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(57) Resumo: A presente invencao é resultado de uma metodologia simples para a obten¢@o de nanoparticulas de ouro através
da eletrodeposicdo 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 detecgdo do Schistosoma mansoni.
Assim, alcangamos uma técnica de preparac¢a@o 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 bioldgica, conducgéo eficiente do sinal eletroquimico entre transdutor e interface o que permite amplificar a resposta
elétrica e o 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 modificagédo do eletrodo e observagdo da hibridacdo molecular por meio do indicador redox
ferro-ferricianeto de potassio. O sistema biossensivel desenvolvido apresenta a capacidade de detec¢do do genoma de
Schistosoma mansoni em baixas concentracdes prestando-se para (...).
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METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRO-
DEPOSITADO

Campo da Invencao

01. A presente invencao € aplicavel a area de dispositivos
nanoestruturados, utilizados para diagnostico através do uso de
biossensores eletroquimicos, e refere-se a métodos e composicoes para
identificacao de patogenos. A invencao refere-se a aplicacao de uma
sequéncia curta de oligonucleotideos (sonda de DNA), modificada com o
grupamento tiol em sua extremidade, ligada 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 deteccao de patdgenos
em amostras biolégicas, em baixas concentracoes. Em particular, na
presente invencao, foi desenvolvido um genossensor para a
identificacao de sequéncias especificas do DNA do Schistosoma mansoni,
em amostras de pacientes infectados.

02. A associacao entre materiais nanométricos e biomoléculas sao
de interesse na biotecnologia e quimica bioanalitica, pois as
nanoparticulas podem melhorar o desempenho dos biossensores. As
nanoparticulas apresentam diversas aplicacoes, como: carreadores para
entrega controlada de farmacos, separacao de proteinas e de células,
deteccao de patogenos e desenvolvimento de sensores eletroquimicos
para o diagnoéstico de diversas patologias (Oliveira et al., 2011). As
nanoparticulas de ouro também tém demonstrado vasto potencial em
diferentes aplicacoes bioldgicas, incluindo a sua utilizacao no
desenvolvimento de métodos diagndsticos altamente sensiveis. As NpsAu
apresentam a vantagem de formarem particulas pequenas, com elevada

razao area/volume, alta homogeneidade, de facil preparacao, e
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superficie quimica reativa, a qual permite que moléculas organicas se
liguem a ela. Em adicao, as nanoparticulas sao biocompativeis, sendo,
portanto, Uteis na imobilizacao de biomoléculas, por manterem a
atividade biologica 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 € oriundo da aplicacao de técnica
eletroquimica simples, para a eletrodeposicao de nanoparticulas de
ouro e sua aplicacao no desenvolvimento de biossensores, com elevada
sensibilidade e especificidade para o diagnodstico da esquistossomose.
Desta forma, expomos uma metodologia de preparacao por meio da
técnica de eletrodeposicao 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 biossensoriamento. 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 razao entre superficie e
volume, propriedades eletrocataliticas, possibilidade de atuar como fios
condutores elétricos entre a superficie do eletrodo e o analito,
permitindo a transferéncia eletronica direta (Boujakhrout, 2016). Além
de que, o ouro proporciona estabilidade quimica adequada para a
funcionalizacao de oligonucleotideos, proteinas, biomoléculas, entre
outros, além de possuir alta condutibilidade térmica, baixa resistividade

elétrica, e baixa interacao com o oxigénio do ar, para formar 6xidos.
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Anterioridades: Estado da Técnica

05. A esquistossomose é uma doenca parasitaria, causada pelo
helminto Schistosoma mansoni, sendo uma doenca importante, no
contexto da satde puUblica brasileira. E encontrada em muitas regides
tropicais do globo. Sua principal manifestacao ectépica é a
neuroesquistossomose, que se caracteriza pelo comprometimento do
sistema nervoso central (SNC), decorrente da infeccao pelo S. mansoni.
Quando sintomatica, € um grave distUrbio, no qual o prognostico
depende, em grande parte, do diagnodstico 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, sao comumente usados para diagnosticar a
esquistossomose. No entanto, estes métodos sao geralmente
complicados e demorados. Em relacao a neuroesquistossomose,
geralmente, o diagndstico faz-se tardiamente, nao raro em achados de
autopsia, ou quando o paciente esta em fase terminal da doenca. Ante
o exposto, faz-se necessario o desenvolvimento de um método de
deteccao rapido, sensivel e seletivo, para a determinacao da infeccao
pelo Schistosoma, tanto para a protecao 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. Atribui-se o aumento do
desempenho eletroanalitico de eletrodos nanoestruturados a sua alta
condutividade, a grande area de superficie, a estabilidade e a
biocompatibilidade. Diferentes métodos de modificacao de eletrodo sao
utilizados para aumentar a sua sensibilidade e especificidade,

atenuando, assim, os inconvenientes inerentes na deteccao do analito.
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08. As nanoparticulas de ouro vém ganhando destaque em
inUmeras aplicacoes bioldgicas. Destacamos os numerosos métodos que
tém sido desenvolvidos para a identificacao de sequéncias de DNA, tais
como as técnicas oOpticas, elétricas e gravimétricas. Todos estes
procedimentos oferecem diferentes vantagens para a deteccao de alvos
especificos de sequéncia de DNA.

09. Muito empenho tem sido feito no intuito de elaborar
metodologias mais eficientes no diagnostico e prevencao desta
patologia; neste sentido, foi elaborada a patente CN 105891465 A, que
se refere a construcao de um sensor de nanobastdes de ouro, como um
novo método de deteccao 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
deteccao do antigeno circulante de Schistosoma para o diagnostico,
onde, através de sensores de varredura UV, foi possivel observar
mudancas nos picos de extincao, para determinar a infeccao por
Schistosoma japonicum ou nao.

10. A patente WO 2012145398 A1 descreve um método diagnostico
para S. haematobium, baseado em um método de enriquecimento, e um
teste colorimétrico para detectar anticorpos anti-Schistosoma. As
patentes US 6261788 B1, US 6818402 B2 e US 5583011 também propoem
métodos de deteccao do Schistosoma sp., seja esta baseada na
deteccao de antigenos, ou pela utilizacao de técnicas de amplificacao
do DNA (PCR). Desta maneira, a presente invencao se diferencia das
anteriormente expostas pelo fato de ser a Unica que utiliza sistema de
genossensor, baseado em eletrodeposicao de nanoparticulas, no seu
desenvolvimento.

11. A invencao, aqui apresentada, mostra um processo de sintese

de nanoparticulas de ouro e sua utilizacao na montagem de um
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genossensor eletroquimico, visando sua utilizacao, principalmente, mas
nao restrita, na area biomédica.

12. Muito embora tais documentos apresentem semelhanca em
relacao a presente patente, as diferencas existentes podem ser
observadas através da comparacao entre esses documentos, que pode
ser visualizada na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1: Comparacao entre as caracteristicas de cada invento

CN us WO us
Invento
105891465 | 6261788 | 2012145398 | 6818402
apresentado
A B1 A1 B2
Nanomaterial Sim Sim Nao Nao Nao
Polimero Nao Sim Nao Nao Nao
Sequéncia de DNA Sim Nao Nao Nao Sim
Anticorpos Nao Sim Sim Sim Nao
Deposicao
) Sim Nao Nao Nao Nao
eletroquimica
Técnica
eletroquimica/
R Sim Nao Nao Nao Nao
Impedancia
eletroquimica

Problemas e Limitacées do Estado da Técnica

13. A principal dificuldade observada no desenvolvimento da
técnica é superar a limitacao da quantidade de sonda de DNA que pode
ser imobilizada no genossensor, bem como, a melhora da sensibilidade
da sonda para a deteccao desta hibridacao. Desta forma, a fim de
aumentar a quantidade de hibridacao, bem como, a sensibilidade de sua
deteccao, fizemos uso de nanomateriais, nanoparticulas de ouro,

depositadas eletroquimicamente sobre o eletrodo de ouro previamente
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modificado com MPTS, sendo que as nanoparticulas sao indicadas para
este fim devido a elevada area superficial e excelentes propriedades
eletroquimicas. Podemos, assim, desenvolver um dispositivo especifico,

de alta sensibilidade e economicamente viavel.

Objetivos da Invencao

14. O objetivo da presente invencao 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
alteracoes 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.

15. A presente invencao também tem como objetivo o
desenvolvimento de novos sistemas nanoestruturados obtidos por
sintese eletroquimica em escala nanométrica para producao em larga

escala e de baixo custo operacional.

Solucao

16. O ato inventivo relacionado com a presente invencao é a
obtencao 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 diagnostico rapido e
preciso. Isso faz com que este dispositivo forneca a vantagem em
comparacao aos métodos atuais de diagnodstico da esquistossomose de

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

Vantagens
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17. A obtencao 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.

18. Por causa da sua simplicidade, a técnica da hibridacao é a
mais comumente usada nos diagndsticos laboratoriais do que o método
de sequenciamento direto, na analise de sequéncia génica especifica.
Na hibridacao 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 modificacao dos mesmos. Apos
modificacao com a sonda de DNA, o eletrodo entao produzido, é capaz
de detectar eletroquimicamente a molécula complementar de DNA,
apresentando-se como uma promissora ferramenta para aplicacao na
area biomédica.

19. O biodispositivo da invencao mostra respostas satisfatorias
frente a diferentes concentracoes de DNA alvo na amostra analisada,
além de ser de facil manuseio, o que € uma vantagem, pois permite sua
aplicacao em laboratorios de analises clinicas, além de laboratérios de

ensino e pesquisa.

Novidade e Efeito Técnico Alcancado

20. Resumindo, a novidade da presente invencao € a metodologia
diagnostica utilizando nanoparticulas de ouro eletroquimicamente
depositadas para o desenvolvimento de genossensores, até o presente
momento, esta metodologia nao foi identificada por nenhuma outra

instituicao de pesquisa ou ensino ou mesmo descrita na literatura.
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Descricao Detalhada

21. Os exemplos a seguir nao tém o intuito de limitar o escopo da
invencao, mas sim de somente ilustrar uma das inUmeras maneiras de se
realizar a invencao.

22. Resumidamente consegue-se chegar a invencao primeiramente
pela deposicao 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 solucdo a 1mM de HAuCl,
contendo 0,5M de H,SO,.

23. O procedimento seguido para preparar o genossensor foi o
seguinte: O eletrodo foi polido com uma lixa com agua deionizada,
seguido por imersao em solucao de hipoclorito de sodio durante
aproximadamente 5 minutos e secou-se a temperatura ambiente. Apds
lavagem com agua deionizada o eletrodo foi imediatamente modificado
pela adicao de 3-Mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS). O grupamento
tiol expostos pelo MPTS é importante para a posterior ancoragem das
nanoparticulas de ouro via eletrodeposicao. Em seguida, foi feita a
eletrodeposicao das NpsAu levando ao aumento da superficie eletroativa
do eletrodo. Posteriormente, a incubacao 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 agua deionizada apds cada incubacao. O exemplo a

seguir mostra um caso mais especifico de realizacao.

Preparacao de Nanoparticulas

24. As nanoparticulas de ouro foram diretamente depositadas
sobre o eletrodo de trabalho previamente modificado com o MPTS. Uma
solucao de 50.0 mM de MPTS foi preparada diluindo o MPTS em agua

deionizada em uma proporcao 0.5:100, em seguida adicionou-se a esta
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solucao 600pL de 0.1M de HCl levada ao sonicador por
aproximadamente 9 minutos seguida de agitacao 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 solucdo a 1mM de HAuCl, contendo
0,5M de H,S0;,.

Caracterizacao de Nanoparticulas

25. As analises impedimétricas e amperométricas foram realizadas
com potenciostato / galvanostato PGSTAT 128N (Autolab, Holanda), em
uma célula eletroquimica de trés eletrodos, imersos numa solucao de 10
mM de ferro-ferricianeto de potassio K, [Fe(CN)s] * /K5 [Fe(CN)¢*] na
proporcao (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. Os experimentos impedimétricos foram realizados a
uma frequéncia entre 100 mHz e 100 kHz, com um potencial de 10 mV
aplicado. Analises amperométricas foram realizadas em um intervalo de

potenciais entre 0,7 V e -0.2V a uma velocidade de varredura de 50mVs’
1

Caracteristicas das Nanoparticulas

26. O artificio utilizado na construcao do biodispositivo foi a
imobilizacao de uma sequéncia especifica do DNA do Schistosoma
mansoni na superficie do 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).
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27. A Figura 2 (p.3) mostra a voltametria ciclica das etapas de
montagem do genossensor onde podemos observar que antes da
modificacao as correntes de pico redox encontram-se bem definidas
(preto). Depois da modificacao do eletrodo com o MPTS houve uma
diminuicao desses picos comprovando a formacao da camada orientada
de MPTS na superficie do eletrodo, dificultando assim a transferéncia de
elétrons entre a superficie do ouro e a solucao redox (vermelho). O
grupamento tiol exposto pelo MPTS é importante para a posterior
ancoragem das nanoparticulas de ouro via eletrodeposicao. Seguida da
eletrodeposicao 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
imobilizacao da sonda de DNA tiolada, ocorreu nova diminuicao da
corrente, em decorréncia a repulsao eletrostatica entre o par redox e a
sonda de DNA na superficie do eletrodo (azul). Por fim ap6s adicao de
amostra com DNA complementar, nova reducao foi observada indicando
a ocorréncia do processo de hibridacao (rosa) e consequente
bioreconhecimento do sistema sensor desenvolvido.

28. A Figura 3 (p.4) demonstra a Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica, também do processo de modificacao da superficie de
eletrodo de trabalho, onde as modificacées sao comprovadas pelo
aumento do diametro do semicirculo do diagrama de Nyquist, sendo
este aumento proporcional a Resisténcia a transferéncia de Carga
(RCT). O eletrodo sem modificacoes (preto) em sua superficie apresenta
grafico com um comportamento quase linear devido o processo ser
limitado por difusao, no grafico em vermelho observa-se a ligacao de
MPTS a superficie do genossensor. E possivel notar nitido aumento do
diametro do semicirculo quando comparado com o eletrodo sem

modificacao, seguida por um decréscimo deste diametro quanto a
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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-Sondashistesoma COMO para o sistema apos bioreconhecimento
MPTS\NpsAu Sondaspistosoma+Genoma © quU€ corrobora com as analises de

voltametria ciclica.
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REIVINDICACOES

1) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, cuja plataforma é caracterizada por ser formada pelos compo-
nentes a seguir: a) uma molécula de reconhecimento (sequéncia de aci-
do nucleico), modificada com o grupo tiol; b) um suporte, onde, em sua
superficie, sera feita a imobilizacao das moléculas; c) uma fonte de cor-
rente elétrica; d) nanoparticulas de ouro (NpsAu); e) 3-mercaptopropil-
trimetoxisilano (MPTS), sendo a deteccao do analito realizada através
da analise das interacodes interfaciais do eletrodo.

2) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, conforme Reivindicacao 1, caracterizada pela presenca de na-
noparticulas, obtidas a partir de um processo de eletrodeposicao das
nanoparticulas de ouro sobre a superficie modificada com MPTS.

3) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, para identificacao de patdgenos, de acordo com as Reivindica-
¢oes 1 e 2, caracterizada por basear-se na aplicacao de uma sonda de
DNA, modificada com o grupo tiol, em nanoparticulas de ouro, direta-
mente eletrodepositadas na superficie do eletrodo modificado com
MPTS, para deteccao de patdgenos em amostras com baixas concentra-
¢oes, em particular, utilizando o genossensor desenvolvido para a iden-
tificacao do DNA do Schistosoma mansoni, em amostras de pacientes in-
fectados.

4) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, conforme Reivindicacao 1, caracterizada pelo fato da referida

superficie ser de ouro, o que proporciona uma maior condutibilidade
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elétrica e biocompatibilidade ao dispositivo, facilitando, assim, intera-
¢oes moleculares.

5) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, caracterizado pela modifica-
cao, camada a camada, da superficie do biodispositivo, seguida da ana-
lise impedimétrica e voltamétrica; ao término de cada periodo de incu-
bacao da etapa de modificacao, a lavagem foi executada com agua de-
ionizada.

6) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, de acordo com a Reivindica-
cao 5, caracterizada por utilizar os métodos de deteccao espectroscopi-
ca, por meio de espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltame-
tria ciclica.

7) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, conforme Reivindicacao 5,
caracterizado pela exposicao do grupamento tiol pelo MPTS.

8) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, conforme Reivindicacao 5,
caracterizado pelo fato de que o grupamento tiol, exposto pelo MPTS, é
importante para a posterior ancoragem das nanoparticulas de ouro, via
eletrodeposicao.

9) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, conforme Reivindicacao 6,

caracterizado pelo fato de que as referidas nanoparticulas acumulam as
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propriedades magnéticas e elétricas do ouro, sendo importantes ferra-
mentas na construcao de biossensores.

10) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, conforme Reivindicacao 5,
caracterizado pelo fato de que a sonda, imobilizada na superficie da
nanoparticula, é uma sequéncia especifica do material genético do
Schistosoma mansoni, proporcionando ao referido biossensor uma alta
especificidade da resposta.

11) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, conforme Reivindicacoes 5 e
6, caracterizado pelo fato de que a referida analise é feita em uma fai-
xa de frequéncia de 100MHz e 100kHz, e numa faixa de potencial de -
0,2V e 0,7V, respectivamente.

12) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, caracterizado pelo uso da
nanoparticula de ouro em biossensores, abrangendo, ao menos, um a-
gente imobilizador, e, no minimo, um agente ativador das ligacoes mo-
leculares.

13) METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRODEPO-
SITADO, utilizando nanoparticulas de ouro, de acordo com a Reivindica-
cao 12, caracterizado pelo uso da nanoparticula de ouro em biossenso-
res, abrangendo, ao menos, um agente imobilizador, e, no minimo, um
agente ativador das ligacdes para o desenvolvimento de biodispositivos

eletroquimicos.
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RESUMO

METODO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DO GENOMA DO VERME DE
Schistosoma mansoni, UTILIZANDO PLATAFORMA DE OURO ELETRO-
DEPOSITADO

A presente invencao é resultado de uma metodologia simples para
a obtencao de nanoparticulas de ouro, através da eletrodeposicao dire-
ta do ouro na superficie do eletrodo, e sua aplicacao na elaboracao de
um dispositivo de diagnostico, focado em metodologias inovadoras em
saude, com alta sensibilidade e especificidade para a deteccao do
Schistosoma mansoni. Assim, alcancamos uma técnica de preparacao,
por meio de automontagem, através da eletrodeposicao de nanoparticu-
las de ouro (NpsAu) sobre a superficie do eletrodo de ouro, modificado
com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS). As nanoparticulas de ouro
sao usadas para imobilizar sondas de DNA tiolada na superficie do ele-
trodo, devido as suas propriedades, tais como reter a atividade biologi-
ca, conducao eficiente do sinal eletroquimico entre transdutor e inter-
face, o que permite amplificar a resposta elétrica, e o 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 modificacao do ele-
trodo e observacao da hibridacao molecular, por meio do indicador re-
dox ferro-ferricianeto de potassio. O sistema biossensivel desenvolvido
apresenta a capacidade de deteccao do genoma de Schistosoma
mansoni em baixas concentracdes, prestando-se para a avaliacao de

pacientes com esquistossomose.
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