
acréscimo nas correntes de pico (verde). Este comportamento indica que as NpsAu
foram eficientemente ancoradas pelos grupamentos tidis expostos pelo MPTS
levando ao aumento da area de superficie eletroativa do eletrodo. Com a
imobilizacdo da sonda de DNA tiolada, ocorreu nova diminuicdo da corrente, em
decorréncia a repulsdo eletrostatica entre o par redox e a sonda de DNA na
superficie do eletrodo (azul). Por fim ap6s adicdo de amostra com DNA
complementar, nova reducgéo foi observada indicando a ocorréncia do processo de

hibridacao (rosa) e consequente bioreconhecimento do sistema sensor desenvolvido.

30. A Figura 3 (p.4) demonstra a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica,
também do processo de modificacdo da superficie de eletrodo de trabalho, onde as
modificacdes sdo comprovadas pelo aumento do didametro do semicirculo do
diagrama de Nyquist, sendo este aumento proporcional a Resisténcia a transferéncia
de Carga (RCT). O eletrodo sem modificacdes (preto) em sua superficie apresenta

grafico com um comportamento quase linear devido o processo ser limitado por
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difusdo, no grafico em vermelho observa-se a ligagcdo de MPTS a superficie do
genossensor. E possivel notar nitido aumento do didmetro do semicirculo quando
comparado com o eletrodo sem modificacdo, seguida por um decréscimo deste
diametro quanto a eletrodeposicao da nanoparticulas devido as suas caracteristicas
condutoras. O semicirculo volta a aumentar e esta caracteristica se mantém a
medida que as camadas vao sendo acrescidas ao dispositivo, refletido pelo aumento
gradual de sua resisténcia para o sistema MPTS\NpsAu-Sondashistosoma COMO para o
sistema apOs bioreconhecimento MPTS\NpsSAuU Sondashistosoma+Genoma O Qquée

corrobora com as analises de voltametria ciclica.
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REIVINDICACOES

01. PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPOSITADO PARA DETECCAO DO
GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA MANSONI é um genossensor
caracterizado por ser formado pelos componentes a seguir: a) uma molécula de
reconhecimento (sequéncia de acido nucléico) modificada com o grupo tiol, b) um
suporte onde em sua superficie sera feita a imobilizacdo das moléculas, c) uma fonte
de corrente elétrica, d) Nanoparticulas de ouro (NpsAu) e) 3-
Mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) sendo a detecgdo do analito realizada através

da analise das interacdes interfaciais do eletrodo.

02. PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPOSITADO PARA DETECCAO DO
GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA MANSONI conforme reinvindicagéo 1
caracterizada pela presenca de nanoparticulas que sdo obtidas a partir de um
processo de eletrodeposicdo das nanoparticulas de ouro sobre a superficie
modificada com MPTS.

03. PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPOSITADO PARA DETECQAO DO
GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA MANSONI, refere-se a métodos e
composicdes para identificacdo de patdgenos, caracterizada por baseia-se na
aplicacdo de uma sonda de DNA modificada com o grupo tiol em nanoparticulas de
ouro diretamente eletrodepositadas na superficie do eletrodo modificado com MPTS
para deteccdo de patdgenos em amostras com baixas concentracdes, em particular
foi desenvolvido um genossensor para a identificacgdo do DNA do Schistosoma

mansoni em amostras de pacientes infectados.

04. DETECQAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI e superficie de imobilizacdo das moléculas, conforme reivindicagcéao 1,
caracterizada pelo fato da referida superficie ser de ouro, 0 que proporciona uma
maior condutibilidade elétrica e biocompatibilidade ao dispositivo facilitando assim a

interagcdes moleculares.
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05. PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPOSITADO PARA DETECCAO DO
GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA MANSONI caracterizada por um método
para obtencdo de nanoparticulas de ouro, as nhanoparticulas de ouro foram
diretamente depositadas sobre o eletrodo de trabalho previamente modificado com o
MPTS, para a deposicéo eletroquimica 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,

numa solugéo a 1mM de HAuCI, contendo 0,5M de H,SO,.

06. DETECQAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE OURO, caracterizado pela
modificacdo camada a camada da superficie do biodispositivo seguida da analise
impedimétrica e voltamétrica, ao término de cada periodo de incubacao da etapa de

modificacao a lavagem foi executada com agua deionizada.

07. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE OURO de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada por utilizar os métodos de deteccdo espectroscopica
por meio de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica e Voltametria Ciclica.

08. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro, conforme reivindicacéo 6, caracterizado

pela exposicéo do grupamento tiol pelo MPTS.

09. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro, conforme reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que o grupamento tiol expostos pelo MPTS é importante para a posterior

ancoragem das nanoparticulas de ouro via eletrodeposicéo
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11. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro conforme reivindicacdo 6, caracterizado
pelo fato de que as referidas nanoparticulas acumulam as propriedades magnéticas
e elétricas do ouro, sendo portanto importantes ferramentas na construcdo de

biossensores.

12. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro conforme reivindicacdo 6, caracterizado
pelo fato de que a sonda imobilizada na superficie da nanoparticula é caracterizada
por ser uma sequencia especifica do material genético do schistosoma mansoni,

proporcionando ao referido biossensor uma alta especificidade da resposta.

13. DETECQAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro, conforme reivindicagao 7, caracterizado
pelo fato de que a referida analise é feita em uma faixa de frequéncia de 100 MHz

€100 kHz e numa faixa de potencial de -0.2V e 0.7 V, respectivamente.

14. DETECQAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula
de ouro em biossensores abrangendo ao menos um agente imobilizador e no minino
um agente ativador das ligaces moleculares, para a elaboracdo de ferramentas

para uso diagnéstico.

15. DETECQAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula
de ouro em biossensores, abrangendo ao menos um agente imobilizador e no
minino um agente ativador das ligacdes para o desenvolvimento de biodispositivos

eletroquimicos.

16. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA

MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula
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de ouro em biossensores, conforme reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato de que

o referido dispositivo € um genossensor eletroquimico.

17. DETEC(;AO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula

de ouro em biossensores na area médica, biolégica e farmacoldgica.

18. DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA
MANSONI utilizando nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula
de ouro em biossensores e no minimo mondmero funcionalizado com

oligonucleotideo para elaboracdo de biossensores e biodispositivos.
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6. FIGURAS
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Figura 3
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RESUMO

PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPOSITADO PARA DETECCAO DO
GENOMA DO VERME DE SCHISTOSOMA MANSONI

A presente invencao € resultado de uma metodologia simples para a obtencédo de
nanoparticulas de ouro através da eletrodeposicédo direta do ouro na superficie do
eletrodo e sua aplicacdo na elaboracdo de um dispositivo de diagndstico focado em
metodologias inovadoras em saude com alta sensibilidade e especificidade para a
deteccdo do Schistosoma mansoni. Assim, alcancamos uma técnica de preparacao
por meio de automontagem através da eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro
(NpsAu) sobre a superficie do eletrodo de ouro modificado com 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS). As nanoparticulas de ouro sdo usadas para
imobilizar sondas de DNA tiolada na superficie do eletrodo, devido as suas
propriedades, tais como reter a atividade biolégica, conducéo eficiente do sinal
eletroquimico entre transdutor e interface o que permite amplificar a resposta elétrica
e 0 organosilano MPTS oferece monocamada auto-montada em ouro e age de forma
comprovadamente eficiente entre a superficie do eletrodo. As técnicas de voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram Uteis para o
acompanhamento das etapas de modificacdo do eletrodo e observacdo da
hibridagdo molecular por meio do indicador redox ferro-ferricianeto de potassio. O
sistema biossensivel desenvolvido apresenta a capacidade de deteccdo do genoma
de Schistosoma mansoni em baixas concentracdes prestando-se para a avaliacao

de pacientes com esquistossomose.
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3.4 PATENTE II — METODO DE BIODETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA
DE LEISHMANIA UTILIZANDO NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE
ZINCO

Patente depositada na POSITIVA-UFPE — Diretoria de inovacdo sob o n°:

1, Invento

Titulo proposto para a invengio (Mximo de 256 caracteres)

METODO DE DETECCAO B\QELETROQMMICA OE LEISHMANIA CHAGAS| BASEADA
EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCC

Caracterizagio da [nvencio

(X) Um novo processo de fabricagio. (X) Um novo produto.
() U novo composto quimico. () Unm novo uso de um produto/processo ja
() U novo aparelho ou méquina, existente,

() Una nova biotecnologia.
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METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI

BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO

Campo da Invencéo

A presente invencao € aplicavel a area do diagnostico através do uso de
biossensores eletroquimicos nanoestruturados, e refere-se a métodos e
composi¢oes para identificagdo de patogenos. A invengdo baseia-se na
aplicagdo de uma sequéncia curta de oligonucleotideos (sonda de DNA)
ligadas quimicamente a nanoparticulas metalicas de 6xido de zinco aminadas
(NpsZnONH3) a superficie do eletrodo de ouro previamente modificado com
a camada automontada de d4cido 3-mercaptoproprionico (3-AMP) para
deteccdo de patdogenos em amostras com baixas concentragdes. Em
particular, na presente inven¢do, foi desenvolvido um genossensor para a
identificacdo de sequéncias especificas do DNA de Leishmania em soro de
humanos e caes.

As nanoparticulas metalicas apresentam diversas aplicagdes tais como,
possibilidade de atuar como carreadores para entrega controlada de farmacos,
separagdo de proteinas e células, bem como no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos para o diagnéstico de diversas patologias. Outra aplicacao

para as particulas metalicas € o seu uso para a marcacdo de moléculas
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biologicas, como por exemplo, anticorpos ou DNA, proporcionando também

aplicagdes nas areas médicas e veterinarias.

As nanoparticulas de oxido de zinco (NpsZnO), apresentam um notéavel
potencial de utilizacdo devido a sua estabilidade fisica e quimica, alta
capacidade oxidativa, baixo custo, alta disponibilidade e baixa toxicidade.
Além disso, as NpsZnO possuem estabilidade a longo prazo, alta
sensibilidade e confere provavel aumento do sinal eletroquimico. O 3-AMP
também foi utilizado j& que ele constitui uma alternativa vantajosa, por ser
um alcanotiol de cadeia curta, o que viabiliza a transferéncia de elétrons e
diminui o tempo de formagdo de monocamadas. Além disso, o0 AMP possui
grupos carboxilicos terminais o que viabiliza a imobilizacao de biomoléculas,
seja pela interagdo eletrostatica ou pela utilizacdo de agentes quimicos
ativadores para a formagdo de ligagdao cruzada. Diante de suas propriedades,
as nanoparticulas de 6xido de zinco e o acido 3-mercaptopropionico vém
sendo utilizados na montagem de plataformas sensoras.

Sumario

O invento aqui descrito ¢ oriundo da aplicagdo de uma técnica simples para a
obtencao de nanoparticulas de 6xido de zinco modificadas com o grupamento

amina posteriormente ligadas a camada de 3-AMP e sua aplicagdo no
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desenvolvimento de biossensores com elevada sensibilidade e especificidade
para o diagnostico da leishmaniose. Desta forma, descrevemos um método de
preparacao por meio da técnica de automontagem através da associacao de
NpsZnO/3-AMP sobre a superficie do eletrodo de ouro.

As nanoparticulas da presente invencdo tém areas de superficie elevadas e
propriedades fisico-quimicas Unicas fazendo delas ideais para o
desenvolvimento de sistemas de biosensoriamento. O uso das nanoparticulas
de 6xido de zinco na preparacdo de biossensores eletroquimicos se deve as
suas caracteristicas, como o aumento significativo da seletividade a
substancias toxicas, estabilidade fisica e quimica, alta capacidade oxidativa,
baixo custo, alta disponibilidade e baixa toxicidade. Além disto, o 3-AMP
proporciona o aumento da transferéncia de elétrons e a imobilizacdo de
biomoléculas na superficie do eletrodo.

Anterioridades: Estado da Técnica

A Leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria causada pelo Lutzomya longipalpis
(mosquito palha), sendo uma doenca importante no contexto da satide publica
brasileira, além ser encontrada em muitas regides tropicais do mundo. A
confirmag¢do do diagndstico da leishmaniose ¢ tomada principalmente pelo
diagndstico direto que se baseia na deteccao do parasito em secregoes

(microscopia direta). Algumas metodologias de teste de diagndstico, tais
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como ELISA, imunoensaio de fluorescéncia indireta ¢ PCR, s3o comumente
usados para o seu diagndstico. No entanto, estes métodos apresentam etapas
adicionais de processamento de amostras e necessidade de pessoal técnico
treinado. Por isso, o desenvolvimento de métodos sensiveis, rapidos e
seletivos para a deteccao da Leishmaniose ¢ importante.

Recentemente, o uso de eletrodos nanoestruturados na area da quimica
analitica vem se tornando uma tendéncia, a fim de melhorar a sensibilidade,
seletividade e rendimento de sensores analiticos eletroquimicos e
biossensores. Atribui-se o aumento do desempenho eletroanalitico de
eletrodos nanoestruturados a sua alta condutividade, a grande area de
superficie, a estabilidade e biocompatibilidade. Diferentes métodos de
modificacdo de eletrodo sdo utilizados para aumentar a sua sensibilidade e
especificidade atenuando assim os inconvenientes inerentes na deteccdo do
analito.

As nanoparticulas de 6xido de zinco vém sendo largamente empregadas no
desenvolvimento de métodos para andlises de amostras bioldgicas.
Destacamos os numerosos métodos que tém sido desenvolvidos para a
identificagdo de sequéncias de DNA tais como a as técnicas Opticas, elétricas
e gravimétricas. Todos estes procedimentos oferecem diferentes vantagens

para a deteccao de alvos especificos de sequéncia de DNA. Nos biossensores
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as nanoparticulas metéalicas sdo utilizadas com bastante sucesso, pois
possuem alta eficiéncia de imobilizagdo, e devido a sua alta area superficial,
as nanoparticulas podem aumentar a quantidade de biomolécula imobilizada,
consequentemente aumentando a sua sensibilidade.

Esfor¢os vém sendo empregados, com o objetivo de elaborar metodologias
eficientes no desenvolvimento de biossensores, por exemplo, a patente Pat.
WO 2014016465 Al, que se refere ao campo da biotecnologia,
especificamente ao campo de biossensores, mais especificamente ao campo
de biossensores com nanoparticulas metalicas como sistema de transdugao de
sinal. Que resulta em sistemas muito sensiveis que podem ser usados em uma
variedade de métodos de diagnosticos e analiticos, especialmente em
biossensores.

O desenvolvimento de novas metodologias diagnosticas da leishmaniose tem
atraido bastante atencao, por exemplo, a patente ES2356439 B1 que se refere
ao uso de oligonucleotideos de cadeia simples (aptdmeros) que sdo capazes
de se ligar especificamente as proteinas histonas de microrganismos do
género Leishmania, bem como as utilizagdes dos referidos oligonucleotideos
para o diagnostico e tratamento de leishmaniose. Também sao conhecidas as
patentes Pat. EP2631300 Al, que divulga a constru¢do de sondas de

oligonucleotideos altamente especificos que podem ser utilizados para a
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identificagdo de Leishmania e, ao mesmo tempo para a conjugacdo com
AuNPs. Em adi¢do, as patentes WO2016005517A1; US 20120228155 Al,
descrevem métodos de diagnostico, seja baseado na deteccdo de DNA, seja
pela utilizagdo de moléculas alvo em fase liquida. A presente invencao difere
das demais supracitadas porque nenhuma delas utiliza sistemas de
biossensores com dispositivos nanoestruturados baseados em nanoparticulas
de 6xido de zinco e 3-AMP no seu desenvolvimento.

A presente invengcdo mostra um processo de sintese e obtengdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco modificadas com o grupamento amina e sua
aplicacdo no desenvolvimento de biossensores eletroquimico visando sua
utilizagdo principalmente, mas nao restrita, na area biomédica.

Muito embora tais documentos apresentem semelhanca em relagdo a presente
patente, as diferencas existentes podem ser observadas através da
comparagdo entre esses documentos que pode ser visualizada na Tabela I
abaixo.

Tabela I - comparacdo entre as componentes caracteristicas de cada invento

WO02014016465 [ES2356439 \w0 2015114506

Al Bl A2
Invento apresentado
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Particula Sim Sim N3o Sim

metalica

Polimero Nado Nado Nado Nado

Sequéncia de

DNA Sim N3o Sim N3o

Anticorpos Nao Nao Nao Sim

Nanoparticula ) . . .
Sim Nao Nao Nao

de Oxido de

zinco aminada

Problemas e Limita¢des do Estado da Técnica

O principal problema encontrado no estado presente da técnica ¢ a limitagao

da quantidade da sonda de DNA imobilizada no genossensor, assim como da

sensibilidade da sonda para a deteccao desta hibridacdo. A fim de reverter

esta situagdo e aumentar a quantidade de hibridagdio bem como a

sensibilidade de sua deteccao usamos os nanomaterias. As nanoparticulas de

6xido de zinco aminada foram utilizadas para fazer modificacdes na

superficie do eletrodo, pois sdo indicadas para este fim devido a sua elevada
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area superficial e excelentes propriedades eletroquimicas. Podemos assim
desenvolver um dispositivo especifico, de alta sensibilidade e
economicamente viavel.

Objetivos da Invencao

O objetivo da presente invengdo € apresentar um biossensor eletroquimico
nanoestruturado com nanoparticulas de 6xido de zinco aminada. A presente
invengao evita e dispensa a necessidade de marcadores, uma vez que esta
técnica revela alteragdes nas propriedades elétricas da superficie, tal como a
corrente elétrica que tém uma resposta representativa a partir da presenga da
molécula alvo, sem marcadores.

A presente invencdo também tem como objetivo o desenvolvimento de novos
sistemas eletroquimicos em escala nanométrica para producdo em larga
escala e de baixo custo operacional.

Solucao

O ato inventivo relacionado com a presente inven¢dao ¢ a obtengdo de um
biossensor eletroquimico modificado com nanoparticulas de 6xido de zinco
aminada que fornecera um diagndstico rapido e preciso. Isso faz com que

este dispositivo forneca a vantagem em comparacdo aos métodos atuais de
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diagndstico da leishmaniose e apresentar-se como uma técnica com economia
de tempo e custo.

Vantagens

Uma das vantagens ¢ a juncdo das propriedades elétricas e metalicas,
proporcionando o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos mais
eficientes, pois as combinagdes de distintas propriedades possibilitam
potenciais aplicacoes

Por causa da sua simplicidade, a técnica da hibridacdo ¢ a mais comumente
usada nos diagnosticos laboratoriais do que o metodo de sequenciamento
direto, na analise de sequéncia génica especifica. Na hibridacdo do DNA, a
sequéncia génica alvo ¢ identificada por meio de uma sonda de DNA que
forma um hibrido de dupla hélice com o seu acido nucléico complementar,
sendo esse reconhecimento altamente eficiente e especifico. O Transdutor
eletroquimico apresenta a vantagem de apresentar uma grande diversidade de
suportes utilizados e pela facilidade de modificacdo dos mesmos. Apods
modificacdo com a sonda de DNA, o eletrodo entdo produzido, ¢ capaz de
detectar eletroquimicamente a molécula complementar de DNA,
apresentando-se como uma promissora ferramenta para aplicagdo na area

biomédica.
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O biodispositivo da inven¢do mostra respostas satisfatorias frente a diferentes
concentragdes de DNA alvo na amostra analisada, além de ser de facil
manuseio, o que ¢ uma vantagem, pois permite sua aplicacdo em laboratorios

de analises clinicas, além de laboratdrios de ensino e pesquisa.

A novidade ¢ o efeito técnico alcangado

Resumindo, a novidade da presente invenc¢do ¢ a metodologia diagnodstica
utilizando biossensores modificados com nanoparticulas de 6xido de zinco
aminada, onde até o presente momento, ndo havia sido identificada por
nenhuma outra instituicdo de pesquisa ou ensino ou mesmo descrito na
literatura para o uso como sensor para Leishmaniose, ja4 que os atuais
métodos de deteccao tém Ilimitacdes, dentre elas: baixa sensibilidade,
especificidade, alto custo, tempo elevado de diagnostico; o atual método
supera todas essas limitagdes para a deteccdo da doenca, baseando-se na

hibridagdo da fita complementar de DNA.

Descri¢ao Detalhada
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Os exemplos a seguir ndo t€m o intuito de limitar o escopo da invengdo, mas
sim de somente ilustrar uma das inimeras maneiras de se realizar a invencao.
Resumidamente consegue-se chegar a invengdo primeiramente pela sintese
das nanoparticulas de 6xido de zinco aminada e sua ligacdo ao eletrodo de
ouro previamente modificado com 3-AMP.

O procedimento seguido para preparar o biossensor foi o seguinte: O eletrodo
de ouro foi polido com alumina 0,5um e submetido a ultra sonicagdo por 1
minuto em agua deionizada, e posteriormente seco com nitrogénio (N,). Em
seguida, o eletrodo de ouro foi submetido a um potencial de -0,2 V para
torna-lo catodico por 2 min. Posteriormente, o eletrodo foi imerso na solucdo
de 3-AMP por 60 min (4uL), apds isso se modificou a superficie com
EDC:NHS (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil-carbodiimida/ N-
hidroxisuccinimida) por 15 min e ZnONH3 por 20 min. Concluida essas
etapas o sistema sensor foi exposto a amostra de PrimerLeishmania. Apds
obtencdo do eletrodo modificado com AMP-ZnONH3-PrimerLeishmania
este sistema foi submetido a incubagdo com o genoma de pacientes
contaminados com genoma de L. chagasi (30min) diluidos em tampao fosfato
de sodio (TFS) pH 7,4 (Fig.1, p.1). A lavagem foi executada com agua
deionizada apos cada incubagdo. O exemplo a seguir mostra um caso mais

especifico de realizagao.
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Exemplo 1. Sintese e caracterizagcdo das nanoparticulas

Preparagao de Nanoparticulas

As nanoparticulas foram obtidas da seguinte maneira: 1,5 g de 6xido de zinco
foi disperso em agua destilada (50mL- pH 6,8), o pH inicial foi ajustado para
6,5 com acido nitrico (HNO3). A solucgdo foi agitada durante 1 hora e 1 mL
de 3- Aminopropiltrietoxilano (APTES) foi entdo acrescido a solu¢do. Apos
adicdo do APTES o pH elevou-se para 9,7 por conta da propriedade basica
dos grupamentos amino, e apos alguns minutos estabilizou em 8,9. A solu¢ao
ficou sob agitacdo por 24h horas, apos isto, o excesso de APTES foi
removido por filtragdo e lavagem com alcool e acetona. O p6 foi seco a 60°C
sob vacuo.

Caracterizagao das Nanoparticulas

As analises impedimétricas e amperométricas foram realizadas com o auxilio
de um potenciostato / galvanostato PGSTAT 128N (Autolab, Holanda), em
uma célula eletroquimica de trés eletrodos, imersos numa solugao de 10 mM
de ferro-ferricianeto de potassio K4[Fe(CN)6]4-/K3[Fe(CN)63-] na
propor¢do (1:1) usada como uma sonda redox. A superficie do eletrodo de
trabalho foi de ouro. Eletrodos de fio de platina e Ag / AgCl (solucao
saturada de KCl) foram usados como eletrodo auxiliar e de referéncia,

respectivamente. Analise voltamétricas foram realizadas em um intervalo de
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potenciais entre - 0,2 V € 0.7 V a uma velocidade de varredura de 50mVs-1 e
os experimentos impedimétricos foram realizados a uma frequéncia entre 100

mHz e 100 kHz, com um potencial de 10 mV aplicado.

Caracteristicas das nanoparticulas

O artificio utilizado na constru¢do do biodispositivo foi a imobilizacdo de
uma sequéncia especifica do DNA de Leishmania chagasi, na superficie do
eletrodo modificado com as nanoparticulas que vai se ligar a sequéncia alvo
através de processos de hibridacdo. Empregamos ainda diferentes
concentragdes deste DNA alvo que foram imobilizados para testar a

sensibilidade do dispositivo aqui descrito.

A Fig. 2 (p.2) mostra os voltamogramas ciclicos do processo de montagem
do biossensor, onde podemos observar no voltamograma em preto as
correntes de picos anddicos (Ipa) e catoddicos (Ipc) bem definidos (eletrodo
limpo), o que ¢ caracteristico de um processo limitado por difusdo. Depois da
modificacdo do eletrodo foi observada uma diminuicdo acentuada destes
picos, caracterizando assim a formacdo da camada orientada de 3-AMP
(voltamograma vermelho). Posteriormente, foram adicionadas as

NpsZnONH3 juntamente com EDC:NHS, onde observa-se um novo
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decréscimo nas respostas amperométricas, comprovando assim a eficiente
aderéncia das nanoparticulas a superficie do eletrodo (voltamograma azul).
Com a imobilizagdo do primer da leishmania, ocorreu nova diminuigao
destas correntes, em decorréncia a repulsdo eletrostatica entre o par redox e a
sonda de DNA na superficie do eletrodo (voltamograma verde),
comprovando assim a ligacao e formag¢do da camada sensora AMP-ZnoNH3-
PrimerLeishmania. Para a avaliagdo da acdo do sistema sensor AMP-
ZnoNH3-PrimerLeishmania foi avaliada uma amostra contendo o DNA alvo,
e apos incubacao foi observado o processo de hibridacao, isto faz com que
haja uma nova diminui¢do nas correntes de picos anddicos e catddicos como
observado no voltamograma em rosa. Este processo reflete a presenca de fitas
complementares a sonda da camada sensora, demonstrando o reconhecimento
especifico do sensor desenvolvido. As andlises foram realizadas numa faixa

de potencial de -0,2 a 0,7V.

Através da Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, também ¢ possivel
observar o processo de modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho,
onde as modificacoes sdo comprovadas pelo aumento do didmetro do
semicirculo do diagrama de Nyquist, sendo este aumento relacionado ao

incremeto na Resisténcia a transferéncia de Carga (RCT). O eletrodo sem
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modificagdes em sua superficie apresenta grafico com um comportamento
quase linear devido o processo ser limitado por difusdo, ao adicionar o 3-
AMP a superficie do biossensor ocorre um nitido aumento do didmetro do
semicirculo quando comparado com o eletrodo sem modificagdo, esta
caracteristica se mantém a medida que as camadas vao sendo acrescidas ao
dispositivo, refletido pelo aumento gradual de sua resisténcia para o sistema
ZnoNH3-PrimerLeishmania como para o sistema apds reconhecimento
ZnoNH3-PrimerLeishmania-Genoma o que corrobora com as analises de
voltametria ciclica. As modificagdes que ocorrem na superficie do eletrodo e
o processo de hibridagdo levam a um bloqueio na transferéncia de elétrons do
par redox ferro-ferricianeto de potassio para a superficie do eletrodo. Desta
forma, estes eventos levam a alteracdes no didmetro do semicirculo visiveis
no grafico de Nyquist.

O processo de bioreconhecimento do biossensor frente as amostras clinicas
de caes infectados (DNA) também foi analisado. Foram analisadas uma
amostra concentrada (0.5ng) e a mesma diluida em varias concentragdes
(1,0ng/0,1ng/0,01ng/0,001ng/0,0001ng/mL), mostrando assim a viabilidade e
sensibilidade de utilizacdo do sistema sensor. Foi possivel avaliar por meio
das respostas dos voltamogramas ciclicos, que quanto mais concentradas as

amostras, menores sao as correntes de pico anddicas e catddicas, mostrando
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que quando aplicado o potencial sobre o eletrodo de trabalho, ha um maior
impedimento de passagem da corrente de elétrons.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO,
caracterizado por ser um biossensor a conter as seguintes partes: a) molécula de
reconhecimento (sequéncia de Acido nucléico), b) suporte onde sera feita a
imobilizacdo das moléculas, c) fonte de corrente elétrica, d) Nanoparticulas metalicas

de 6xido de zinco (NpszZnO) e) Acido 3-Mercaptopropiénico (AMP).

2. METODO DE DETECC}AO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, de acordo
com reivindicacdo 1, caracterizado pela deteccao do analito através da andlise das

interacdes interfaciais do eletrodo.

3. METODO DE DETECQAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, conforme
reivindicacdo 1 e 2 caracterizado pela presenca de nanoparticulas metalicas sobre a
superficie modificada com Acido 3-Mercaptopropidnico obtidas através de um

processo de automontagem.

4. METODO DE DETECQAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, de acordo
com as reivindicagbes 1, 2, 3 caracterizado por basear-se na aplicagcdo de uma
sonda de DNA em nanoparticulas metéalicas e assim permitir detec¢cdo de patdogenos

em amostras com baixas concentracbes, em particular foi desenvolvido um
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genossensor para a identificacdo do DNA da Leishmania em amostras de pacientes
infectados e cées.

5. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, conforme
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato da referida superficie de suporte ser de ouro
0 que proporciona uma maior condutibilidade elétrica e biocompatibilidade ao

dispositivo facilitando assim a interacbes moleculares.

6. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, conforme
reivindicacbes 1-5, caracterizado pelo fato de que o referido compdésito apresenta um
nacleo formado por 6xido de zinco que se liga a superficie do eletrodo de ouro
devido a presenca de acido mercaptopropidnico, o qual disponibiliza grupo —COOH
para interacdo covalente com grupo —NH3 presentes na superficie da nanoparticulas
de 6xido de zinco.

7. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO,
caracterizado pela modificacdo camada a camada da superficie do biodispositivo
seguida da analise voltamétrica e impedimétrica ao término de cada etapa de
modificacdo e a lavagem executada com agua deionizada apo6s cada periodo de

incubacéao.

8. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, de acordo
com as reivindicagdo 1, 2, 3 e 7 caracterizado pelo método de deteccéo
eletroquimica por meio Voltametria Ciclica e Espectroscopia de Impedancia

Eletroquimica.
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9. METODO DE DETEC(;AO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, conforme
reivindicacdo 6, conforme reivindicacdo 6, caracterizado pela exposicdo do

grupamento tiol pelo AMP.

10. METODO DE DETECQAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, conforme
reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de que o grupamento tiol expostos pelo AMP

€ importante para a posterior ancoragem das nanoparticulas.

11. METODO DE DETECQAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO conforme
reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de que a sonda imobilizada na superficie da
nanoparticula € uma sequénncia especifica do material genético da Leishmania

chagasi, proporcionando ao referido biossensor uma alta especificidade da resposta.

12. METODO DE DETECQAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO, conforme
reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de que a referida analise é feita numa faixa
de potencial de -0.2V e 0.7 V e numa faixa de frequéncia de 100 mHz e100 kHz

respectivamente.

13. METODO DE DETECQAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO
caracterizado pelo uso da nanoparticula de Oxido de zinco em biossensores
abrangendo ao menos um agente imobilizador, no minino um agente ativador das

ligac6es moleculares, para a elaboracéo de ferramentas para uso diagnaostico.

14. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO

caracterizado pelo uso da nanoparticula de O6xido de zinco em biossensores,
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conforme reivindicacdo 13, caracterizado pelo fato de que o referido dispositivo € um

genossensor eletroquimico.

15. METODO DE DETECCAO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO
caracterizado pelo uso da nanoparticula de Oxido de zinco em biossensores
modificados com oligonucleotideo para elaboracdo de biossensores e

biodispositivos.
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METODO DE DETEC(;AO BIOELETROQUIMICA DE LEISHMANIA CHAGASI
BASEADA EM NANOPARTICULAS METALICAS DE OXIDO DE ZINCO. A
presente invencédo é oriundo da aplicacdo de uma técnica simples para obtencao de
nanoparticulas metélicas. E uma metodologia aplicavel & area do diagnéstico através
do uso de biossensores eletroquimicos nanoestruturados, e refere-se a métodos e
composic¢des para identificacdo de patdgenos. A invencéo baseia-se na aplicacdo de
uma sequéncia curta de oligonucleotideos (sonda de DNA) ligados
eletrostaticamente a superficie de nanoparticulas de éxido de zinco (NpsZnO) sobre
a superficie de ouro modificada com &cido 3-mercaptopropiénico (AMP) para
deteccdo em amostras com baixas concentragdes. As técnicas de voltametria ciclica
e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram Uteis para 0 acompanhamento
das etapas de modificacdo do eletrodo e observacdo da hibridacdo molecular por
meio do indicador redox ferro-ferricianeto de potassio. Em particular, na presente
invencdo, foi desenvolvido um genossensor para a identificacdo de sequéncias
especificas do DNA da Leishmania chagasi em amostras de caes infectados

prestando-se para futura avaliacdo de pacientes com leishmaniose.
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CONCLUSAO

e Novos biossensores eletroquimicos para deteccdo de DNA de S.mansoni e L. chagasi
foram desenvolvidos com sucesso. A resposta de ambos 0s genosensores foram

significativas e apresentou linearidade proporcional a concentracao;

e A técnica de deteccdo eletroquimica de DNA foi ser capaz de detectar o genoma de

S.mansoni e L. chagasi sem necessidade de marcacdo (label free);

¢ A plataforma sensora desenvolvida foi eficaz na detec¢do de S. mansoni em LCR, urina

e soro e L. chagasi em soro.

¢ A plataforma desenvolvida mostrou um limite de deteccdo (LOD) de 0,6 pg.],tL'1 para
deteccdo do S. mansoni e 1pg.uL™ para deteccdo da L. chagasi. Portanto, o biossensor
obtido pode ser considerado como um instrumento Util para a deteccdo especifica de

DNA destes parasitas em baixas concentracdes.
e Estes resultados confirmaram que esta abordagem de deteccdo fornece uma maneira
sensivel e eficiente para a deteccdo de S. mansoni e L. chagasi.

e O genossensor aqui exposto apresenta-se como uma ferramenta promissora para o

diagnostico eficiente da esquistossomose e da leishmaniose visceral.
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Abstract

Schistosomiasis is a neglected tropical disease present worldwide. It is a debilitating

disease that can lead the patient to death when not diagnosed early. Rapid and reliable
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diagnosis is essential for disease control and monitoring. Current diagnostic tests have
limitations that need to be overcome and the development of new diagnostic alternatives for
this pathology is of fundamental importance, and biosensors are promising tools for this
purpose. Biosensors are devices based on the interaction of a biological component with a
detector component. Biosensors have very high selectivity and sensitivity, making them very
attractive for many applications in different areas of the biomedical sciences. This review
addresses the potential of biosensors for schistosoma detection. Emphasis is given to the
approaches that were used to construct biosensors, electrochemical, piezoelectric and optical.
In addition, an overview of biosensor fundamentals, transducer technology and usage will be
described. This review provides a summary of recent progress and advances in Schistosoma

detection-related biosensor technology.

Keywords: Schistosomiasis; Biosensors, Diagnosis.
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1. Introduction

Schistosomiasis, a debilitating neglected tropical disease caused by Schistosoma
helminths, is considered one of the most serious parasitic infections in the world [1, 2]. Five
species of schistosoma can parasitize humans: Schistosoma haematobium, Schistosoma
mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi and Schistosoma intercalatum, the
first three being the most common[3]. In Brazil the only species found is Schistosoma
mansoni, which usually colonizes the human portal system. Currently about 25 million people
live in endemic areas in Brazil and 4 to 6 million are infected, most of them located in the
Northeast states[4]. The outbreaks of contamination occur predominantly in rural areas, and in
poor communities on the outskirts of large cities, where basic sanitation is lacking and waste
is discharged directly into streams that feed rivers and lakes, making them an environment
conducive to the proliferation of snails, intermediate hosts, fundamental element for their

biological cycle (Fig.1)[5].

Despite the efforts and relative progress made in treating schistosomiasis, the disease
remains widespread, affecting some 207 million people, causing 280 thousand deaths annually
and is present in about 78 countries [7, 8]. The large number of individuals affected by this
disease may be related to its problematic diagnosis [9]. More recent statistical data show little
change from previously reported data, indicating that schistosomiasis has not yet been
effectively controlled [10]. This disease is considered one of the major infectious tropical
diseases, which has significant public health implications and significant socioeconomic
impacts in the developing world [11-14]. The close relationship with poverty, geographic
isolation, stigmatization, and lack of political interest as well as a global funding structure
established to combat the disease are some of the factors that explain the general

abandonment of schistosomiasis and other neglected tropical diseases [15-17].
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Figure 1: Biological cycle of Schistosoma mansoni. insert: main diagnostic techniques of schistosomiasis.

Source: [6] adapted.

Because these worms are intravascularly located, the validation of the sensitivity of
schistosomiasis diagnostic techniques is difficult [9]. For its diagnosis, fecal and urine
samples are often analyzed for eggs [18]. However, this technique has limited sensitivity
when performed in individuals with low worm burden and in areas of low endemicity [9].
Bladder or rectal mucosa biopsy is a diagnostic alternative when individuals have
characteristic symptoms of schistosomiasis, but without positive urine and feces analysis, but

it is a very invasive technique [18, 19].

Serology is also a widely used technique for the diagnosis of schistosomiasis, and is a

sensitive tool especially for low-intensity infections [11, 20-22]. ELISA detection of
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antibodies is very efficient in mild infections and may also be used on a large scale [9],
however, it is not as efficient in distinguishing past from current infections [23].

Alternatively, research over the past two decades has paid close attention to
understanding the molecular foundations of various stages of Schistosoma development in an
effort to achieve more efficient, long-term and sustainable control of schistosomiasis [24].
These efforts are justified because low levels of infection may not be clinically important;
however, in the context of disease elimination the development of sensitive diagnostic tools
capable of detecting a single pair of worms is essential [9]. For this reason, the World Health
Organization has signaled the need for sensitive and specific diagnostic tools for the complete
elimination of the disease, especially in low transmission environments [25]. Hence, it is
necessary to develop and implement more effective methodologies for the diagnosis of
schistosomiasis, which have high sensitivity, as well as the absolute specificity that will be
required in control and elimination programs of this disease [26]. Thus, biosensors are
promising tools to achieve this goal.

Biosensors are important tools to complement existing diagnostic techniques, thanks to
their unique features such as selectivity, relative low cost of development and storage,
potential for miniaturization, ease of automation as well as the ability to build simple and
portable devices [27]. Such devices combine a biological component, which interacts with a
target substrate, with a physical transducer, which converts biorecognition processes into

measurable signals [28].

One of the great advantages of biosensors is the possibility of their use in the place of
care. Point-of-care testing involves rapid diagnostic tests performed at the patient care site for
immediate results [29]. Thus point-of-care sensors and biosensors have significant
applications as diagnostic tools [30]. In this review, we will address some recent aspects and

advances in the development of biosensors for the diagnosis and detection of Schistosome.

2. Biosensors Definition



231

Biosensors are devices that integrate a biological component with a detector component.
Have three fundamental components: A biological material; a transducer or detector element
that is responsible for converting the biochemical signal from the recognition element into a
readable and quantified signal and a signal processor displaying the transformed signal [31,
32]. The most commonly used biorecognition elements are: enzymes, antibodies,
oligonucleotide probes, aptamers, cell surface molecules [33-35] and of all biosensors
developed, the most commonly used are electrochemical [36-38], optical [39, 40] and

piezoelectric [41-43], as can be seen in figure2.
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Figure 2: Schematic representation of a biosensor. Source: [44] Adapted

Biosensors are devices capable of rapidly detecting both chemical and / or biological
substances, both qualitatively and quantitatively. In general, the application of a biosensor
enables quantitative and qualitative identification, since this device responds selectively and
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reversibly, producing an electrical signal whose intensity depends on the concentration of the

sample [45].

There are different ways of classification for biosensors, following the suggestions of
the IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry,) we can classify them based
on the specificity of the biological material used for the recognition or by the transduction
mode of the generated signal or by combining them. [46]. With respect to biological material
can be classified as: biocatalytic [47, 48] (enzymes, cells or tissues) or by bioaffinity [49-51]

(antigens, antibodies or DNA fragments).

Regarding the type of transducer, biosensors can be classified as electrochemical
based on movement of ions and diffusion of electroactive species, optical where temperature
change is taken into account, piezoelectric with mass change and / or microviscity as the basis
for analysis and analysis. Where the absorption or emission of electromagnetic radiation is the
main data to be analyzed [52]. Among these types of transducers, electrochemicals have stood

out.

3. Electrochemical Detection Strategies

In recent times, great attention has been paid to the development of electrochemical
biosensors, due to their reduced cost, portability, simplicity of handling, because they offer
more sensitive detection via signal amplification and are compatible with mass production
with the help of microfabrication technologies [32]. The electrochemical sensors analyze the
response obtained in the form of an electrical signal, due to chemical reactions involving ions
or electrons, these reactions cause changes in the electrical properties of the solution or
electrode surface (Figure 3). These changes are used as a detection parameter and can be
classified into: Amperometric, Potentiometric and Conductivity [53].
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Figure 3: Schematic representation of an enzyme-modified electrochemical biosensor. Source: [43].

According to IUPAC amperometric detection is defined as a detection method where
the generated current is proportional to the concentration of the current generating species.
This type of detection is based on the measurement of current resulting from the
electrochemical oxidation or reduction process of an electroactive species. It is usually
obtained by maintaining a constant potential on a working electrode or series of electrodes
relative to a reference electrode, which can also serve as an auxiliary electrode if currents are
low. The resulting current is directly proportional to the concentration of the electroactive
species or its rate of production or consumption [54]. In the amperometric detection methods a
potential difference is applied to the working electrode, thus achieving that the species to be
determined reacts and thus a current is generated. Usually the fundamental measurement
system consists of three electrodes. A working electrode where the reaction to be analyzed
will occur, a reference electrode that adjusts the potential applied to the working electrode,

and a counter electrode that supplies the current also to the working electrode.

Potentiometric biosensors are related to the detection of an ion concentration gradient
by means of an electrode. These devices use ion-selective electrodes as a means of
transducing the biological reaction in an electrical signal. In this type of biosensor, H + proton
generation alters the pH of the medium and a potential difference is created between the
reference electrode and the ion-selective electrode [55]. Potentiometric biosensors can
determine the electric potential difference between a working and reference electrode in an
electrochemical cell without any significant current flowing in the medium. The reference

electrode potential remains invariable during measurement, while the working electrode
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undergoes significant changes in potential after changes in analyte concentration [56].
Potentiometric biodevices assist in determining the activity of ions in an electrochemical
reaction. Potentiometric sensors are good for measuring low analyte concentrations in small

sample volumes [57].

A conductivity biosensor measures electrical conductance / resistance through its
signal change. Their disadvantage is the difficulty of conductivity measurements with simple
devices, of high sensitivity to temperature variations (are sensitive to variations in the order of
+ 1°C) and because they require previous sample dilution. These bio-devices are related to the
use of enzymes that produce or consume ionic species in the reactions catalyzed by them,
changing the overall conductivity of the solution. In these devices, conductive polymers are

used as transducers [58].

Among the different strategies that have been used to monitor such changes are: cyclic

voltammetry and impedance spectroscopy.

3.1 Cyclic voltammetry

Voltammetry is the most commonly used electrochemical technique under dynamic
conditions. Voltametric biosensors detect an analyte determining the current change as a
function of applied potential. It is therefore an amperometric technique. Since there are
several ways to vary a potential, there are also many forms of voltammetry, such as:
polarography, linear scan, differential ladder, normal pulse, reverse pulse, differential pulse
among others [59]. Generally, voltammetry is based on the voltage-current-timer relationship
in an electrochemical arrangement composed of three electrodes: working, auxiliary and

reference electrodes [60-62].

In cyclic voltammetry, the voltage is measured between the reference electrode and the
working electrode, while the current is measured between the working electrode and the
counter electrode. The measurements obtained are plotted as current versus voltage, also

known as voltammogram [59]. In cyclic voltammetry, the potential of a value at which no
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reduction occurs is applied, as the potential for more negative regions (cathodic) increases the
compound in solution, generating a current peak proportional to the concentration of this
compound, when If the potential has already reached a value at which no reduction reaction
occurs, the potential is swept in the opposite direction to the initial value, and in the case of a
reversible reaction, products that have been generated in the right direction (and are still
located electrode surface) will be oxidized, generating a symmetrical peak to the reduction
peak [63].

The voltammogram shape for a given compound not only depends on the scanning rate
and electrode surface, which is different after each adsorption step, but may also depend on

the concentration of the analyte.

3.2 Electrochemical Impedance Spectroscopy

The Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIE) technique provides a complete
and detailed view of the electrical characteristics of the electrode / solution interface [64].
Impedance can be understood as the opposing force to the electric current in a circuit and is
measured in the same units as resistance (Q) [65]. However, resistance differs from

impedance because resistance obeys Ohm's law [66].

In biological applications, a compound is commonly constructed on the electrode
surface that will attract the target analyte thereby affecting the conductivity of the system
through a blockage. When this strategy is used, measurements are commonly performed on a
redox probe such as potassium ferricyanide [67]. Then, when the load is applied at a set
frequency, a current flows through the electrochemical cell that is recorded by the potentiostat
and converted by software to an impedance value with real and imaginary components [66].
In adsorption of the target molecule to the electrode, the impedance undergoes a detectable

change, which has been demonstrated for a variety of chemical systems [68].

Impedance data can be presented in different ways, the most common being the

nyquist diagram, where real and imaginary impedance components are plotted against each
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other. Nyquist provides us with information about solution resistance, charge transfer
resistance, and Warburg impedance. Bode Chart and Phase Angle are other ways of

presenting impedimetric data [66].

EIS allows the analysis of any intrinsic property of the material or specific processes
that may influence the conductivity, resistivity or capacity of an electrochemical system.
Therefore, EIS is a useful tool in the development and analysis of materials for biosensor
transduction. For electrochemical detection, impedance techniques are useful for monitoring
changes in electrical properties resulting from biorecognition events on modified electrode
surfaces. For example, changes in electrode conductance can be measured as a result of

protein immobilization and antibody-antigen reactions on the electrode surface [59, 69, 70].
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Figure 4: Examples for a measurement curve of cyclic voltammetry (CV) (a) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) (b). The adsorption of molecules to the surface can be seen from a decrease in

current (CV) and an increase in impedance (EIS).

4. Optical detection strategies

This type of detection is based on the analysis of changes in the optical properties of a
solution to monitor the concentration of a given analyte. Optical biosensors are based on the

measurement of light observed or emitted as a result of biological and/or chemical reaction
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[71]. In these biosensors, optical fibers are used to conduct light waves to appropriate
detectors such as an electrode or semiconductor [72]. They are very sensitive, however, they
cannot be used in turbid media [73]. They have the following advantages: small size, high
response speed, no electromagnetic noise interference, good biocompatibility and no active

elements in the bioclayer [72].

Among the existing optical biosensors, there are those based on the surface plasmon
resonance principle, SPR (Surface Plasmon Resonance). They stand out in the investigation of
biomolecular interactions due, in addition to the aforementioned characteristics, to the high
selectivity and sensitivity and analysis response time of the sample within minutes [10]. The

operating principle of a typical SPR instrument is presented in Figure 5.
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Figure 5: Surface Resonance Plasma (SPR). Source:[74] adapted.

5. Piezoelectric Detection Strategies

The most studied and used device for mass detection by this method is Quartz Crystal

Microbalances (QCM), designation given to piezoelectric micro scales of Quartz crystals.
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These types of biosensors contain in their transducers piezoelectric crystals with immobilized
species. Then the vibration of these crystals when subjected to an electric field is analyzed.
The frequency of this vibration varies according to the thickness and cut of the crystal, and
each crystal has a characteristic vibration frequency. This characteristic frequency changes
when the crystal absorbs or adsorbs molecules on its surface. As the frequency variation is
proportional to the mass variation of the adsorbed material, such variation can be determined

by electronic circuits [75]. The figure 6 shows the principle of operation of a piezoelectric

immunosensor.
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Figure 6: Principle of operation of a piezoelectric immunosensor. Source: [76] adapted.

The resonant frequency of an oscillating piezoelectric crystal is generally influenced by
changes in mass on its surface. For example, when this surface is coated with an antigen, their
binding to their specific antibodies causes the consequent increase in mass that can be
detected by a change in frequency. Piezoelectric immunoassay techniques have been widely

applied in clinical laboratories [33].
6. Nanostructured sensors for Schistosoma biodetection

Pathogenic detection techniques require speed and high sensitivity, because even at low
concentrations in the body, pathogens can cause severe infections. To meet this demand, the
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development of biosensors has been increasing, as they are tools that offer a fast, selective and
portable way to detect these organisms [56].

In recent years, different sensors and biosensors have been developed for the detection
of Schistosoma; Different detection strategies were used, including optical or electrochemical
methods. Here, we mainly discuss sensors and biosensors based on various nanomaterials for

Schistosoma detection.

The electrochemical recognition of Schistosoma has gained prominence in recent
years. Increased sensitivity, small sample volume, low cost, simplicity and portability make
electrochemical detection an excellent candidate for diagnosis of schistosomiasis. Although
DNA detection is already an established method for the diagnosis of schistosomiasis with a
growing number of publications annually, most reports of biosensor development for this

condition focus on the area of immunosensors.

6.1 Schistosoma immunosensors

Traditional immunoassays can be defined as biochemical tests to quantify a substance
based on its ability to bind to an antibody (immunoreaction), however, require expensive
instrumentation, sample pretreatment, laborious work and strict operational procedures. In
addition, they are time consuming and detection is indirect [77]. However, immunosensors
can provide screening results, they are small, semi-automated and increasingly portable,
therefore being the most advantageous immunosensors when compared to traditional
analytical techniques [30, 78].

Immunosensors are analytical devices used to detect the process of antibody-antigen
interaction with the formation of an astable complex [78]. Antibodies or Antigens can be
immobilized on the surface of different transducers, thus producing a potential new
immunosensor [79]. Immunosensors combine the advantages of good sensitivity and high
selectivity. In addition, they allow immunoreaction processes on detector surfaces to be

analyzed in real time. There are many reviews that address the development and application of
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immunosensors associated with different detection methods, highlighting the main advantages
of their construction methods [79-83].

For this reason, in order to develop new rapid and sensitive diagnostic methodologies
for the detection of etiological agents of schistosomiasis, among them Schistosoma
japonicum, a simple, sensitive and reusable piezoelectric immunosensor using a self-
assembled monolayer membrane contained mixed technology (mixed SAM), was developed
by Wang et al. a mixture of mercaptopropionic acid (MPA) and mercaptoethanol (ME) on the
surface of quartz crystals by sulfur and gold bonds for detection of S. japonicum antigens
directly from serum as an alternative for conventional diagnostic methods. Several rabbit
serum samples infected with different concentrations of S. japonicum antibodies were
analyzed using immunosensor and ELISA techniques and then a correlation analysis was
performed. Correlation coefficients reached 0.973 [84]. Thus demonstrating the efficiency of

the elaborate device.

Early diagnosis of this condition is important because long-term infections can result in
serious injury that can cause blood flow blockage and portal hypertension, which can redirect
eggs to the lungs and brain where they can be deadly [85]. An efficient strategy for early
diagnosis of S. japonicum seems to be the direct detection of antigens. In this sense, cheng
and collaborators [86] sought to develop a new diagnostic method based on a piezoelectric
biosensor for direct detection of circulating S. japonicum antigens (SjCAg) in serum samples.
For this, immunoglobulin G (IgG) and IgM antibodies were purified from the immunized
rabbit serum. The study showed that QCM with polyclonal probes and direct serum dilution is
a new and sensitive concept in the early phase of infection. The method was sensitive to about
500 cercariae, confirming that this method has the potential to detect S.japonicum in the early

stage of infection.

With regard to new diagnostic methodologies, electrochemical immunosensors have
been of great interest because it is an appropriate method for clinical diagnosis and can be
used for situations where real-time monitoring capacity is required [87]. Thus, the study by

Bojorge et al. [88] presents the development of an amperometric immunosensor based on a
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rigid electrode array constructed from graphite and epoxy resin in which Apirasa is covalently
immobilized for the determination of S. anti-antibody. Mansoni. Immobilization was
monitored by cyclic voltammometry which showed a quasi-reversible and stable response
over time. This process was also characterized by contact angles and scanning electron
microscopy. These qualities are useful for the clinical determination of schistosomiasis, given

the speed and sensitivity of the response.

Deng et al. [89] developed an electrochemical immunosensor for rapid detection of
Schistosoma japonicum antigens, for which the antigen was immobilized on a 16-channel
matrix printed carbon device. A portable electrochemical detector for antigen detection in
serum samples. The results were promising showing that the developed sensor can be used on

a large scale. A schematic representation of this process is shown in figure 7.

Antigen
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Figure 7: Schematic diagrams of a 16-channel disposable portable SjAb detection system. Source: [89] adapted
Many studies on the development of sensors for immune detection of schistosomiasis

are found in the literature [90-96] Thus proving that immunosensors are effective for the

diagnosis of schistosomiasis.

6.2 Genosensors for Schistosoma
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Specific detection of nucleic acids has become increasingly relevant in the field of
biomedical sciences, whether in discovering genetic diseases, diagnosing pathogen infections
or even monitoring disease treatment. Nanotechnological progress and use of nanomaterials,
have enabled the development of nanotechnology-based bioassays that are important and
promising approaches that provide ultra-high sensitivity and specificity in nucleic acid
detection [97].

An important feature of S. mansoni infections is the daily laying of about 300 eggs per
female in the tissues. These eggs release parasite DNA into the tissues that reaches the
bloodstream and urine and serve as the basis for diagnosis [98]. Techniques for using nucleic
acid parasite free DNA detection in different samples as stools, blood, urine and tissues of the
host configures a perspective significant increase in diagnostic sensitivity and specificity for
infection by helminths. Technological advances and more widely available genomic data led
several groups to explore such approaches to a variety of infections in definitive and
intermediate hosts [99, 100]. Different nucleic acid detection methods have been developed,
allowing accurate detection using multiple samples: snail infectious tissue [101-103],
cercariae in contaminated water [104, 105] and excretion and blood samples from humans
[106-108] and animals [109, 110]. In addition, nucleic acid-based detection has been shown to
be superior in identifying schistosomes in cases of mild infections. The positivity rate is
substantially higher than when using the Kato-Katz method and the outbreak of miracidia.
Deoxyribonucleic acid (DNA) based assays noticeably reduce the rate of false negatives and

effectively monitor potential exposure to schistosomiasis [98].

Even with so many advantages in identifying DNA for the diagnosis of
schistosomiasis, there are few reports of genossensors developed to detect this pathology.
However, Santos and collaborators developed a impedimetric biosessor for detecting
Schistosoma mansoni DNA in different biological fluids. The developed sensor was based on
self assembled layers of 3-mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS) and electrosynthesized
gold nanoparticles (AuNPs) and the techniques of cyclic voltammetry and electrochemical
impedance were used for their characterization. The biosystem was efficient in detecting S.

mansoni genomic sequence at different concentrations in urine, cerebrospinal fluid and serum
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samples with a detection limit of 0,6 pg pL-1. [111]. Demonstrating the effectiveness of
biosensors as promising tools for electrochemical detection of Schistosoma DNA.

The shortcomings that are characteristic of traditional DNA / RNA detection methods
can be overcome by the use of nanomaterials due to their unique chemical and physical
properties such as signal amplification and increased surface area. Moreover, nanomaterials
provide endless options arrangements of various materials or combination of molecules, size,
shape and different dimensions [112, 113]. Advances in nanotechnology include the use of
noble metal nanoparticles [114], magnetic nanoparticles [115], quantum dots (QDs) [116],
two-dimensional (2D) nanomaterials [117] among others. These technological advances were
instrumental in the development of biosensors with high DNA / RNA detection capabilities,

thus providing a promising research tool for ultra-sensitive DNA / RNA detection [97].

The use of nanomaterials in medicine means that traditional instrumentation and
analysis methodologies are improved with each new discovery. Therefore, the use of
nanoparticle-based diagnostic techniques offers high sensitivity [118]. In this perspective, the
use of a nanocomposite composed of gold nanoparticles (AuNPs) and magnetite nanoparticles
(Fe304 NPs) was the strategy used in the development of a sensing platform for S. mansoni
detection. The proposed biosystem was able to recognize the S. mansoni specific nucleotide
sequence present in cerebrospinal fluid (CSF) and serum samples at different concentrations
of genome DNA. The platform showed a DNA detection limit of 0,781 and 0,685 pg L™ for
serum and CFS respectively. Thus, the biosensor obtained can be considered a useful tool for

specific detection of S. mansoni at low concentrations regardless of the sample type [119].

Importantly, immobilization of the ss-DNA or analog DNA probe on the electrode
surface is the first principle of an electrochemical DNA biosensor. Thus, hybridization of the
DNA probe to the target DNA leads to a change in the electrochemical signal of the probe-
bound electromagnetic markers or indicators [120, 121]. The signal generated is directly
proportional to the amount of targets and the level of hybridization [32]. Figure 2 shows the
schematic representation of schistosomal DNA detection using the so-called layer-by-layer

format and its generated signal being detected by cyclic voltammetry.
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Figure 5: Schematic representation of a biosensor for Schistosoma DNA detection. Source: [119].

6.3 Other Schistosoma Biosensors

A synthetic biology approach methodology to systematically design, construct and
characterize a schistosome biosensor capable of detecting the parasite in situ or in laboratories
near watercourses has been developed by Web and collaborators. To this end, they have
developed a modular microbial cell-based biosensor, as these systems can be produced
relatively cheaply, can be stored in lyophilized forms and can be transported without cold
storage. These systems are also self-replicating and therefore provide a sustainable supply of
biosensors in resource-constrained environments. In addition, through synthetic biology, non-
pathogenic bacteria and yeast have been successfully engineered from modular parts to create
new biosensors that can detect a variety of substrates at very low concentrations and with high
specificity [122].

A list of recent biosensors developed for the detection of different schistosome species

is shown below:

Detection strategy Schistosome Detect technique Biosensor type Limit Reference
species
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Piezoelectric

Electrochemical

Electrochemical

Electrochemical

Electrochemical

Electrochemical

Electrochemical

Electrochemical

S. japonicum

S. mansoni

Schistosoma sp

S. japonicum

Schistosoma sp.

S. japonicum

S. mansoni

S. mansoni

quartz crystal

cyclic and
differential pulse

voltammetry

anodic stripping
voltammetry (ASV)
stripping
voltammetry

UV/Vis
spectrometry and
cyclic voltammetry
linear sweep
voltammetry (LSV)
Cyclic voltammetry
and Impezance
spectroscopy
electrochemical
Cyclic voltammetry
and Impedance
spectroscopy
electrochemical

Immunosensor

Immunosensor

Immunosensor

Immunosensor

Immunosensor

Immunosensor

Genosensor

Genosensor

5ng.mL™

0.038 ng.mL*

0.01 pg.mL*

1.3ng.mL™?

3.31x10°ng.mL"*

1:6457
0.781)pg _L*
(Serum) 0.685

pg_L }(CFS)

6.0 pg.pL?

[90]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[119]

[111]

7. Conclusion

Nanoelectrochemical biosensors have taken scientific research in a new direction with
improved analytical characteristics. Techniques, ranging from electrochemical, optical and
piezoelectric, are modern transduction methods, widely used in the development of
biosensors. Different types of nanomaterials have been integrated into biosensor designs for
detection of different Schistosoma species. This review article reported recent advances in the
construction of biosensors for schistosoma detection, reporting, alternative immobilization
methodologies for nanolayers formation in the construction of electrochemical biosensors.

Thus, the development of accurate and sensitive biosensors is of immense importance for the
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field of biomedical sciences. Therefore, it is concluded that the fusion of nanotechnology with
biosensor systems can improve the diagnostic capacity of this pathology.
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