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APRESENTAÇÃO

A engenharia de materiais, se tornou um dos grandes pilares da revolução 
técnica industrial, devido a necessidade de desenvolvimento de novos materiais, 
que apresentem melhores características e propriedades físico-químicas. Grandes 
empresas e centros de pesquisa investem maciçamente em setores de P&D a fim de 
tornarem seus produtos e suas tecnologias mais competitivas.

Destaca-se que a área de material compreende três grandes grupos, a dos 
metais, das cerâmicas e dos polímeros, sendo que cada um deles tem sua importância 
na geração de tecnologia e no desenvolvimento dos produtos. Aliar os conhecimentos 
pré-existentes com novas tecnologias é um dos grandes desafios da nova engenharia.

Neste livro são explorados trabalhos teóricos e práticos, relacionados as áreas 
de materiais, dando um panorama dos assuntos em pesquisa atualmente. Apresenta 
capítulos relacionados ao desenvolvimento de novos materiais, com aplicações nos 
mais diversos ramos da ciência, bem como assuntos relacionados a melhoria em 
processos e produtos já existentes, buscando uma melhoria e a redução dos custos.

De abordagem objetiva, a obra se mostra de grande relevância para graduandos, 
alunos de pós-graduação, docentes e profissionais, apresentando temáticas e 
metodologias diversificadas, em situações reais.

Boa leitura!

Henrique Ajuz Holzmann
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CAPÍTULO 6

DETECÇÃO ESPECÍFICA DE SCHISTOSOMA 
MANSONI EM LCR USANDO UM BIOSSENSOR 

ELETROQUÍMICO DE DNA BASEADO EM 
NANOPARTICULAS DE OURO E MERCAPTOSILANO

Data de aceite: 08/01/2020
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RESUMO: O Sistema Nervoso é o sítio 
ectópico mais comumente infectado pelo 
Schistosoma mansoni. Estima-se que o 
acometimento neurológico oscila entre 20% 
e 30% dos portadores de esquistossomose. 
Apesar dos ensaios de laboratório disponíveis, 
o diagnóstico da neuroesquistossomose é 
em grande parte presuntivo, e baseado na 
clínica.  Assim, o emprego de metodologias 
diagnósticas alternativas que permitam a 
eficiente detecção do parasita mesmo em 

baixas concentrações deverá contribuir muito 
para o controle desta doença. Este trabalho 
possui como objetivo a avaliação do processo 
de montagem de camadas auto-montadas 
de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) 
e posterior deposição eletroquímica de 
nanopartículas de ouro (NPsAu) que oferecem 
uma boa abordagem para a imobilização 
da sonda de DNA modificada com tiol no 
desenvolvimento de um genossensor para 
uso na detecção de Schistosoma mansoni em 
líquido cefalorraquidiano (LCR). Utilizamos 
sonda de DNA imobilizada no eletrodo para 
ensaios de hibridização. O sinal gerado foi 
monitorado pelas técnicas eletroquímicas 
espectroscopia de impedância eletroquímica 
e voltametria cíclica que são ferramentas 
importantes para a compreensão dos processos 
de interação que ocorrem na interface 
solução/eletrodo que mostraram alterações 
significativas nas correntes amperométricas e 
na resistência à transferência de carga após a 
exposição ao DNA do Schistosoma mansoni. 
A partir da análise dos resultados foi possível 
verificar que o sistema desenvolvido manteve 
a capacidade de estabelecer uma imobilização 
estável da molécula de DNA específico para 
a esquistossomose. Desta forma, o sensor 
desenvolvido foi eficiente na detecção de 
Schistosoma mansoni presente em amostras 
de LCR em diferentes concentrações com um 
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limite de detecção de 0,6 pg.μL-1.
PALAVRAS-CHAVE: Neuroesquistossomose; genossensores; nanopartículas de 
Ouro; Eletroquímica. 

SPECIFIC DETECTION OF SCHISTOSOMA MANSONI IN CSF USING 
AN ELECTROCHEMICAL BIOSESENSOR OF DNA BASED ON GOLD 

NANOPARTICLES AND MERCAPTOSILANE

ABSTRACT: The Nervous System is the ectopic site most commonly infected with 
Schistosoma mansoni. It is estimated that neurological involvement ranges from 20% 
to 30% of schistosomiasis patients. Although laboratory tests available, diagnosis of 
neuroschistosomiasis, particularly the spinal cord disorder, is largely presumed, based 
on clinic. Therefore, the use of alternative diagnostic methodologies that allow efficient 
detection of the parasite even at low concentrations should contribute much to the 
control of this disease [1]. The present work aims to evaluate the assembly process of 
self-assembled layers of 3-mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS) and subsequent 
electrochemical deposition of gold nanoparticles (NPsAu) that offer a good approach for 
the immobilization of the thiol-modified DNA probe in the development of a genosensor 
for use in the detection of Schistosoma mansoni in cerebrospinal fluid (CSF). We 
used DNA probe immobilized on the electrode for hybridization assays. The generated 
signal was monitored by electrochemical techniques as electrochemical impedance 
spectroscopy and cyclic voltammetry, which are important tools for understanding 
the interaction processes that occur at the solution / electrode interface that showed 
significant changes in amperometric currents and resistance to load transfer after 
exposure to Schistosoma mansoni DNA. From the analysis of the results it was 
possible to verify that the developed system maintained the ability to establish a stable 
immobilization of the specific DNA molecule for schistosomiasis. Thus, the developed 
sensor was efficient in the detection of Schistosoma mansoni present in CSF samples 
at different concentrations with a detection limit of 0.6 pg.μL-1.
KEYWORDS: Neuroschistosomiasis; Genosensors; Gold Nanoparticles; 
Electrochemical.

1 |  INTRODUÇÃO

Neuroesquistossomose mansônica é uma das formas de apresentação da 
esquistossomose e pode ser definida como uma infecção do sistema nervoso 
central provocado pelo helminto Schistosoma mansoni. Sua manifestação clínica 
variada, apresenta desde quadros assintomáticos até severos comprometimentos 
neurológicos. Quando sintomática, é um grave distúrbio no qual o prognóstico 
depende em grande parte do diagnóstico e tratamento precoces. Quando comparada 
a alta prevalência de manifestações hepato-intestinais, a manifestação neurológica 
da esquistossomose é considerada infrequente, no entanto, acredita-se que isto é 
decorrente do sub-reconhecimento desta doença (CHEN et al., 2006), portanto a sua 
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real prevalência é desconhecida. O comprometimento do sistema nervoso está sujeito 
a presença dos ovos ou dos vermes adultos nos parênquimas cerebral, medular ou 
no espaço subaracnóideo já que nem a casca nem o miracídio isolados levam à 
formação de granuloma (RASO, 1994). A presença de ovos e a resposta inflamatória 
desencadeada por eles é o que resulta nas lesões do tecido nervoso (MATAS, 2001). 
Geralmente seu diagnóstico é realizado tardiamente, frequentemente em achados de 
autópsia ou quando o paciente já está em fase terminal da doença. O Sistema Nervoso 
é o sítio ectópico mais comumente infectado pelo Schistosoma mansoni. Estima-se 
que aproximadamente 20 a 30% dos portadores da esquistossomose mansônica têm 
comprometimento do sistema nervoso central (MATAS, 2001;  ANDRADE FILHO, 
2015).

Apesar dos ensaios de laboratório disponíveis, o diagnóstico da 
neuroesquistossomose, particularmente do distúrbio da medula espinal, é em grande 
parte presuntivo, e com base na clínica. O diagnóstico definitivo é obtido pelo estudo 
histopatológico através da biópsia (SANTOS et al., 2001). Outros exames também 
podem auxiliar no diagnóstico como, por exemplo, o exame do líquido cefalorraquidiano 
(BRASIL, 2006).

Em adição, para o diagnóstico da esquistossomose em geral, o método mais 
utilizado é o exame parasitológico de fezes pela técnica de Kato-Katz (KATZ, 1974). 
Apesar de se mostrar pouco eficiente em pacientes que eliminam menos de 100 
ovos/g de fezes (KAMMANAMURA et al., 2001). Os testes sorológicos na pesquisa 
de anticorpos anti-antígeno de Schistosoma, além de necessitar de especificidade e 
de padronização, também não está diretamente relacionada à neuroesquistosomose, 
sendo assim, limitam-se a estudos epidemiológicos, mostrando apenas o contato 
prévio com o parasito e não a infecção realmente ativa (RABELLO et al., 2008). 
Sendo assim, o emprego de metodologias diagnósticas alternativas que permitam 
estabelecer índices de prevalência mais próximos da realidade poderá contribuir muito 
para o controle desta doença. 

Neste sentido, a determinação eletroquímica tem atraído bastante atenção, pois 
os métodos eletroquímicos têm as vantagens de baixo custo, alta sensibilidade e ser de 
fácil manuseio (BUSO et al., 200). Os genossensores são dispositivos eletroanalíticos 
que incorporam o material genético imobilizado na superfície de um transdutor, como 
elemento de reconhecimento, convertendo informações de interação genética em 
sinais analíticos mensuráveis (EGGING, 2002).  Desta forma, os genossensores 
eletroquímicos convertem sinais de interação entre bases nitrogenadas específicas 
em sinais elétricos. Logo, apresentam-se como alternativa aos métodos baseados 
em PCR que apesar de apresentarem alta sensibilidade e especificidade na detecção 
de DNA parasitário, a sua utilização em estudos epidemiológicos até agora tem sido 
limitada, uma vez que o isolamento de DNA e subsequente amplificação utilizando este 
método são conhecidos por serem oneroso e necessitar de mão de obra especializada 
para o seu manuseio (TEM HOVE, 2008).
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Os recentes avanços em biossensores baseados na hibridização de ácidos 
nucléicos têm levado ao desenvolvimento da tecnologia em genossensores para as 
análises da sequência de DNA (ERDEN et al., 2000). Especificamente, os biossensores 
baseados em hibridização eletroquímica, demonstram grande promessa para a 
identificação de patógenos, detecção de mutação, e determinação de sequência 
genômica (KARA et at., 2004). As propriedades das nanopartículas têm atraído muita 
atenção em particular as nanopartículas de ouro (NPsAu) que possuem estabilidade 
química, além de melhorar a sua biocompatibilidade e também as propriedades ópticas, 
magnéticas e catalíticas da superfície do eletrodo (WU, 2008). Sendo assim o objetivo 
deste trabalho foi a avaliação do processo de montagem de camadas auto-montadas 
de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) e posterior deposição eletroquímica de 
nanopartículas de ouro que oferecem uma boa abordagem para a imobilização da 
sonda de DNA modificada com tiol no desenvolvimento de um genossensor para uso 
na detecção de Schistosoma mansoni em líquido cefalorraquidiano (LCR).

2 |  MATERIAIS E MÉTODO

2.1 Materiais 

Amostras de Schistosoma foram fornecidas pelo Laboratório de Parasitologia 
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (Recife, Brasil). Todas as amostras foram 
previamente caracterizadas utilizando RT-qPCR. 3- Mercaptopropiltrimetoxisilano 
(MPTS), Ouro (III), cloreto hidratado (HAuCl4 • xH2O), albumina de soro bovino (BSA), 
foram adquiridos da Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA). Ferro e ferricianeto de 
potássio foram obtidos da VETEC (Brasil). Todos outros produtos químicos utilizados 
neste trabalho foram de qualidade de grau de reagente, adquirido a partir de Sigma-
Aldrich, e utilizados tal como recebidos sem purificação adicional. A água foi purificada 
com um sistema de purificação Millipore Milli-Q.

2.2 Deposição eletroquímica das Nanopartículas de ouro.

Uma solução de 50 mM de MPTS foi preparada misturando 3-MPTS diluído em 
água deionizada em uma proporção de 5: 1000 (v:v) e 600 μL de HCl a 0,1 M, a 
mistura foi então agitada por sonicação  pelo tempo de  9 minutos, seguida de agitação 
magnética  por mais 45 minutos. Após a preparação da solução, 4 μL foram dispersos 
na superfície do eletrodo de trabalho. As nanopartículas de ouro foram diretamente 
depositadas no eletrodo de trabalho previamente modificado com MPTS. Uma faixa 
de potencial de -0,2 a 1,3 V foi aplicada no eletrodo que foi ciclado 30 vezes a uma 
velocidade de varredura de 50 mV.s-1. O eletrodo estava imerso em uma solução para 
1mM de HAuCl4 contendo 0,5M de H2SO4.

2.3 Modificação do eletrodo

O processo de deposição eletroquímica das nanopartículas de ouro foi iniciado 
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através da ligação com os grupos carboxílicos presentes na superfície do eletrodo de 
trabalho formando o sistema MPTS-NPsAu, posteriormente a sequência nucleotídica 
foi imobilizada na superfície das NPsAu. O DNA alvo foi diluído em solução tampão PBS 
10 mM. Subsequentemente, aqueceu-se durante 3 min a 40°C antes dos experimentos 
para que ocorresse a desnaturação das fi tas duplas de DNA facilitando assim os 
processos de hibridização. A hibridação foi realizada por técnica de revestimento 
usando 2µL do DNA alvo obtido a partir de DNA alvo em diferentes concentrações. O 
BSA foi usado em todos os experimentos para bloquear as interações não específi cas. 
A representação esquemática deste processo pode ser observada na fi gura 1.

Figura 1: Representação esquemática do processo de montagem da plataforma sensora.

2.4 Medidas Eletroquímicas

As análises eletroquímicas foram realizadas num PGSTAT 128N potenciostato 
/ galvanostato (Autolab, Holanda) em uma célula eletroquímica de três eletrodos 
na presença de uma solução de 10 mM de K4[Fe(CN)6]4-/K3[Fe (CN)6]3 (1:1) usado 
como uma sonda redox. A superfície do eletrodo de ouro foi usada como eletrodo de 
trabalho. Eletrodo de fi o de platina e eletrodo e Ag/AgCl (solução saturada de KCl) 
foram usados como eletrodos auxiliares e de referência, respectivamente (Figura 1). 
Os experimentos de EIE foram realizados a uma frequência entre 100 mHz e 100 kHz, 
com uma faixa de potencial de 10 mV aplicado. As análises de VC foram realizadas 
em uma faixa de potenciais entre 0,7 V e -0.2V a uma velocidade de varredura de 50 
mVs-1. Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas em triplicata utilizando três 
amostras diferentes (n = 3).
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Figura 2: eletrodos de referencia, trabalho e auxiliar e célula eletroquímica convencional de três 
eletrodos.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O uso de métodos eletroquímicos para obtenção de nanopartículas tem se 
mostrado vantajoso por: aumentar a condutividade do eletrodo, facilitar a transferência 
de elétrons além de melhorar a sensibilidade analítica e seletividade (KIM et al., 2008).

A Figura 3a mostra os diagramas de Nyquist referente às etapas de montagem do 
genossensor onde podemos observar que antes da adição da camada de 3-MPTS no 
eletrodo de trabalho a resposta impedimétrica foi mínima, quase que linear. Depois da 
modifi cação do eletrodo com o MPTS houve um aumento da impedância em resposta 
à formação da camada de MPTS na superfície do eletrodo. Esta resposta se dá, pois o 
MPTS age difi cultando a transferência de elétrons entre a superfície do ouro e a solução 
redox. O grupamento tiol expostos pelo MPTS é importante para a posterior fi xação 
das nanopartículas de ouro (NpsAu) via eletrodeposição. Seguida da eletrodeposição 
das AuNPs podemos observar um decréscimo nos diâmetros do semicírculo de cole-
cole. Este comportamento indica que as AuNPs foram efi cientemente ancoradas 
pelo grupamento tiol expostos pelo MPTS levando ao aumento da área de superfície 
eletroativa do eletrodo. Com a imobilização da sonda de DNA tiolada, ocorreu um novo 
aumento da resposta impedimétrica, em decorrência à repulsão eletrostática entre 
o par redox e a sonda de DNA na superfície do eletrodo. Por fi m, após adição de 
amostra com DNA complementar, novo aumento foi observado indicando a ocorrência 
do processo de hibridação.

Todas as etapas de construção do genossensor foram também caracterizadas 
por voltametria cíclica. Na análise dos voltamogramas cíclicos foi observado que após 
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a modifi cação gradativa do eletrodo houve uma diminuição na resposta voltamétrica 
do sistema, resultando numa diminuição dos picos catódicos e anódicos da sonda 
redox (Figura 3b). Em adição, após o processo de hibridação a curva voltamétrica 
demonstrou um comportamento sigmoidal característico de processo quase-reversível. 

Figura 3: Diagramas de Nyquist (a) e Voltamogramas Cíclicos (b) das etapas de montagem 
da plataforma sensora: Limpo ( ); 3-mpts ( ); 3-mpts_NPsAu ( ); 3-mpts_NPsAu_

SondaSchistosoma ( ); 3-mpts_NPsAu_SondaSchistosoma_BSA ( ); 3-mpts_NPsAu_SondaSchistosoma_
BSA_Genoma ( ).

O diâmetro do semicírculo no diagrama de Nyquist representa a resistência à 
transferência de carga (Rtc), que controla a cinética de transferência eletrônica do 
processo redox na superfície do eletrodo (WANG et al., 2011; KANG et al., 2009). A 
avaliação da variação do RCT (ΔRCT) permite avaliar o desempenho do genossensor. 
O ΔRCT foi calculado de acordo com a equação abaixo:

ΔRCT(%) = ([RCT(reconhecimento) – RCT(sensor)] / RCT(sensor) x100
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Sendo o RCT(reconhecimento) o valor referente a resistência  do sistema após o processo 
de biorreconhecimento e o RCT(sensor) referente à camada sensora. 

Amostras contendo DNA de Schistosoma mansoni em diferentes concentrações 
foram incubadas no sensor desenvolvido, visando assim analisar sua sensibilidade. A 
Figura 4 mostra o comportamento do sistema, Pode-se observar que o ΔRCT aumenta 
linearmente com a concentração do analito, indicando que as moléculas de DNA alvo 
interagiram com a sonda Shistosoma imobilizada sobre a superfície do eletrodo.   

Figura 4: avaliação do RCT frente a diferentes concentrações de DNA genômico de S. mansoni.

A tabela abaixo traz um comparativo entre os dados de RCT de amostras de 
DNAschistosoma purificado e amostras de LCR de pacientes com neuroesquistossomose, 
mostrando a efi ciência do genossensor independente da prévia purifi cação da amostra.

Modifi cação do eletrodo Sequência genômica alvo 
(pg.µL-1)

RCT/kΩ Q/Q/ F n*

Eletrodo de ouro limpo - 0.16 6.66 0.51
MPTS-NPsAu_DNAsondaSchistosoma - 3.84 2.08 0.86

Sistema sensor - DNA alvo

0.6 5.37 3.06 0.83
1.3 5.85 3.06 0.83
2.6 6.18 1.08 0.86
5.2 7.64 1.23 0.86

10.4 9.59 1.74 0.86
20.9 11.40 1.63 0.87
41.0 13.70 1.51 0.88
83.9 15.10 1.44 0.89

Controle negativo - 4.06 0.94 0.91
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Sistema sensor – LCR

60.0 11.3 2.78 0.85

47.0 8.57 2.93 0.79
34.0 6.11 1.92 0.85
30.0 5.39 2.04 0.83
25.0 4.50 3.03 0.82

Tabela 1: Variação do RCT em função da concentração genômica.

* Valores dos elementos do circuito equivalente a partir dos resultados de impedância 
equipados.

4 |  CONCLUSÃO

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o sistema desenvolvido 
manteve a capacidade de estabelecer uma imobilização estável da sonda específica 
para a o S mansoni, sendo assim a plataforma sensora obtida mostrou-se eficiente na 
detecção do genoma do Schistosoma frente a diferentes concentrações do DNA, com 
um limite de detecção de 0,6 pg.μL-1. O sensor também foi eficiente na detecção de 
S. mansoni no LCR de pacientes com neuroesquistossomose sem prévia purificação. 
Desta forma, o genossensor desenvolvido mostra-se como uma ferramenta importante 
para a construção de um método diagnóstico mais sensível, rápido e com baixo para 
a manifestação neurológica da esquistossomose.
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