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RESUMO 

 

Dentre as principais aplicações da bionanotecnologia, podemos citar a criação de 

sistemas de liberação controlada de fármacos, sistemas de detecção de 

biomarcadores, nanossensores, biochips e o uso na restauração de tecidos e órgãos 

em engenharia de tecidos. Neste sentido, o presente trabalho traz o desenvolvimento 

de nanoestruturas para uso como biossensores e aplicação na engenharia de tecidos. 

O primeiro sistema refere-se a nanofibras compostas por polímeros de PVA/lectinas 

e PVA/quitosana/lectinas produzidos pela técnica de eletrofiação. Foram utilizadas as 

lectinas Concanavalina A e Aglutinina de germém de trigo (WGA), proteínas de origem 

não-imune que se ligam a carboidratos de superfície celular e promovem adesão e 

diferenciação celular. As fibras poliméricas foram investigadas quanto a capacidade 

de aderência e comportamento proliferativo de células-tronco mesenquimais (CTMs) 

isoladas de cordão umbilical humano. Sua aplicabilidade foi avaliada através da 

resposta dielétrica pela técnica de Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE) 

antes e após serem submetidas a cultura celular, em diferentes períodos de tempo. 

Além disso, foi explorada as propriedades morfológicas das fibras por microscopia de 

força atômica (AFM) e realizado o teste de citotoxicidade por MTT. Como resultados, 

as nanofibras promoveram  a adesão e proliferação das CTMs adicionadas, assim 

como, não houve morte celular significativa. O segundo sistema refere-se ao 

desenvolvimento de um biodispositivo que pretende auxiliar no diagnóstico de 

Candidemias. Foi desenvolvida uma plataforma biossensora nanoestruturada 

baseada em uma monocamada automontada de poli (ácido tiofeno acético) (PTAA), 

nanopartículas de TiO2 aminadas e o peptídeo Clavanina-MO que detecta e diferencia 

Candida spp patogênica. Alguns peptídeos antimicrobianos (PAMs) demonstram 

eficiência no reconhecimento de grupos negativos da membrana celular de 

microrganismos, sendo assim explorados para o desenvolvimento de biossensores. A 

Clavanina-MO é um PAM sintético obtido a partir da inserção dos resíduos de 

aminoácidos FLPII na extremidade N-terminal da Clavanina A, peptídeo natural obtido 

do tunicado Styela clava. Como resultados, o filme de PTAA foi formado na superfície 

do eletrodo através da técnica de Voltametria cíclica, aumentando a condutividade do 

sistema. As nanopartículas de dióxido de titânio aminadas aumentaram a área 

superficial e melhoraram a transferência de elétrons. A análise topográfica do 



 
 

biossensor, feita por AFM, revelou modificações significativas na altura e rugosidade 

na superfície do sensor, indicando o reconhecimento seletivo. A técnica de EIE 

evidenciou uma crescente resistência à transferência de carga em cada concentração. 

O biossensor foi capaz de reconhecer e diferenciar C. albicans, C. tropicalis, C. 

glabrata e C. krusei, apresentando um limite de detecção de 101 CFC/mL. Portanto, 

o presente estudo representa potencial contribuição tanto para o campo dos 

biossensores como da engenharia de tecidos.  

Palavras-chave: Células-tronco; Eletrofiação; Biossensor; Candida; Nanotecnologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Among the main applications of bionanotechnology, we can mention the creation of 

controlled drug release systems, detection systems for biomarkers, nanosensors, 

biochips, and the use in tissue engineering for the restoration of tissues and organs. 

In this sense, the present work we developed nanostructures for use as biosensors 

and applications in tissue engineering. The first system refers to nanofibers composed 

of polymers of PVA/lectins and PVA/chitosan/lectins produced by the electrospinning 

technique. Concanavalin A and Wheat Germ Agglutinin (WGA) lectins were used. 

Lectins are prns of non-immune origin that bind to cell surface carbohydrates and are 

capable of promoting cell adhesion and differentiation. The polymeric fibers were 

investigated for the adhesion capacity and proliferative behavior of mesenchymal stem 

cells (MSCs) isolated from the human umbilical cord. The applicability was evaluated 

through the dielectric response by using Electrochemical Impedance Spectroscopy 

(EIE) technique before and after cell culture, in different periods. Besides, the 

morphological properties of the fibers were evaluated by atomic force microscopy 

(AFM) and MTT cytotoxicity test. As a result, the nanofibers proved to be able to 

facilitate the adhesion and proliferation of the added MSCs. The nanofibers did not 

promote significant cell death. The second system refers to the development of a bio-

device to the diagnosis of Candidemias. A nanostructured biosensor platform was 

developed based on a self-assembled poly (thiophene acetic acid) monolayer, TiO2 

nanoparticles and Clavanin-MO peptide for the detection and differentiation of 

pathogenic Candida spp. Some antimicrobial peptides (AMPs) demonstrate efficiency 

in the recognition of negative groups of the microorganism's cell membrane and can 

be explored for the development of biosensors. Clavanine-MO is a synthetic AMP 

obtained from the insertion of FLPII amino acid residues at the N-terminal end of 

Clavanine A (a natural peptide derived from the marine tunicate Styela clava). As a 

result, the PTAA film was obtained on the electrode surface using the cyclic 

voltammetry technique, increasing the conductivity of the system. The amine titanium 

dioxide nanoparticles increased the surface area and improved the transfer of 

electrons. The topographic analysis of the biosensor, performed by AFM, revealed 

significant changes in height and roughness on the sensor surface, indicating selective 

recognition. The EIE technique showed increased resistance to charge transfer in each 

concentration. The biosensor was able to recognize and differentiate C. albicans, C. 



 
 

tropicalis, C. glabrata and C. krusei, with a detection limit of 101CFC/mL. Therefore, 

the present study represents a potential contribution to both the field of biosensors and 

tissue engineering. 

Keywords: Stem cells; Electrospinning; Biosensor; Candida; Nanotechnology. 
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1  INTRODUÇÃO 

A Bionanotecnologia (BNT) é definida como o subconjunto da nanotecnologia 

associada ao uso de componentes biológicos para o desenvolvimento de tecnologias 

em escala nanométrica.  Ao longo deste século, a sociedade vem se beneficiando 

com o desenvolvimento da BNT, devido as potenciais aplicações em medicina, 

agricultura, eletrônica, cosméticos, meio ambiente, etc. Dentre as principais 

aplicações podemos citar, a criação de sistemas de liberação controlada de fármacos, 

sistemas de detecção de biomarcadores, nanossensores e o uso na restauração de 

tecidos e órgãos em engenharia de tecidos (Faria-Tischer & Tischer, 2012; Lee & 

Moon, 2020). 

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de nanoestruturas voltadas 

para a área de bionanotecnologia. De forma mais específica, as nanoestruturas estão 

contidas na produção dos biossensores e da engenharia de tecidos. No 

desenvolvimento destes trabalhos foram utilizadas técnicas eletroquímicas, de 

eletrofiação, microscopias eletrônicas, entre outras. 

Inicialmente, apresentamos o desenvolvimento de nanofibras compostas por 

polímeros naturais e/ou sintéticos produzidos pela técnica de eletrofiação,  que 

consiste na produção de fibras com tamanhos nano e micro a partir de fios 

eletricamente carregados provenientes de soluções poliméricas. Posteriormente,  

investigamos a aderência e comportamento proliferativo de células-tronco 

mesenquimais (CTMs) isoladas de cordão umbilical humano nas nanofibras 

produzidas. As CTMs se destacam por serem multipotentes e autorrenováveis, sendo 

encontradas em quase todos os tecidos celulares, e dotadas de capacidade de se 

diferenciar em linhagens celulares como adipócitos, condrócitos e osteoblastos (Chen 

et al., 2016; Assis-hibas et al., 2018). Assim, foram testadas 5 composições de 

nanofibras diferentes, incluindo o álcool polivinílico (PVA) e quitosana, como 

polímeros. Ademais, foram utilizadas as lectinas Concanavalina A (ConA) e a 

aglutinina de gérmen de trigo (WGA) como agentes bioativos. As lectinas são 

proteínas de origem não-imune que se ligam de forma reversível a carboidratos 

presentes nas superfícies celulares e estudos já relataram que estas são capazes de 

mediar processos de reconhecimento célula-célula e célula- matriz extracelular, 
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adesão e diferenciação celular (Nascimento et al., 2012; Ghazarian et al., 2011; Chan 

et al., 2012). 

O segundo sistema apresentado neste trabalho trata do desenvolvimento de 

um biodispositivo para auxiliar no diagnóstico de Candidemias. É uma condição clínica 

que depende da imunidade do hospedeiro e da colonização anormal de espécies de 

Candida (Pappas et al., 2018). As unidades de terapia intensiva (UTIs) mantêm 

pacientes que possuem fatores predisponentes para a aquisição de candidemias, 

como é o caso de pacientes transplantados, em uso de quimioterápicos e antibióticos 

de amplo espectro, cateter venoso central e urinário (Lagunes e Rello, 2016).  

Embora C. albicans seja o agente mais prevalente de candidemia, a 

epidemiologia da candidíase mudou nas últimas décadas e Candidas não albicans 

(CNA) vêm se destacando também como agentes etiológicos. Em estudos 

epidemiológicos realizados no Brasil, C. tropicalis e C. parapsilosis são as mais 

frequentemente isoladas em hemoculturas. A C. glabrata tem menor incidência no 

Brasil, porém nos países da América do Norte e da Europa do Norte, esta espécie é 

a segunda mais isolada, depois da C. albicans. É muito importante identificar com 

precisão as espécies de Candida, pois estas possuem peculiaridades diferentes em 

termos de suscetibilidade a antifúngicos (Vieira de Melo et al., 2019).  

Os métodos geralmente utilizados para isolamento e identificação em casos de 

candidemia consistem na cultura de sangue e fluidos estéreis ou na  pesquisa 

histopatológica. Esses testes são amplamente aplicados, porém podem levar dias 

para se obter resultados iniciais (Ao et al., 2018; Kaur & Chakrabart, 2017; Lass-Florl, 

2017).  Neste sentido, os sistemas de biossensores eletroquímicos vêm se 

destacando como uma alternativa promissora para a detecção de microrganismos 

patogênicos. Essas ferramentas inovadoras apresentam baixo custo, portabilidade, 

miniaturização associada ao uso de componentes nanoestruturados, sensibilidade 

aprimorada e garantem análise em tempo real (Singh et al., 2014; Maduraiveeran et 

al., 2017).  

Dessa forma, buscou-se o desenvolvimento de uma plataforma biossensora 

nanoestruturada baseada em um filme polimerizado de poli (ácido tiofeno acético) 
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(PTAA), nanopartículas de TiO2 (NPsTiO2) aminadas e o peptídeo antimicrobiano 

Clavanina-MO para detecção e diferenciação de Candida spp patogênica. 

Peptídeos antimicrobianos (PAMs) são biomoléculas presentes em diversos 

organismos, fazendo parte do sistema imune inato desses organismos e contribuindo 

efetivamente contra patógenos exógenos (Silva et al., 2014). Os PAMs demonstram 

eficiência no reconhecimento de grupos carregados negativamente da membrana 

celular de microrganismos, sendo assim explorados para o desenvolvimento de 

biossensores (Hoyos-Nogués et al., 2018).  

Portanto, o presente estudo tem potencial contribuição no campo dos 

biossensores e da engenharia de tecidos, representando novas possibilidades 

bionanotecnológicas, tanto para o cultivo de células-tronco mesenquimais como para 

a detecção e diferenciação de Candidas patogênicas, podendo futuramente ser 

utilizado em aplicações na área médica e diagnóstica. 
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1.1  OBJETIVOS 

1.1.1 Geral 

Desenvolver nanofibras poliméricas em forma de arcabouços, como alternativas 

para o cultivo de células-tronco no campo da engenharia de tecidos e uma plataforma 

biosensora impedimétrica baseada em filme polimerizado de PTAA, NPsTiO2 e 

Clavanina-MO para detecção e diferenciação de Candida spp patogênica. 

1.1.2 Específicos 

- Nanofibras poliméricas 

• Produzir nanofibras de PVA, quitosana, PVA/ConA, PVA/WGA, 

PVA/quitosana-ConA e PVA/quitosana/WGA pela técnica de eletrofiação; 

• Analisar morfologicamente a superfície das nanofibras através da técnica 

microscopia de força atômica. 

• Isolar as células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton de cordão 

umbilical humano; 

• Realizar o cultivo das células-tronco mesenquimais sobre as nanofibras 

fabricadas. 

• Avaliar a citotoxicidade das nanofibras através ensaio de viabilidade celular;  

• Analisar por meio da técnica de Espectroscopia de Impedância eletroquímica a 

relação da resistência a transferência de elétrons com a adesão e proliferação 

celular. 

- Biossensor 

• Construir um biossensor baseado em NPsTiO2 e Clavanina-MO; 

• Modificar quimicamente a superfície de NPsTiO2; 

• Preparar uma camada de poli (ácido tiofeno acético) (PTAA) sobre a superfície 

de ouro do eletrodo de trabalho por meio da técnica de Voltametria Cíclica; 
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• Preparar a plataforma biossensora formada por PTAA_ TiO2NPs-

APTES_Clavanina-MO; 

• Realizar medidas através da técnica de Impedância Eletroquímicas durante a 

montagem da plataforma e após uso frente às amostras das espécies de 

Candida albicans, C. tropicalis, C.glabrata e C.krusei; 

• Caracterizar morfologicamente o biossensor através de Microscopia de Força 

Atômica antes e após a interação com as espécies de Candida; 

• Definir o circuito equivalente para obtenção de parâmetros eletroquímicos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1  Engenharia de Tecidos 

O termo engenharia de tecidos apareceu pela primeira vez em 1987 em uma 

reunião na National Science Foundation. Em 1988 aconteceu a primeira reunião 

denominada de “Engenharia de tecidos” em Lake Tahoe, Califórnia. Porém, as 

primeiras terapias baseadas em tecidos foram criadas décadas antes, em 1962, com 

o desenvolvimento do primeiro substituto sintético de pele, que não obteve muito 

sucesso (Anitha et al., 2014). 

  Mais tarde, por volta dos anos 70 e 80 começaram a surgir os primeiros 

produtos de engenharia de tecidos bem-sucedidos. A ET emergiu no campo da 

medicina em 1995 com a fundação da sociedade de engenharia de tecidos em 

Orlando, na Flórida (Nerem, 2006; Berthiaume et al., 2011).  

 ET combina princípios de setores como a medicina, a biotecnologia, 

bioengenharia e ciências de materiais, entre outras, utilizando células vivas, materiais 

biocompatíveis e fatores bioquímicos (ex: fatores de diferenciação), bem como suas 

combinações para criar substitutos que possibilitem a restauração ou substituição de 

tecidos e órgãos lesionados, através da criação de estruturas que sejam capazes de 

permitir o crescimento e a diferenciação celular (Berthiaume et al., 2011; Yousefi et 

al., 2016; Bedian et al., 2017). 

 O campo da ET representa um potencial impacto na medicina, uma vez que 

pode significar a redução da necessidade de substituição de órgãos e acelerar o 

desenvolvimento de novas drogas que possibilitem a cura de pacientes sem a 

necessidade de transplantes de órgãos (Pati et al.,  2014). 

Os tecidos do corpo humano são compostos de dois constituintes principais: as 

células e a Matriz Extracelular (MEC) (Figura 1). Esta última é constituída 

principalmente por fibras com diâmetros de 50 a 500nm, cuja composição pode ser 

descrita pela disposição tridimensional dinâmica de polissacarídeos e polímeros 

naturais (colágeno, elastina, fibrinogênio) sintetizados, secretados, orientados e 

modificados pelos componentes celulares (Sell et al., 2010).  
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Fig.1 Ilustração da Matriz extracelular (MEC).  

*Fonte: (https://br.pinterest.com/pin/184155072238538883/) /2020.  

 

 Portanto, a principal abordagem da engenharia de tecidos é projetar matrizes 

ou arcabouços que sejam capazes de mimetizar a MEC natural e permitir que o corpo 

do hospedeiro, particularmente os componentes celulares, reconheçam a matriz 

artificial introduzida e, por sua vez, regenere o tecido funcional “neo-nativo” (Khorshidi 

et al., 2015). Para isso, a ET geralmente envolve o uso da combinação entre 

biomateriais, células-tronco e moléculas bioativas. 

2.1.1. Biomateriais  

 Os biomateriais se tornaram indispensáveis elementos na melhoria da saúde 

humana e na qualidade de vida na era moderna. As aplicações dos biomateriais 

compreendem a área de diagnóstico, como arranjos genéticos e os  biossensores; 

área de suprimentos médicos, como bolsas de sangue e instrumentos cirúrgicos; área 

de tratamentos terapêuticos, como implantes e dispositivos médicos, assim como, a 

área da medicina regenerativa (He & Benson, 2017).  

A definição de biomaterial mudou consideravelmente nos últimos anos. O 

conceito inicial de biomateriais tinha como objetivo combinar propriedades mecânicas 

e materiais, obtendo-se um resultado que correspondesse ao tecido nativo sem 

provocar danos ou resposta imune ao hospedeiro, ou seja, deveriam ser materiais 

totalmente inertes (Keane & Badylak, 2014). Porém, ultimamente, a ET tem se 

https://br.pinterest.com/pin/184155072238538883/
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direcionado para o uso de biomateriais que se integram ao tecido e são bioindutores, 

potencializando a capacidade regenerativa ou reconstrutiva de um determinado tecido 

ou órgão (Ma et al., 2018). 

Em aplicações biomédicas, os critérios para selecionar os materiais como 

biomateriais são baseados em sua constituição química, peso molecular, solubilidade, 

forma e estrutura, hidrofilia/hidrofobicidade, energia de superfície, degradação por 

absorção da água e mecanismos de erosão (Rodríguez-Vázquez et al., 2015). 

Os principais requisitos para o uso de determinados biomateriais em 

engenharia de tecidos estão listados abaixo (Rodríguez-Vázquez et al., 2015): 

1. Biocompatibilidade: os biomateriais devem ser aceitos pelo receptor e sua 

presença não deve causar mecanismos de rejeição;  

2. Absorvível e degradável: com degradação controlável e taxa de reabsorção 

compatível com o crescimento de celular; 

3. Não ser tóxico ou carcinogênico: seus produtos de degradação não podem 

causar efeitos adversos locais ou sistêmicos nos sistemas biológicos; 

4. Quimicamente estável: não apresentar alterações químicas que possam gerar 

produtos tóxicos, pelo menos durante o período de regeneração do tecido; 

5. Superfície quimicamente adequada: importante para facilitar o acesso, 

proliferação e diferenciação celular. 

De acordo com a origem, os biomateriais podem ser classificados como 

naturais e sintéticos. Como biomateriais naturais podemos citar: proteínas, 

polissacarídeos (ex. quitosana), cartilagens, ossos, entre outros. Já os biomateriais 

sintéticos englobam polímeros, cerâmicas e metais. Neste contexto, iremos abordar 

os principais polímeros utilizados em ET. 

2.1.1.1 Polímeros 

Os polímeros utilizados em medicina regenerativa e engenharia de tecidos 

devem ser materiais biocompatíveis. Arcabouços poliméricos estão atraindo muita 

atenção devido suas propriedades únicas, tais como alta relação superfície-volume, 
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alta porosidade, biodegradação, boas propriedades mecânicas, biocompatibilidade e 

versatilidade química e biológica (Dhandayuthapani et al., 2011; Rodríguez-Vázquez 

et al., 2015). 

Os polímeros podem ser naturais, sintéticos biodegradáveis e sintéticos não 

biodegradáveis. Dentre estes, os polímeros que são preferencialmente usados são os 

naturais e sintéticos biodegradáveis, uma vez que apresentam boa flexibilidade em 

termos de manipulação química e capacidade de se decompor em fragmentos de 

baixo peso molecular, podendo assim, ser eliminado ou reabsorvido pelo corpo 

humano (Rodríguez-Vázquez et al., 2015). 

Polímeros naturais biodegradáveis foram os primeiros biomateriais a serem 

usados clinicamente. Estes materiais possuem propriedades bioativas que os 

permitem interagir melhor com as células hospedeiras por possuírem domínios 

moleculares específicos que podem apoiar e orientar células em vários estágios do 

seu desenvolvimento, apoiando positivamente a adesão e função celular. Os 

exemplos mais citados na literatura desses materiais são: proteínas (seda, colágeno, 

gelatina, fibrinogênio, elastina, queratina, actina e miosina), polissacarídeos (celulose, 

amilose, dextrano, quitina e glicosaminoglicanos) e os polinucleotídeos (DNA, RNA) 

(Dhandayuthapani et al., 2011; Asti & Gioglio, 2014; Chen, 2016). 

Apesar de geralmente serem biocompatíveis, os polímeros naturais 

apresentam algumas limitações referentes a propriedades mecânicas e estabilidade 

térmica. Polímeros sintéticos, mesmo não apresentando total biocompatibilidade, 

podem ser processados de amplas formas facilmente obtidas, além de resistirem a 

altas temperaturas impostas e serem mais estáveis contra ação de microrganismos. 

Dessa forma, o desenvolvimento de materiais poliméricos baseados em misturas de 

polímeros naturais e sintéticos resultam em produtos biocompatíveis e com boas 

propriedades térmicas e mecânicas (Sionkowska, 2011; Rogovina, 2016). 

Os polímeros sintéticos mais utilizados em regeneração de tecidos são os poli 

(α-hidroxiácidos), que incluem o ácido polilático (PLA), ácido poliglicólico (PGA), seu 

copolímero poli(ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA), poli-caprolactona (PCL), 

polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP) e álcool polivinílico (PVA). Dentre os 

citados, aqueles que possuem uma ampla aplicação biomédica devido suas fibras em 
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micro/nanoescala semelhantes a MEC, processabilidade atraente e 

biocompatibilidade estão: PLGA, PEG, PCL, PVA e PVP (Chen & liu, 2016). Abaixo 

estão descritos os polímeros utilizados neste trabalho: 

• Quitosana 

A Quitosana (QS) [poly-(β-1/4) -2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose] trata-se de 

um copolímero constituído da ligação dos monômeros D-glucosamina e N-acetil-D-

glucosamina através de ligações β 1-4 (Figura 2), no qual a glucosamina é a unidade 

de repetição predominante na sua estrutura. QS é um derivado natural, parcialmente 

desacetilado, da quitina e componente da matriz extracelular nativa. É insolúvel em 

água, soluções aquosas, ácidos concentrados e solventes orgânicos comuns, mas é 

totalmente solúvel quando agitado em soluções de ácido acético, ácido nítrico, entre 

outros (Kanimoshi et al., 2016; Rodríguez-Vázquez et al., 2015). 

A QS é extensivamente utilizada para preparação de suportes porosos para 

cartilagem em ET. No entanto, a fraca resistência mecânica das matrizes preparadas 

a partir de quitosana significa um grande obstáculo para a sua aplicação clínica. Um 

método eficaz para superar essas desvantagens da QS tem sido misturá-la com outro 

polímero. Como exemplo, a mistura de PVA e QS tem apresentado bons resultados 

porque ambos são substâncias polares, ricos em grupos hidroxila (-OH), os quais 

tendem a formar ligações de hidrogênio intermoleculares e intramoleculares. As 

ligações de hidrogênio entre os grupos-OH destes polímeros tende a aumentar a 

estabilidade e subsequentemente a miscibilidade entre eles (Rodríguez-Vázquez et 

al., 2015; Kanimoshi et al., 2016). 

Fig.2 Estrutura Química da Quitosana.  

*Fonte: (https://pt.wikipedia.org/wiki/Quitosana) /2018. 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Quitosana


29 
 

 
 

A quitosana inicialmente era utilizada em aplicações biomédicas, como a 

produção de curativos, auxílio na perda de peso corporal e na engenharia de tecidos. 

Ultimamente, a QS tem se tornado candidata proeminente para o uso em sistema de 

liberação controlada de fármacos e devido sua propriedade de adesividade, aderindo 

com facilidade a tecidos moles / duros, a quitosana vem sendo utilizada em muitas 

aplicações nos ramos da ortopedia, odontologia, oftalmologia e cirurgia (Ali & Ahmed, 

2018).  

• Álcool Polivinílico 

O álcool polivinílico (PVA) é um polímero sintético com hidrofilicidade, devido a 

presença de inúmeros grupos -OH em sua estrutura (Figura 3), portanto, solúvel em 

água após 30’ em temperatura de  ~80ºC. O PVA é obtido através da hidrólise do 

acetato de polivinila. Ele tem sido muito aplicado nos setores industrial, comercial, 

médico e alimentício, usado para produção de resinas, fios cirúrgicos e embalagens 

de alimentos, que geralmente estão em contato com a comida. Trata-se de uma 

imitação biodegradável de polímeros naturais e vem sendo usado por muito tempo em 

misturas com outros polímeros naturais por suas características formadoras de filmes 

(Karimi & Navidbakhsh, 2013; Kumar & Han, 2016; Gaaz et al., 2015). 

O PVA está entre os mais usados polímeros sintéticos devido às suas 

propriedades únicas. Apresenta biodegradabilidade e excelente biocompatibilidade. 

Este é fisiologicamente inerte em termos de toxicidade aguda e não é irritante para 

pele nem mucosas. Apresenta barreiras notáveis contra óleos e gorduras, aromas e 

perfumes e pequenas moléculas. É um material ecológico e biodegradado por 

microrganismos adaptados em CO2 e água. Além disso, o PVA possui excelente 

resistência mecânica, flexibilidade e estabilidade térmica. Por esses motivos, tal 

polímero vem atraindo crescente interesse em aplicações biomédicas, tanto como 

componente estrutural (ex: cartilagem artificial ou arcabouços em engenharia de 

tecidos), como componente funcional (sistema de liberação controlada de fármacos) 

(Karimi & Navidbakhsh, 2013; Kumar & Han, 2016; Kanimozhi et al., 2016). 
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Fig.3 Estrutura química do Álcool Polivinílico (PVA).  

*Fonte: (https://fr.wiktionary.org/wiki/alcool_polyvinylique)/2018. 

 

2.1.2 Moléculas bioativas 

As moléculas bioativas são representadas por diversos tipos de moléculas 

solúveis capazes de interagir e modular a atividade de uma célula. Entre elas podemos 

citar os hormônios, as citocinas, os fatores de crescimento, entre outros (Singh et al., 

2013). Dessa forma, podemos considerar como moléculas bioativas bastante 

utilizadas na bionanotecnologia, as lectinas e os peptídeos antimicrobianos. Neste 

capítulo, daremos enfoque às lectinas como as principais moléculas bioativas do 

presente estudo. 

2.1.2.1 Lectinas 

As lectinas são proteínas que se caracterizam por sua capacidade de ligação a 

glicanos, como manose, galactose, N-acetil glucosamina, N-acetil galactosamina, 

fucose, ramnose, na presença ou ausência de cátions divalentes com especificidade 

significativa. Através da interação com açucares, elas desencadeiam vários processos 

celulares. As suas funções podem ser expressas tanto em animais, como em plantas 

e microrganismos (Ghazarian et al., 2011; Hamid et al., 2013; Hivrale & Ingale, 2013). 

Lectinas podem ser classificadas com base na sua especificidade por hidratos 

de carbono e de acordo com suas estruturas globais em: merolectinas, holoectinas, 

quimerolectinas e superlectinas (Figura 4). E ainda, podem ser agrupadas em famílias 

diferentes, tais como: lectinas de leguminosas, lectinas inativadoras de ribossomos 

tipo II, lectinas monocotiledôneas de ligação à manose, entre outras (Hamid et al., 

2013; Da Silva, 2014). 

 

https://fr.wiktionary.org/wiki/alcool_polyvinylique
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Fig.4 Classificação das lectinas de acordo a estrutura.  

*Fonte: (https://docplayer.com.br/79122206-Universidade-federal-do-ceara-centro-

de-ciencias-departamento-de-bioquimica-e-biologia-molecular-claudener-souza-

teixeira.html)/2019. 

 

 As merolectinas são proteínas que contêm apenas um domínio de ligação a 

carboidratos. Devido à sua natureza monovalente, este grupo de lectinas não promove 

aglutinação de células. Hololectinas são lectinas que são compostas de duas ou mais 

ligações de hidratos de carbono idênticas ou homólogas, podendo aglutinar células 

e/ou precipitar glicoconjugados (Ex: maioria das lectinas vegetais). As superlectinas 

são compostas de pelo menos dois domínios de ligação a carboidratos que 

reconhecem estruturas de carboidratos estruturalmente não relacionadas. Por fim, o 

grupo de quimerolectinas compreende todas as lectinas que são compostas de um ou 

mais domínios de ligação a carboidratos fundidos a um domínio que exerce uma 

atividade biológica (Vandenborre et al.,2011). 

 A interação de lectinas com os carboidratos selecionados pode ser tão 

específica quanto a interação entre antígeno e anticorpo ou substrato e enzima. Elas 

se ligam não apenas a oligossacarídeos de superfície celular, como também 

interagem com glicanos flutuantes, incluindo monossacarídeos, porém, de forma mais 

fraca (Ghazarian et al., 2011). 

https://docplayer.com.br/79122206-Universidade-federal-do-ceara-centro-de-ciencias-departamento-de-bioquimica-e-biologia-molecular-claudener-souza-teixeira.html)/2019
https://docplayer.com.br/79122206-Universidade-federal-do-ceara-centro-de-ciencias-departamento-de-bioquimica-e-biologia-molecular-claudener-souza-teixeira.html)/2019
https://docplayer.com.br/79122206-Universidade-federal-do-ceara-centro-de-ciencias-departamento-de-bioquimica-e-biologia-molecular-claudener-souza-teixeira.html)/2019
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As lectinas estão envolvidas em uma enorme variedade de acontecimentos 

biológicos e consequentemente. Estudos já relataram que tais proteínas mediam os 

seguintes processos: reconhecimento célula-célula e célula-ECM, diferenciação 

celular, sinalização celular, adesão e migração, apoptose, imunodulação e inflamação, 

indução de resposta mitogênica, efeitos antiproliferativos em células tumorais, entre 

outros  (Nascimento et al., 2012; Ghazarian et al., 2011; Chan et al., 2012). 

Adicionalmente, lectinas são capazes de melhorar a proliferação e o 

crescimento celular. É o caso da lectina jacalina, uma proteína de ligação ao β-

galactosídeo, que induz a proliferação de linfócitos T e, ainda, a lectina de amendoim 

e de cogumelo, as quais estimulam a proliferação de células vasculares (Mikkola et 

al., 2013). 

Lectinas estão presentes nos vegetais em grandes concentrações, exibindo 

uma variedade de atividades biológicas, incluindo a ação antibacteriana, antiviral, 

antifúngica e inseticida, além de agirem como proteínas de defesa para plantas contra 

a invasão de organismos prejudiciais (Chan et al., 2012). 

Desde o final dos anos 90, as lectinas de plantas são utilizadas para provar a 

existência de estruturas específicas de carboidratos que diferenciam células e tecidos. 

A partir destas, foi evidenciado que o padrão de glicosilação de proteínas celulares é 

influenciado por alterações fisiológicas, como a presença de uma doença e que a 

população de carboidratos alterada de uma dada glicoproteína pode ser usada, 

portanto, do diagnóstico de tal doença (Paleček et al., 2015). 

Entre as lectinas vegetais, as de leguminosas têm sido as de maior interesse. 

Estas lectinas são abundantes nas sementes e pertencem a um grupo de proteínas 

altamente homólogas. Destacam-se no estudo de base molecular e especificidade das 

interações proteína-carboidrato e também na compreensão do reconhecimento 

célula-célula, adesão, disseminação de tumores, infecção viral e inflamação (Largada-

Diaz et al., 2017; Varejão et al., 2010). 

A primeira lectina de leguminosa a ser purificada em larga escala e acessível 

ao comércio foi a Concanavalina A (ConA), extraída das sementes da Canavalia 

ensiformes (figura 5a), conhecida popularmente como “feijão-de-porco”, em 1916. 

Esta lectina é Ca2+/Mn2+-dependente e de ligação à manose/glicose. O monômero da 

ConA é composto de 237 resíduos de aminoácidos que formam 2 folhas-β 
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antiparalelas e por uma terceira folha-β que fica na parte superior, ou seja, uma folha 

dorsal com seis fitas, uma folha frontal com sete fitas e uma folha superior com 5 fitas. 

Dois monômeros de ConA de maneira adjacente e antiparalelos foram um dímero. Da 

mesma forma o tetrâmero é formado por dois dímeros (Figura 5b). Tal organização 

estrutural é dependente de pH. Quando o pH está acima de 5.5, existe um tetrâmero, 

caso contrário, um dímero (Li et al., 2011; Hivrale & Ingale, 2013). 

Fig.5 a) Imagem das sementes de Canavalia ensiformes ou “feijão de porco”. 

*Fonte:(https://www.etsy.com/listing/546726667/canavalia-ensiformis-white-sword-

beans)/2019. b) Estrutura tridimensional do tetrâmero da Concanavalina A. 

*Fonte:(https://www.wikiwand.com/pt/Concanavalina_A)/2019. 

 

 

A ConA é uma lectina capaz de reconhecer, de forma específica, vários 

resíduos de glicose e manose presentes em diferentes estruturas. A partir dessa 

interação, tal lectina pode provocar diversas respostas celulares. Dessa forma, 

existem relatos que a ConA consegue imitar a capacidade da insulina, melhorando o 

transporte de glicose e inibindo a atividade da adenilato ciclase (Lin & Levitan, 1991). 

Assim como, estudos já demonstraram que a lectina de Canavalia ensiformes 

consegue controlar populações de células tumorais direcionando-as à apoptose, 

b) 

a) 

https://www.etsy.com/listing/546726667/canavalia-ensiformis-white-sword-beans)/2019
https://www.etsy.com/listing/546726667/canavalia-ensiformis-white-sword-beans)/2019
https://www.wikiwand.com/pt/Concanavalina_A)/2019
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autofagia e anti-angiogênese, o que a torna um potencial agente antineoplásico na 

terapia contra o câncer (Li et al., 2011). 

 Algumas lectinas podem exercer efeitos imunológicos, influenciando em vias 

inflamatórias. A ConA demonstrou o efeito de interferir no balanço de citocinas pró e 

anti-inflamatórias de forma dose-dependente (Xu et al, 2006).Tal lectina, também tem 

o poder de afetar uma variedade de propriedades em diferentes tipos celulares, como 

nos neurônios, aumentando sua capacidade de plasticidade neuronal, assim como, 

pode promover a morte de células tumorais por autofagia, a partir da sua ligação à 

glicoproteínas da membrana celular e, subsequente, ativação linfocitária (Lin& 

Levitan, 1991; Yau et al., 2015). 

 Adicionalmente, a ConA entre outras lectinas, vêm se destacando numa área 

que combina a nanotecnologia com a glicobiologia (Gliconanotecnologia), devido a 

associação de glicoproteínas a nanomateriais, como nanopartículas e polímeros, para 

o desenvolvimento de plataformas multivalentes aplicadas na construção de 

biossensores, dispositivos para liberação controlada de fármacos, arcabouços, entre 

outras aplicações biomédicas (Roy et al., 2013; Kim et al., 2013). Nesse contexto, 

Oliveira, Correia & Diniz (2009) apresentaram a proposta de um biossensor composto 

por um eletrodo de ouro modificado com Concanavalina A imobilizadas em 

nanopartículas de ouro para detecção de glicoproteínas séricas de pacientes 

infectados pelo vírus da dengue, utilizando técnicas eletroquímicas para a avalição da 

resposta sensora. Mais recentemente, Chowdhury et al (2018) desenvolveram um 

biossensor eletroquímico para rápida detecção de células cancerígenas utilizando 

uma plataforma composta por um eletrodo de ouro revestido com um nanocompósito 

de ConA ligadas a nanopartículas de Fe3O4. E ainda, dentre as aplicações 

gliconanotecnológicas, citamos a produção de nanofibras supramoleculares, 

constituídas pela complexação de nanofibras de manose automontadas com 

Concanavalina A, as quais foram capazes de se ligar fortemente a superfícies de 

células T, promovendo a ativação destas, por meio de interações multivalentes (Kim 

et al., 2013). 

Outro exemplo de lectina vegetal comumente estudada, é a aglutinina do 

gérmen de trigo (Triticum vulgare) ou WGA (Wheat germ agglutinin). Esta lectina tem 

afinidade com o açúcar N-acetilglucosamina e seu dímero NN'-diacetilquitobiose, 
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assim como ao ácido siálico, em superfície celular (Allen, Neuberger & Sharon, 1973; 

Kim et al., 2016). 

 A lectina WGA tem uma estrutura dimérica, apresentando cerca de 171 

resíduos de aminoácidos. É composta por 4 domínios e cada domínio é estabilizado 

por 4 pontes dissulfeto, altamente conservadas. Quando associadas as duas 

subunidades, 4 pares de contatos são estabelecidos, formando 8 interfaces locais e 4 

tipos de sítios de ligação a carboidratos (Figura 6) (Kim et al., 2016). 

Fig.6 a) Imagem de panículas de gérmen de trigo. *Fonte: 

(https://www.kelisema.it/gluplex-les-2/)/2019. b) Estrutura tridimensional da lectina 

WGA. *Fonte (https://www.researchgate.net/figure/Cy5-Lectin-labeling-ratio-

per)/2019. 

 

 

A aglutinina do gérmen de trigo (WGA) é uma lectina bem conhecida por sua 

capacidade de aglutinar vários tipos de células animais, como eritrócitos e outros tipos 

de células (Wright, 1977; Dabauvalle et al., 1988). A aglutinação é uma propriedade 

a) 

b) 

https://www.kelisema.it/gluplex-les-2/)/2019
https://www.researchgate.net/figure/Cy5-Lectin-labeling-ratio-per
https://www.researchgate.net/figure/Cy5-Lectin-labeling-ratio-per
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comum a várias lectinas e é resultado da formação de um complexo específico entre 

a lectina e uma macromolécula receptora presente na superfície celular (Wright, 

1977). 

A WGA foi a primeira proteína relatada como capaz de diferenciar células 

saudáveis de células tumorais. Desde então, esta lectina tem sido amplamente 

utilizada em aplicações biomédicas e bioquímicas. Dentre suas principais 

propriedades estão: mucoadesão, citoadesão, citoinvasão e propriedades de 

transcitose em epitélio alveolar e intestinal. Sendo assim, amplamente utilizada na 

pesquisa de liberação controlada de fármacos por ser uma das lectinas menos 

imunogênicas, possuir boa biocompatibilidade e direcionar as funções dos sistemas 

de entrega (Portillo-Téllez et al., 2011; Yu& Pishko, 2011; Murata et al., 2013). 

Em virtude das propriedades citadas, a lectina WGA foi utilizada na modificação 

da superfície de lisossomos de carbopol, permitindo a sua retenção eficaz na 

membrana intestinal de ratos e melhorando a absorção oral de uma dada droga 

peptídica aprisionada dentro dos lisossomos (Murata et al., 2013). Da mesma forma, 

Glavas-Dodov et al. (2013) demonstraram o uso da WGA na funcionalização de 

micropartículas de quitosana-Ca-alginato carregadas com partículas de 5-fluorouracil, 

melhorando a especificidade da entrega do sistema para células cancerígenas de 

cólon intestinal. 

A lectina de Triticum vulgare também pode ser empregada no desenvolvimento 

de biossensores. Yang et al. (2015) fabricaram um biossensor por 

quimioluminescência eletrogerada para detecção de células cancerígenas da 

próstata, constituído por um anticorpo específico da próstata, como sonda de captura, 

e a WGA (marcada com rutênio), como sonda de sinal. Esta foi elencada para o 

experimento por ser de fácil acesso, comparando-se com um anticorpo, e por ter 

afinidade com células através da capacidade de ligação à N-acetilglucosamina 

(GlcNAc) da superfície celular. E ainda, encontramos o emprego de tal lectina na 

construção de uma plataforma biossensora formada por nanomembranas 

tridimensionais de TiO2 conjugada com WGA para detecção eletroquímica do câncer 

de mama (Zanghelini et al., 2017). 

A ligação de WGA a células-tronco mesenquimais foi avaliada por Kim et al. 

(2016) quando sintetizaram um conjugado de hialuronato com WGA e o adicionaram 
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à superfície de CTMs para entrega sistêmica alvo-específica dessas células ao fígado, 

sendo assim um sistema com potencial para uso em terapia celular com células-

tronco. 

No presente trabalho, baseando-se nas propriedades das lectinas 

supracitadas, fizemos uso das mesmas como incremento para aperfeiçoar a 

capacidade de cultura, adesão e proliferação de CTMs em membranas nanofibrosas 

poliméricas, objetivando a obtenção de estruturas com possibilidade de uso no ramo 

de engenharia de tecidos. 

 

• Aplicação de lectinas na engenharia de tecidos: 

Quando tratamos de engenharia de tecidos, a adesão celular, a disseminação 

e o crescimento na superfície de biomateriais são características imprescindíveis. 

Alguns polímeros possuem características vantajosas para construção de 

arcabouços, como a quitosana, o nylon, o ácido poliglicólico, PVA, entre outros; 

porém, fornecem uma limitada capacidade de ligação celular, quando comparadas 

com fibras naturais (ex. colágeno) (Toegel et al., 2007; Toegel et al., 2013). 

 Neste contexto, pesquisadores passaram a considerar as lectinas como 

candidatas para melhoria de tais limitações pela sua capacidade de mediar bioadesão. 

Logo, Wang et al. (2003) demonstraram que a ligação covalente da lectina WGA a 

filmes de quitosana resultou na melhora adesão de fibroblastos, mediada por 

oligossacarídeos. A superfície do biomaterial modificada com WGA se tornou mais 

biocompatível promovendo a adesão celular.  

Experimentos adicionais foram capazes de sugerir que tal efeito observado é 

dependente da especificidade célula-lectina. Utilizando dessa vez a quitosana 

modificada com a lectina ConA, observou-se que a mesma apresentou maior 

afinidade por células endoteliais, quando comparada à WGA, sendo assim, mais 

eficaz na promoção da interação célula-biomaterial (Wang et al., 2003; Wan & Tai, 

2013). 

A WGA também foi ligada covalentemente a fibroína da seda para obtenção de 

um arcabouço, resultando em uma adesão celular robusta e significativamente mais 
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elevada em comparação com a fibroína não modificada, tornando possível o uso desta 

em procedimentos cirúrgicos para regeneração tecidual (Teuschl et al., 2014). 

Sabe-se que o transplante de CTMs, condrócitos, osteoblastos e células 

musculares é complicado, uma vez que tais células aderem mal, dependendo do 

material do arcabouço e, geralmente, são danificadas por proteases ou estímulos 

mecânicos no local do transplante. Baseando-se nisso, Nishimura et al. (2004) 

descobriram que as células citadas quando expostas à lectina eritroaglutinina de 

Phaseolus vulgaris (PHA-E) e à ConA foram capazes de aderir favoravelmente a 

materiais de ácido poli(ácido lático-co-ácido glicólico)-PGLA, titânio, hidroxiapatita e 

plástico, apresentando também, resistência a proteases e a estímulos mecânicos.  

Outros tipos de lectinas também já foram aplicados em estudos na área de 

engenharia de tecidos. As galectinas, por exemplo, são lectinas endógenas com 

elevado poder de adesão e efeito regulador de crescimento celular. Cientistas 

comprovaram que tais lectinas induzem a conversão de fibroblastos dérmicos 

humanos em miofibroblastos, assim como, são capazes de produzir uma matriz 

extracelular bioativa, ou seja, um arcabouço bastante adequado para a cultura de 

células (Dvořánková et al., 2011., Lin et al., 2015). 

2.1.2.2 Peptídeos Antimicrobianos 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são considerados antibióticos naturais 

produzidos por animais, plantas, protozoários, fungos e bactérias, fazendo parte do 

sistema imune inato desses organismos e contribuindo  contra patógenos exógenos. 

Os PAMs contêm cadeias catiônicas (carregadas positivamente) formadas por 5-50 

aminoácidos e apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos, 

vírus e protozoários. Esse tipo de biomolécula pode ter um efeito anfifílico, exibindo 

regiões hidrofílicas e hidrofóbicas, enquanto interagem com membranas celulares 

bacterianas (Silva et al., 2014; Biswaro et al., 2018). 

Muitos PAMs contêm uma fração substancial de resíduos hidrofóbicos que 

aparecem frequentemente a cada 3-4 unidades de aminoácidos. Consequentemente, 

formam α-hélices ao interagir com as membranas lipídicas. Portanto, embora esses 

peptídeos afetem as bactérias de muitas formas diferentes, incluindo a inibição da 
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parede celular, síntese de DNA, RNA e proteínas, considera-se a ruptura das 

membranas plasmáticas como o seu principal modo de ação (Schmidtchen et al., 

2014). Contudo, o mecanismos de ação dos PAMs ainda não estão totalmente 

elucidados. Acredita-se que existem maneiras diferentes de inserção desses 

peptídeos na membrana, diretamente relacionadas à concentração e natureza do 

PAM  (Corrêa et al., 2019). 

Diferentes mecanismos de ação têm sido propostos para os PAMs , sendo três 

os mais aceitos pela comunidade científica: barril, carpete e toroidal (Figura 7).  No 

modelo de barril, a parte hidrofóbica dos peptídeos interage com as caudas 

hidrocarbonadas dos lipídios da membrana e a sua parte hidrofílica expõe-se no 

lúmen, resultando na formação de um poro aquoso transmembranar. O mecanismo 

de carpete é um modelo de permeabilização da membrana que se assemelha ao 

modo de ação dos detergentes. Ao contrário do modelo de barril, não há inserção de 

peptídeos na membrana, mas sim um acúmulo na superfície, formando um “tapete”. 

Devido a alta densidade de PAMs, a bicamada é desestabilizada por alterações na 

fluidez e, assim, entra em colapso formando várias micelas (Van‘t hof et al., 2001; 

Carvalho &  Machini, 2011; Corrêa et al., 2019). Por fim, o modelo poro toroidal se 

diferencia do mecanismo de barril pela presença de lipídeos de membrana 

intercalados com os PAMs, formando um poro. Assim, a “luz” do poro mostra as 

superfícies polares dos peptídeos e as cabeças, também polares, dos fosfolipídeos. 

O resíduos de aminoácidos hidrofóbicos promovem o deslocamento das cabeças 

polares dos lipídeos, o que induz uma tensão na membrana. Essa tensão leva à 

desestabilização da superfície da membrana e consequente lise e extravasamento 

citoplasmático (Silva et al., 2014; Corrêa et al., 2019). 
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Fig.7 Principais mecanismos de ação dos PAMs sobre a membrana bacteriana. Fonte: 

Adaptado de Lee & Park (2014).  

 

Uma grande variedade de peptídeos antimicrobianos tem se destacado  em 

estudos como agentes antimicrobianos, os peptídeos isolados de invertebrados 

marinhos são exemplos disso (otero-gonzalez et al., 2010; Mehbub et al., 2014) e 

como principal enfoque nesse estudo, podemos citar as Clavaninas.  

As Clavaninas pertencem a uma família de peptídeos antimicrobianos que são 

expressos em hemócitos do tunicado marinho Styela clava (Figura 8). São peptídeos 

multipotentes, catiônicos, α-helicoidais, anfipáticos, com um comprimento de 23 

resíduos de aminoácidos. Eles são excepcionalmente ricos em glicina, histidina e 

fenilalanina que desempenham importante papel na ação antimicrobiana da Clavanina 

A (ClavA). A ClavA é formada pelos seguintes resíduos de aminoácidos: 

VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2 (Mandal et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 



41 
 

 
 

Fig.8 Styela clava, tunicado do qual foi isolado o PAM Clavanina. *Fonte:( 

https://wdfw.wa.gov/ais/styela_clava/) /2018. 

 

 

A ClavA tem uma atividade antimicrobiana in vitro distinta em relação a 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo amplamente eficaz principalmente 

contra Staphylococcus aureus resistente à meticilina, uma das espécies de maior 

importância no quadro das infecções hospitalares e comunitárias (Silva et al., 2014). 

E ainda, devido as células de mamíferos apresentarem um alto teor de colesterol em 

suas membranas, não foi observada atividade citotóxica contra células humanas em 

testes de toxicidade aguda a qualquer concentração e houve a redução de 80% da 

mortalidade de camundongos infectados com S. aureus e Escherichia coli (Ribeiro et 

al., 2018). 

A Clavanina A vem sendo bem estudada e utilizada como ferramenta 

biotecnológica, não só por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, já 

confirmada, como também, devido as suas propriedades imunomoduladoras, 

despertando o interesse de grupos de pesquisa que investiram numa modificação 

estrutural para melhoria de tais propriedades (De Miranda et al., 2017; Ribeiro et al., 

2018; Kang et al., 2019).   

A modificação consistiu na inserção do oligopeptídeo hidrofóbico FLPII, o qual 

está presente em um grande número de peptídeos com atividade imunomoduladora, 

assim como, em proteínas conhecidas por interagir com diferentes tipos de 

membranas e organelas, denominadas lipocalinas vegetais. Os resíduos de 

aminoácidos FLPII foram incorporados na extremidade N-terminal da Clavanina A e a 

nova molécula passou a se chamar Clavanina-MO 

(FLPIIVFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2) (Silva et al., 2016). 
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O peptídeo modificado apresentou atividade antimicrobiana aumentada, 

conferindo proteção contra infecções letais causadas por patógenos Gram-positivos e 

Gram-negativos em modelos animais, e uma série de atividades imunomoduladoras. 

E ainda, não exibiu citotoxicidade in vivo e in vitro contra eritrócitos, monócitos e 

fibroblastos (Silva et al., 2016). 

 

• PAMs e suas aplicações 

Entre as diversas aplicações dos peptídeos antimicrobianos podemos citar 

algumas de maior interesse, como: controle de conservação de alimentos, criação de 

animais, sistemas de liberação controlada e biossensores (Silva et al., 2014).  

O uso de PAMs como conservante se mostrou bastante vantajoso na indústria 

de alimentos. As bacteriocinas estão entre os principais peptídeos utilizados para tal 

fim. Estas são eficazes contra bactérias Gram-positivas que geram a maioria das 

doenças transmitidas por alimentos (ex: Listeria monocytogenes). Como principal 

exemplo, podemos citar o Nisin, uma bacteriocina produzida por certas linhagens de 

Lactococcus lactis, que inibe a atividade de muitos patógenos alimentares em 

produtos lácteos e frutos do mar. Aprovado pela Food and Drug Administration dos 

EUA para aplicações alimentares, é amplamente utilizado na indústria de laticínios 

contra deterioração de clostrídios em queijo duro e semiduro processado, queijo 

spreads e sobremesas lácteas (Keymanesh, Soltani, & Sardari, 2009; Krivorotova et 

al., 2016). 

Além da indústria de produção de alimentos, os PAMs têm atraído atenção 

também para a criação de suínos e aves. Alguns peptídeos artificiais, como o A3, P5 

e cecropina AD tiveram efeitos benéficos no desempenho do crescimento, 

digestibilidade dos nutrientes, morfologia e microbiota intestinal de porcos. E ainda, a 

administração de PAMs extraídos de intestino de porco na água potável ou na ração 

é capaz de promover o crescimento de frangos de corte, assim como, peptídeos de 

porco demonstraram melhorias na função do intestino delgado de frangos (Wang et 

al., 2016; Hu et al., 2016). 

Quando se trata da aplicação dos PAMs em sistemas de liberação controlada 

de fármacos, vários obstáculos são considerados em relação à sua entrega eficiente 
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e segura.  Como exemplo, podemos citar o fato que o tecido infectado é rico em 

atividade proteolítica, mediado tanto por proteases bacterianas como por proteases 

de células de defesa humana. Assim, a menos que o PAM tenha sido projetado para 

ser proteoliticamente estável, a administração em pacientes com fibrose cística 

pulmonar, feridas crônicas ou olhos infectados, provavelmente resultam em rápida 

degradação e perda de atividade dos peptídeos antimicrobianos (Nordström & 

Malmsten, 2017).  

A crescente compreensão das atividades dos agentes fisiológicos, bem como 

a evolução de peptídeos sintéticos, aumentou-se o potencial de uso dos PAMs. Além 

disso, a aplicação da junção destes peptídeos com estratégias nanotecnológicas para 

seu direcionamento e entrega sistêmica, melhorou a estabilidade dos peptídeos na 

formulação, na eficiência, na estabilidade contra degradação proteolítica e acesso ao 

local da doença. Isso proporcionou o aumento da relação risco-benefício dos PAMs 

(Schäfer-Korting & Rolff, 2018). Como exemplo, Groo et al (2018) demonstraram que 

PAMs podem ser entregues com sucesso em nanocápsulas lipídicas formadas por um 

núcleo de triglicerídeos cercado por um envoltório surfactante, usando micelas 

reversas carregadas de PAMs. Os resultados evidenciaram alta eficiência de 

carregamento e peptídeos com atividade preservada e resistentes a proteases. 

Embora os PAMs possuam diversos mecanismos de ação antimicrobiana, seus 

principais alvos são as membranas citoplasmáticas. Em geral, eles estabelecem 

interações eletrostáticas com lipopolissacarídeos (LPS) e outras moléculas 

carregadas negativamente da membrana bacteriana. A eficiência dos PAMs no 

reconhecimento dos grupos fosfato de LPS tem sido explorada para desenvolver 

ensaios de biossensores para detectar, classificar e quantificar bactérias, assim como, 

fungos e protozoários. Do ponto de vista da engenharia, os peptídeos antimicrobianos 

têm propriedades desejáveis para o desenvolvimento de biossensores. Eles podem 

ser sintetizados através  de métodos automatizados, a baixo custo e em grandes 

quantidades. Além disso, podem se ligar a grupos químicos para funcionalizar 

seletivamente diversas superfícies (Hoyos-Nogués et al., 2018).  

Liu et al. (2016) relataram o uso de peptídeos antimicrobianos sintéticos como 

novos agentes de reconhecimento, permitindo a detecção de patógenos bacterianos. 
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A montagem do biossensor foi orientada na superfície de eletrodos através de um 

resíduo de cisteína, associado à detecção impedimétrica. A detecção foi rápida e 

sensível para quatro cepas bacterianas, incluindo Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Silva Junior et al. 

(2018) desenvolveram uma plataforma nanoestruturada sensível baseada em 

monocamada auto-montada de  Cisteína, modificada com nanopartículas de ouro, 

utilizando como agente de biorreconhecimento o PAM Clavanina A. Foram utilizadas 

as técnicas de EIE e voltametria cíclica para detecção das seguintes bactérias: 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus 

faecalis, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, obtendo um limite de detecção de 

101 CFU mL-1. Zhou et al. (2018) demonstraram um biossensor que utilizou o PAM 

Magainin I como elemento de reconhecimento para detecção de E. coli O157:H7 em 

água e suco e obtiveram um baixo limite de detecção de 5x102CFU/mL da cepa citada. 

E ainda, recentemente, Malvano, Pilloton, & Albanese (2020) construíram um 

biossensor impedimétrico baseado no PAM Nisina para detecção direta de bactérias 

patogênicas e não patogênicas que se mostrou seletivo para Salmonella spp. 

 No presente trabalho, um peptídeo antimicrobiano modificado foi utilizado 

como agente de biorreconhecimento de uma plataforma baseada em nanopartículas 

de TiO2 aminadas para detecção e classificação de fungos do gênero Candida. 

2.1.3 Células-tronco 

 A combinação de arcabouços e células e/ ou moléculas biologicamente ativas 

é o fator primordial para o sucesso da engenharia de tecidos, uma vez que tal junção 

culmina com a obtenção de um produto a ser usado para promover a regeneração de 

tecidos (Han et al., 2014; Bartold et al., 2015). Com isso, podemos destacar as células-

tronco como importantes elementos no desenvolvimento de pesquisas em engenharia 

de tecidos. 

 As células-tronco (CT) podem ser definidas como unidades de organização de 

sistemas biológicos que são responsáveis pela regeneração e desenvolvimento de 

órgãos e tecidos. São células clonogênicas, capazes de autorrenovação e/ou 

diferenciação, dependendo de sinal intrínseco modulado por fatores extrínsecos em 

seu nicho (Han et al., 2013; Bocakova et al., 2018). 
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Apesar de representar o maior interesse da comunidade científica, os estudos 

com CTs embrionárias ainda são restritos em alguns países por questões ético-

religiosas, logo as células-tronco adultas se tornaram fonte  alternativa mais utilizada 

nas pesquisas com células-tronco (Machado & Leta, 2017). 

As CTs são definidas por duas características principais: autorrenovação e 

potencial de diferenciação. Podem ser derivadas de embriões e de tecidos animais 

pós-natais, sendo classificadas de acordo com a sua potência de diferenciação em 

totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes (De Los Angeles et al., 2015; 

Faita et al., 2016). 

As células-tronco totipotentes são capazes de gerar todos os tecidos do 

organismo e dos folhetos embrionários. O zigoto é a única célula-tronco totipotente no 

corpo humano. CTs pluripotentes são capazes de gerar todas as linhagens celulares 

e de manifestar propriedades funcionais distintas, dependendo das condições sob as 

quais são derivadas e cultivadas. CTs multipotentes, por ex. hematopoiéticas, 

restringem-se a gerar os tipos de células maduras do seu tecido de origem, em 

circunstâncias fisiológicas normais. Por fim, as CTs unipotentes, também possuem a 

capacidade de autorrenovação, mas só dão origem a um tipo de célula, como é o caso 

do espermatózoide (De Los Angeles et al., 2015; Mahla, 2016). 

CTs embrionárias são células pluripotentes derivadas da massa celular interna 

do blastocisto que podem ser propagadas indefinidamente em um estado 

indiferenciado. Já as células-tronco somáticas são células multipotentes que se 

diferenciam em outras linhagens celulares, as hematopoiéticas e as mesenquimais 

(Jiang et al., 2002; Faita et al., 2016). 

As células-tronco mesenquimais (CTM), também conhecidas como células 

estromais da medula ou células progenitoras mesenquimais, são células 

autorrenováveis, multipotentes, capazes de se diferenciar em outros tipos de células 

e devido sua ampla capacidade de diferenciação e ampla distribuição tecidual, tem 

sido ferramentas terapêuticas muito atraentes para uso em imunoterapia e medicina 

regenerativa, uma vez que são células facilmente cultivadas in vitro, aderindo ao 

plástico quando mantidos em condições padrão de cultura (Alhadlaqet al., 2004; 

Ledesma-Martínez et al., 2016;Peault et al.,2015; Najar et al., 2019).  
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As CTMs de várias espécies adultas de vertebrados já demonstram serem 

capazes de se diferenciar em células específicas de alguns tecidos, como: 

condrócitos, osteoblastos, adipócitos, células musculares lisas, fibroblastos e estroma 

de suporte hematopoiético. E ainda, estudos também demonstraram que as CTMs 

têm potencial de se diferenciar em células hepáticas, renais, cardíacas e neurais 

(Alhadlaqet al., 2004; Batsali et al., 2013; Peault et al.,2015). 

Já foram relatadas, como fontes de CTMs, a medula óssea, o tecido adiposo, 

prepúcio, polpa dentária, cordão umbilical, músculo esquelético, sinóvia, líquido 

amniótico, sangue fetal, fígado, pulmão e coração. As CTMs retiradas da medula 

óssea representam a população mais estudada e considerada padrão-ouro para 

aplicações clínicas. Porém, já ficou claro que a medula óssea pode não representar a 

fonte mais adequada para coleta de CTM. Além do risco de infecção e do 

procedimento de isolamento doloroso por aspiração da medula óssea, as CTM estão 

presentes em níveis muito baixos em aspirados de medula e, além disso, sua 

qualidade e quantidade diminuem com a idade do doador (Batsali et al., 2013; Vieira 

et al., 2019). 

Para contornar esses obstáculos, muitos investimentos têm sido feitos na 

descoberta de fontes alternativas de CTM, que sejam abundantes e de fácil acesso, 

destinadas ao uso terapêutico. Nesse contexto, o cordão umbilical, que é considerado 

um desperdício médico e é obtido com um procedimento simples e seguro durante o 

parto, despertou a atenção de estudiosos como uma fonte promissora para o 

isolamento de CTM (Batsali et al., 2013; Beeravolu et al., 2017; Najar et al., 2019). 

As CTMs de cordão umbilical (CTMs-CU) possuem muitas propriedades 

semelhantes as CTM de medula óssea, porém geralmente são consideradas uma 

população mais primitiva que a última. CTMs-CU demonstraram não formar teratomas 

em transplantes e as pesquisas não levantam questões éticas ou problemas legais 

(Batsali et al., 2013). Além das vantagens citadas, as CTMs-CU possui capacidade de 

autorrenovação rápida, se diferenciam em três camadas germinativas para se 

acumularem em tecidos danificados ou em regiões inflamadas para provocar reparo 

tecidual, possuem alta capacidade de proliferação, atividade imunomoduladora, 

plasticidade e são consideradas o melhor recurso para transplante alogênico. 

Adicionalmente, as CTMs-CU são caracterizadas por serem seguras, abundantes, 
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menos imunogênicas e possuir menor tempo de amplificação em comparação a outras 

células-tronco (Sriramulu et al., 2018).  

O cordão umbilical humano é constituído por uma cobertura externa de uma 

única camada de epitélio amniótico que envolve um tecido conjuntivo gelatinoso, 

através do qual três vasos, uma veia e duas artérias, transportam sangue oxigenado 

e desoxigenado entre a placenta e o feto. Os vasos umbilicais compreendem apenas 

uma túnica íntima e média e não possui túnica adventícia (Figura 9).  Os papéis 

adventícios, como suporte vascular e função contrátil, são realizados pelo tecido 

conjuntivo mucóide, denominado “geléia de wharton” (GW). A GW é um tecido 

conjuntivo gelatinoso composto de matriz extracelular abundante em 

glicosaminoglicanos (principalmente, ácido hialurônico), fibras de colágeno, 

miofibroblastos e matócitos ocasionais (Batsali et al., 2013; Davies, Walker, & Keating, 

2017; Stefańska et al., 2020).  

Fig.9 Esquemática do corte transversal de cordão umbilical humano coberto por uma 

camada externa de epitélio umbilical e três vasos umbilicais embutidos na geléia de 

Wharton. A veia umbilical e as artérias umbilicais são desprovidas de túnica 

adventícia. *Fonte: Adaptado de Stefańska et al. (2020). 

 

As células estromais da geléia de Wharton são mais abundantes na 

proximidade dos vasos umbilicais, na geléia perivascular, tornando-se menos 
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abundante na geléia intervascular e em menor quantidade na geléia subamniótica. O 

grau de diferenciação das células estromais é mais alto próximo aos vasos e diminui 

gradualmente em direção ao epitélio umbilical (Stefańska et al., 2020).  

Um estudo sistemático da expansão ex vivo de CTMs-GW mostrou que 

aproximadamente 360.000 células viáveis podem ser obtidas por amostra de cordão 

umbilical e essas células tendem a proliferar muito rapidamente e manter a atividade 

estável da telomerase (capacidade de replicação), características que permitem obter 

quantidades suficientes de células para aplicações clínicas. Na maioria dos casos, 

essas células são isoladas do cordão umbilical com métodos enzimáticos e cultura de 

explantes (Garzon et al., 2020).   

O método enzimático utiliza três enzimas proteolíticas para a separação de 

células do tecido e uma suspensão de células é cultivada em meio apropriado para 

proliferação celular. Já no método de explante, nenhuma enzima é utilizada; o tecido 

original é excisado em pedaços menores que são colocados em frascos de cultura e 

as células começam a migrar para fora do tecido, aderindo à superfície do frasco de 

cultura (Hendijani, 2017).  

Estudos demonstraram que o número de CTMs-GW obtidas pelo método de 

explante é maior e essas células apresentam níveis mais altos do fator de crescimento 

de fibroblastos (FCF) e expressa genes relevantes relacionados à mitose. Portanto, o 

método de explante é considerado mais eficiente em termos de viabilidade celular e 

número de CTMs (Yoon et al., 2013; Garzon et al., 2020).  

As áreas de aplicação das CTMs-GW incluem o tratamento de deficiências 

neurológicas, doenças hepáticas, doenças do sistema imunológico, diabetes, lesão 

pulmonar, lesão renal, leucemia aguda, etc (Li et al., 2015). Nesse sentido, Musialek 

et al. (2015) evidenciaram a viabilidade e segurança do uso de CTMs-GW como 

terapia celular para uso em pacientes com infarto agudo do miocárdio. Liu et al. (2017) 

demonstraram que CTMs-GW podem ser utilizadas para reparar defeitos de 

cartilagens de coelhos e seus resultados sugeriram que tais células indiferenciadas 

podem representar uma abordagem melhor do que as mesmas células diferenciadas 

induzidas por TGF-β para o tratamento in vivo de defeitos de cartilagem em 

engenharia de tecidos. Outros estudos também concluíram que quantidades 

suficientes de CTMs-GW, em fígados de ratos, foram capazes de promover a 
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secreção de citocinas, reduzir a ativação de células estreladas hepáticas, melhorar o 

reparo das células e curar efetivamente a fibrose hepática (Tsai, Fu & Chen, 2009). E 

ainda, recentemente, Hashemi et al. (2019) semearam CTMs-GW em um suporte 

clínico de membrana amniótica humana para avaliar a cicatrização de úlceras crônicas 

da pele de pacientes diabéticos, demonstrando resultados significativos em relação 

ao reparo tecidual e regeneração de tecidos.  

Portanto, as CTMs-GW são células com grande potencial de uso na terapia 

celular e na engenharia de tecidos. Neste trabalho, demonstramos o uso de tais 

células para analisar propriedades de arcabouço de membranas de PVA, quitosana e 

lectinas, obtidas pela técnica de eletrofiação. 

 

2.2 Obtenção de novos materiais para aplicações em engenharia de tecidos  

 

2.2.1. Eletrofiação 

 Um arcabouço de ET serve como um substituto para a MEC natural e deve 

atender alguns requisitos básicos, como já citado anteriormente. Uma questão 

essencial é a capacidade deste biomaterial apoiar a fixação celular, assim como, 

facilitar o transporte de nutrientes. Portanto, tanto uma grande área de superfície como 

uma estrutura com poros adequados são essenciais, podendo afetar o 

comportamento celular (Khorshidi et al., 2015). 

 Entre os arcabouços disponíveis, as nanofibras são candidatas promissoras, 

uma vez que mimetizam o MEC nativo. Geralmente são fibras com diâmetros 

inferiores a 1µm, possuem boas propriedades mecânicas como:  alta resistência à 

tração, grande área de superfície, elasticidade, permitem a modificação de sua 

superfície, alta porosidade, grande relação área/volume, além de serem preparações 

simples e econômicas (Sundaramurthi et al., 2014; Thenmozhi et al., 2017; Xue et al., 

2019). 

 Existem várias técnicas utilizadas na fabricação das nanofibras, dentre elas 

estão: separação de fase induzida por temperatura, automontagem molecular, modelo 

de síntese, desenho e eletrofiação. Contudo, esta última parece ser uma técnica de 

maior interesse por sua abordagem eficiente em preparar nanofibras poliméricas a 
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partir de uma grande variedade de soluções de polímeros e possuir um custo efetivo 

(Abrigo, McArthur & Kingshott, 2014; Shabafrooz et al., 2014). 

 A Eletrofiação é uma técnica antiga, observada pela primeira vez em 1897 por 

Rayleigh, estudado detalhadamente por Zeleny em 1914 e patenteado por Formahals 

em 1934. Porém, só em 1969, Taylor preparou a base da eletrofiação com a obtenção 

de jatos acionados eletricamente. O termo “electrospinning” deriva de “fiação 

eletrostática” e começou a ser usado somente por volta de 1993 (Bhardwaj & Kundu, 

2010; Xue et al., 2017).  

 De acordo com alguns autores, a eletrofiação é um processo pelo qual uma 

solução polimérica pode ser fiada em fibras de pequeno diâmetro usando um campo 

elétrico de elevado potencial. A aparelhagem utilizada para o processo consiste em 

uma fonte elétrica de alta tensão com polaridade positiva e negativa, seringa com um 

capilar ou agulha, uma bomba de infusão para impulsionar a solução presente na 

seringa e um coletor aterrado. O coletor pode ter qualquer formato, de acordo com os 

requisitos, como uma placa plana ou um cilindro rotativo (Figura 10) (Subbiah et al., 

2005; Khorshidi et al., 2015; Kishan & Cosgriff-Hernandez, 2017). 

Fig.10 Esquema da aparelhagem utilizada na técnica de eletrofiação. *Fonte: 

(https://www.manutencaoesuprimentos.com.br)/2020. 
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Inicialmente, a solução do polímero é empurrada através da bomba, seja pela 

gravidade ou por avanço. Quando um pequeno volume de polímero líquido é exposto 

ao campo elétrico, a força repulsiva dentro da solução carregada torna-se maior do 

que a sua tensão superficial e, como resultado, é formada uma protuberância cônica, 

conhecida como cone de Taylor. A partir daí, um jato aparentemente reto emerge do 

cone, no entanto, esse segmento reto não perdura por muito tempo. O jato emerge 

em forma cônica e transparente, ficando sujeito a forças de arrasto, forças da 

gravidade, forças de repulsão Coulombiana, tensão superficial e forças viscoelásticas 

que atuam sobre o mesmo enquanto se dirige até o coletor. Durante o tempo que o 

jato leva para chegar ao coletor, o solvente evapora naturalmente e as fibras do 

polímero seco são depositadas (Schiffman & Schauer, 2008; Teo & Ramakrishna, 

2006; Ghorani & Tucker, 2015; Xue et al., 2017). 

O jato de polímero é ejetado através de forças eletrostáticas, da ponta do 

capilar até o coletor. A força de arrasto é imposta ao jato com alta velocidade como 

resultado de sua interação com o ar circundante. A expansão da gota é atribuída a 

força de Coulomb, enquanto a contração é devido à tensão superficial e forças 

viscoelásticas. A presença do campo elétrico influencia diretamente as forças de 

repulsão eletrostática e de Coulomb, observadas no processo (Ghorani & Tucker, 

2015). 

Existem vários fatores que afetam o processo de eletrofiação. Esses fatores 

são classificados como: parâmetros de eletrofiação, parâmetros da solução e 

parâmetros ambientais. Os parâmetros da eletrofiação incluem o campo elétrico 

aplicado, a distância entre a agulha e o coletor, taxa de fluxo e diâmetro da agulha. 

Os parâmetros da solução incluem o solvente, concentração do polímero, viscosidade, 

condutividade da solução e tensão superficial. Os parâmetros ambientais incluem a 

umidade relativa e a temperatura. Todos esses parâmetros afetam diretamente na 

formação de fibras eletrofiadas lisas e sem esferas (Haider, A., Haider & Kang, 2015).  

O campo elétrico é um dos parâmetros cruciais no processo de eletrofiação. 

Este pode ser controlado pelo tipo de coletor e pelas características da agulha, que 

alteram, consideravelmente, a morfologia da fibra. Se o campo elétrico for utilizado 

sobre soluções mistas, um forte campo elétrico induzirá as cargas do polímero a se 
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moverem ou migrarem na direção oposta. Como resultado, ocorre a separação das 

fases da solução mista durante o processo de eletrofiação (Chen et al., 2018).  

A distância entre a ponta da agulha metálica e o coletor desempenha um papel 

essencial na determinação da morfologia de uma nanofibra, uma vez que a mesma 

depende do tempo de disposição, frequência de evaporação, entre outros fatores. 

Alguns estudos demonstraram que nanofibras com defeitos e grande diâmetro são 

formadas quando a distância mantida entre a agulha e o coletor é pequena; por outro 

lado, o aumento da distância causa a diminuição do diâmetro da nanofibra (Haider, 

Haider, Kang, 2015). 

A taxa na qual a solução de polímero é ejetada da agulha é tipicamente 

governada pela pressão hidrostática realizada pela bomba da seringa. A força 

necessária para entregar a solução a uma taxa constante está relacionada, 

principalmente, ao diâmetro da agulha e a viscosidade da solução. Se a vazão for 

muito baixa, a solução poderá solificar na ponta da agulha e não será capaz de formar 

o cone de Taylor, devido ao fluxo insuficiente. Além disso o fluxo da solução polimérica 

através da ponta da agulha determina a morfologia das fibras. Por outro lado, 

aumentar a vazão leva a um aumento do tamanho dos poros e diâmetro da fibra, mas 

também pode formar grânulos; assim, para se obter uma fibra uniforme, é necessário 

definir uma vazão crítica para a solução polimérica específica (Sandri et al., 2020).  

Os solventes preferidos para o processo de eletrofiação devem permitir a 

solubilização completa dos polímeros e deve ter um ponto de ebulição moderado. 

Geralmente, solventes voláteis são interessantes, devido evaporarem facilmente 

durante o vôo da ponta da agulha para o coletor (Sandri et al., 2020). 

A viscosidade da solução é uma propriedade dependente de sua concentração, 

sendo considerada uma das maiores determinantes do tamanho e morfologia das 

fibras produzidas por eletrofiação. Em alguns casos, o aumento da concentração (e, 

portanto, da viscosidade), leva à secagem rápida da gota na ponta do capilar, 

impedindo o processo de formação do jato. Por outro lado, quando a concentração da 

solução polimérica é muito baixa, a carga elétrica sobre a tensão superficial causa a 

formação de cadeias poliméricas entrelaçadas que se quebram antes de chegar ao 

coletor (Haider et al., 2013; Kang, 2015). 
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O processo de eletrofiação requer a transferência de cargas elétricas do 

eletrodo para a gota de solução. Assim, a solução dever ser de natureza iônica para 

que o campo elétrico possa ser formado entre a agulha e o coletor, através da solução. 

Portanto, o mínimo de condutividade elétrica é essencial para a formação das 

nanofibras. A condutividade é afetada pelo polímero, tipo de solvente, concentração 

do polímero e temperatura (Sandri et al., 2020). 

A tensão superficial é a força primária que se opõe à tensão aplicada durante 

a eletrofiação. Está mais relacionada à natureza do solvente do que do polímero. A 

alta tensão superficial inibe a eletrofiação, devido à instabilidade dos jatos e formação 

de gotas pulverizadas; já uma tensão superficial mais baixa leva à formação de fibras 

lisas e contínuas, e permite que o processo ocorra a uma baixa voltagem (Sandri et 

al., 2020). 

A temperatura e a umidade são parâmetros ambientais inter-relacionados 

envolvidos na técnica de formação de fibras. O aumento da temperatura diminui a 

umidade e evapora o solvente mais rapidamente. A umidade elevada gera fibras de 

diâmetro aumentado. Estudos relataram que a umidade apropriada para fabricação 

de nanofibras de poliestireno foi de 25%. Portanto, um nível ideal de umidade deve 

ser mantido para obtenção de nanofibras com porosidade apropriada (Thenmozhi et 

al., 2017).  

Fibras poliméricas com diâmetros que variam de alguns nanômetros até alguns 

mícrons podem ser usadas com sucesso em uma ampla variedade de aplicações. 

Dentre algumas aplicações podemos citar: confecção de filtros para partículas in vivo, 

nanocompósitos, fibras de reforço para nanotecnologia, suturas, filtros, modelos de 

roupas de proteção, membranas de células de combustível, catalizadores, baterias, 

entre outras (Schiffman & Schauer. 2008; Thenmozhi et al., 2017). 

No campo médico e farmacêutico, as nanofibras podem ser amplamente 

utilizadas na fabricação de curativos para feridas, sistemas de liberação de fármacos 

e engenharia de tecidos (Schiffman & Schauer, 2008; Sill et al., 2011).   

Os curativos ajudam a proteger a ferida de microrganismos externos, 

absorvendo exsudatos e acelerando o processo de cicatrização. As nanofibras podem 
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ser facilmente utilizadas como curativos por possuir características especiais, como a 

elevada área superficial, sendo assim capazes de aspirar exsudatos e regular a 

umidade da ferida. Além disso, a porosidade das nanofibras permite a oxigenação da 

ferida e promovem melhora da hemostasia da ferida (Eatemadi et al., 2014).  

O objetivo dos sistemas de liberação de fármacos é entregar corretamente uma 

quantidade predeterminada de fármaco e com eficiência para o tecido ou célula 

específica e por um período definido de tempo. A taxa de dissolução do fármaco pode 

ser aumentada de acordo com sua área de superfície e do veículo correspondente. A 

baixa solubilidade e a instabilidade de agentes hidrofóbicos tornam difíceis a liberação 

contínua de moléculas ativas com concentração apropriada dentro de um período de 

tempo satisfatório. As nanofibras obtidas por eletrofiação são capazes de incorporar 

e acumular moléculas de fármacos por meio de duas principais abordagens: mistura 

de eletrofiação, que se baseia na mistura de um fármaco com uma solução polimérica 

antes do processo de eletrofiação ou eletrofiação coaxial, que é basicamente uma co-

fiação de dois líquidos poliméricos (Eatemadi et al., 2014; Thenmozhi et al., 2017).  

A eletrofiação proporciona grande flexibilidade na seleção de materiais para 

aplicações em sistemas de liberação de fármacos. Tanto materiais biodegradáveis, 

como não degradáveis, podem ser usados para controlar a liberação do fármaco que 

ocorre via difusão isolada ou difusão e degradação do arcabouço. Além disso, devido 

à flexibilidade na seleção de materiais, vários medicamentos podem ser fornecidos, 

incluindo: antibióticos, drogas anticâncer, proteínas e DNA (Hu et al., 2014).  

Por outro lado, a semelhança morfológica das nanofibras com a MEC é o 

principal fator que impulsiona ao uso da eletrofiação na obtenção de arcabouços para 

engenharia de tecidos. Além disso, a elevada razão área superficial/volume e poros 

interconectados dessas malhas fibrosas garantem a desejável ligação celular, 

oxigênio e transporte de nutrientes. E ainda, a possibilidade de produção em grande 

escala e a simplicidade do processo, tornam a eletrofiação um método convincente 

para a fabricação dos scaffolds (Khorshidi et al., 2015; Vedadghavami et al., 2017).  

Portanto, a eletrofiação foi a técnica adotada para confecção das nanofibras 

poliméricas funcionalizadas com lectinas, por ser uma técnica versátil, acessível, de 

baixo custo que permite a obtenção de materiais de pronta aplicação em engenharia 
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de tecidos. Adicionalmente, as nanofibras obtidas foram caracterizadas pelas técnicas 

de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) e microscopia de força atômica 

(AFM). 

2.2.2 Aplicações de materiais eletrofiados na engenharia de tecidos 

Na sessão anterior vimos algumas aplicações de materiais obtidos por 

eletrofiação. Porém neste trabalho daremos enfoque ao seu uso em engenharia de 

tecidos, a qual prioriza a fabricação materiais poliméricos biocompatíveis para 

substituição de tecidos e órgãos em seres humanos para uma recuperação mais 

rápida de determinados danos.  

Os arcabouços nanofibrosos obtidos por eletrofiação têm atraído considerável 

interesse como plataformas potenciais em engenharia de tecidos.  A eletrofiação é a 

mais promissora das tecnologias emergentes para a produção de múltiplos produtos 

biomédicos baseados em nanofibras. As nanofibras oferecem composição e 

morfologia controladas. Essas nanofibras podem ser usadas para fabricar estruturas 

de tecidos artificiais que imitam matrizes naturais (Aldana & Abraham, 2017; Uyar & 

Kny, 2017). 

Quando o dano do tecido é grave ou perturbador, a engenharia de tecidos é 

considerada uma alternativa promissora, pois pode compensar a escassez do tecido 

do doador. Dentre as principais aplicações de produtos eletrofiados para uso em ET 

podemos: ossos, cartilagem, pele, nervo, entre outros. Com base nisso, muitos 

estudos vêm focando no desenvolvimento de matrizes poliméricas a partir da 

eletrofiação destinadas a tais aplicações em ET (Kumar, Naqvi & Gopinath, 2018).  

Na engenharia de tecidos ósseos, os arcabouços servem como matrizes para 

crescimento e diferenciação de determinadas células em tecidos específicos. Além 

disso, tal matriz deve ter alta interconectividade poros e excelente desempenho 

mecânico para suportar a remodelação dinâmica do osso manipulado in vivo (Ao et 

al.,2017).  

Ao et al. (2017) fabricaram arcabouços pela técnica de eletrofiação a partir de 

celulose de algodão natural e nano-hidroxiapatita que não demonstraram 

citotoxicidade e promoveram proliferação celular in vitro. A incorporação da estrutura 
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nanofibrosa à MEC demonstrou alta resistência e excelente biocompatibilidade, sendo 

um material interessante para aplicação na regeneração óssea. E ainda, no mesmo 

ano, cientistas desenvolveram arcabouços eletrofiados de uso em ET ósseo 

compostos por policaprolactona e óxido de magnésio para melhorar propriedades 

mecânicas e biológicas de tal matriz nanofibrosa (Suryavanshi et al, 2017). 

Por outro lado, imitar a cartilagem requer o design e a fabricação de arcabouços 

anisotrópicos capaz de simular a bioquímica hierárquica, biofísica e geométrica 

dependente da profundidade do arranjo do tecido cartilaginoso. Com esse intuito, 

muitos hidrogéis e arcabouços porosos foram desenvolvidos, mas não ofereceram 

pistas topográficas biomimétricas em nanoescala análogas à MEC cartilaginosa. Em 

contrapartida, a construção de arcabouços a partir da eletrofiação é capaz de produzir 

malhas fibrosas com facilidade, baixo custo, composição química controlável, 

orientação e tamanho (Girão et al., 2018). Por exemplo, Girão et al. (2018) 

desenvolveram arcabouços eletrofiados anisotrópicos funcionais com geometrias 

fibrosas personalizadas que demonstraram bons resultados em protocolos de cultura 

de células e na engenharia de tecidos cartilaginosos. 

No âmbito da pele, a ET requer o desenvolvimento de arcabouços biomiméticos 

que fornecem toda a bioquímica e topografia necessária para uma regeneração 

eficiente da pele. As propriedades mecânicas de locais específicos são baseadas nos 

atributos anatômicos do corpo humano, logo isso deve ser levado em consideração 

na construção dos arcabouços (Keirouz et al.,2019). 

Um dos principais fatores que influenciam o sucesso de um exerto de pele é o 

tipo de arcabouço utilizado. Diferentes técnicas já foram relatadas para o 

desenvolvimento de um arcabouço funcional para tecido cutâneo e a eletrofiação foi 

considerada como uma técnica ideal para a síntese tais arcabouços.   Recentemente, 

Jiménez Vázquez & San Martín Martínez. (2019) extraíram o colágeno da pele de 

galinha e combinaram com elastina para a síntese de um arcabouço reticulado por 

eletrofiação. O estudo foi realizado avaliando-se a adesão e proliferação celular de 

queratinócitos e fibroblastos dentro da matriz, evidenciando uma fonte alternativa de 

colágeno e possível aplicação clínica.  
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Adicionalmente, uma ampla pesquisa sobre diferentes tipos de arcabouços para 

a pele em engenharia de tecidos tem sido relatada nas últimas décadas, estando 

muitos já disponíveis no mercado para o tratamento de feridas profundas na pele. 

Alguns arcabouços fibrosos disponíveis no mercado incluem: Terudermis®e 

Pelanac® (possuem colágeno), Biobrane® e Integra® (arcabouços acelulares), 

Apligraf® e Transcyte® (arcabouços celulares) (Chaudhari et al., 2016).  

A engenharia de tecidos em relação a nervos periféricos é uma tecnologia 

emergente para projetar biomateriais avançados para regeneração de nervos 

lesionados (Zha et al., 2019). A regeneração do tecido nervoso requer o reparo ou 

substituição de células nervosas danificadas por lesão ou doença. No entanto, o 

sistema nervoso central tem capacidade limitada para regenerar células nervosas 

danificadas. Logo, a terapia celular é uma via promissora para tratar distúrbios 

neurológicos, pois células-tronco podem se diferenciar em vários tipos de células, 

incluindo neurônios, servindo como fonte para a substituição celular de células 

danificadas (Li & Tjong, 2019).   

Arcabouços adequados para ET neurais devem ser capazes de reduzir os 

requisitos de nervos autólogos e guiar fisicamente os axônios germinativos da 

extremidade proximal do nervo (Zha et al., 2019). Por exemplo, Guo et al. (2018) 

desenvolveram nanofibras de PVA com revestimento de queratose (querativa 

oxidativa-KOS) por meio da eletrofiação as quais foram utilizadas para cultura de 

células neurais. A mistura de PVA e queratose forneceram propriedades mecânicas 

mais fortes e melhor molhabilidade, além de facilitar significativamente, a morfologia, 

adesão e proliferação de células neurais, demonstrando grande potencial de aplicação 

para a engenharia de tecidos neurais. 

2.3 Nanotecnologia e Biossensores 

2.3.1. Nanotecnologia 

 A nanotecnologia (NT) refere-se a qualquer tecnologia que é implementada em 

nanoescala. É definida como o controle ou reestruturação da matéria nos níveis 

atômicos e moleculares com dimensões de 1 a 100 nm (Hulla et al., 2015; Bhushan, 

2017). A NT abrange a nanomanufatura, nanomateriais e aplicação de sistemas 
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físicos, químicos e biológicos em escalas que variam de átomos ou moléculas 

individuais a dimensões submicrônicas, bem como, a integração das nanoestruturas 

resultando em sistemas maiores (Bhushan, 2017).Trata-se de uma disciplina 

integrativa, que representa a combinação de matemática, ciências da computação e 

materiais com o objetivo de investigar e manipular a matéria física na escala dos 

nanômetros (Barkalina et al., 2014).  

O interesse geral nessa área se dá principalmente pelo fato de que as 

propriedades de objetos e materiais em nanoescala são bastante diferentes em suas 

propriedades em relação aos mesmos materiais criados em maiores dimensões. A 

diminuição do tamanho do material a nanoescala, aumenta drasticamente a área de 

superfície, rugosidade e relação área/volume de superfície, levando a criação de um 

material com propriedades físico-químicas superiores (mecânicas, ópticas, catalíticas, 

magnéticas, etc) (He, Liu & Lin, 2015). Além dos vários usos industriais, a 

nanotecnologia vem trazendo grandes inovações com aplicações significativas na 

área da farmácia, cosmética, biotecnologia, alimentos processados, engenharia 

química, eletrônica, mecânica, ciências ambientais, entre outras (Logothetidis, 2012; 

Robles-García et al., 2016; Presad, 2017). 

Dentre as aplicações importantes da nanotecnologia está o seu uso no setor 

farmacêutico, incluindo o desenvolvimento de novas abordagens de controle de 

liberação e direcionamento de drogas, assim como, melhorias na biodisponibilidade 

de medicamentos. Como exemplo, podemos citar nanopartículas para entrega de 

moléculas (drogas, fatores de crescimento, DNA), visando o aprimoramento da carga 

terapêutica no alvo patológico, assim como, da proteção de drogas lábeis e 

penetração nas barreiras fisiológicas. Vários tipos de nanofarmacêuticos são usados 

com o objetivo de melhorar a chegada de fármacos nas células e tecidos 

cancerígenos. Alguns exemplos são as nanoemulsões, nanossuspensões, 

nanoesferas, nanotubos, nanocápsulas, nanopartículas lipídicas, dendrímeros, 

nanofluidos, etc (Engel et al., 2008; Gao, Zhang & Sun, 2012; Robles-García et al., 

2016). 
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Adicionalmente, podemos citar ainda a modificação de superfície de superfícies 

de materiais implantáveis; nanodispositivos, como os biossensores e as nanofibras, 

os quais fazem parte das principais aplicações deste trabalho. 

A NT vem alcançando um grande progresso nas últimas décadas com o uso 

dos nanomateriais (NM). Os NM são substâncias com pelo menos uma de suas 

dimensões dentro da escala nanométrica. Então, eles podem se referir como 1D, 2D 

e 3D, com uma, duas e todas as suas dimensões dentro escala nanométrica 

respectivamente. Podemos visualizar alguns explemplos de nanomateriais na figura 

11 (Razzaq et al., 2020).  

Fig.11 Exemplos de Nanomateriais. Fonte: autor próprio. 

 

Os NMs podem ser classificados em quatro categorias, descritas abaixo  (Khan, 

2020): 

• Nanomateriais de carbono: São NMs que contêm carbono e podem ser 

sintetizados em diferentes formas, como tubos ou esferas. Nanofibras de 
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carbono, grafeno, fulerenos e nanotubos de carbono são classificados como 

nanomateriais de carbono; 

• Nanomateriais de metal e óxido de metal: O metal e o óxido de metal também 

podem ser usados para produzir NMs, chamados de nanomateriais metálicos, 

nanomateriais de óxidos metálicos ou nanomateriais inorgânicos. São os NMs 

de ouro (Au), Prata (Ag) e nanomateriais baseados em óxidos metálicos, como 

o dióxido de titânio (TiO2) e óxido de zinco (ZnO). 

• Nanomateriais orgânicos: Este tipo de NM contém principalmente matéria 

orgânica, sem carbono ou com base inorgânica. Uma das características 

desses nanomateriais orgânicos é que eles possuem ligações não covalentes 

(de natureza fraca, que podem ser facilmente quebradas). Estes NMs materiais 

orgânicos podem ser facilmente modificados para produzir diferentes formas 

de nanomateriais, como: lipossomas, dendrímeros, micelas e polímeros.  

• Nanocompósitos: A combinação de um tipo de nanomateriais com outro tipo de 

nanomateriais é chamada de nanocompósito. Os nanocompósitos podem ser 

qualquer combinação de nanofios, nanofibras à base de metal, à base de 

carbono ou orgânicos, com qualquer forma de cerâmica, metal ou polímero.  

As duas principais fontes através das quais os NMs são produzidos 

correspondem às fontes sintéticas e nanopartículas de ocorrência natural (Khan, 

2020). 

As nanopartículas (NPs) pertencem a uma ampla classe de materiais que 

incluem substâncias particuladas com dimensão inferior a 100 nm, pelo menos. As 

NPs são compostas por três camadas: (a) camada superficial, que pode ser 

funcionalizada com uma variedade de pequenas meléculas, íons metálicos, 

surfactantes e polímeros; (b) camada de casca, que é material quimicamente diferente 

do núcleo em todos os aspectos; e (c) o núcleo, que é essencialmente a parte central 

da NP (Khan, Saeed & Khan, 2017). 

As nanopartículas podem ser sintetizadas a partir de muitos materiais por vários 

métodos físicos e químicos, com as partículas diferindo em sua composição 

elementar, forma, tamanho e propriedades químicas ou físicas. Os métodos de 

síntese das NPs pode ser divididos em duas classes principais: (1) Síntese “Top-
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down” (de cima para baixo), na qual é empregada uma abordagem destrutiva, 

iniciando da molécula maior, que se decompõe em unidades menores, e por fim, essas 

unidades são convertidas em NPs adequadas. Exemplos deste método são a 

moagem, deposição de vapor químico, deposição de vapor físico, entre outras; (2) 

Síntese “Bottom-up” (de baixo para cima), é a auto-montagem de átomos e moléculas 

em partículas maiores (Kango et al., 2013; Khan, Saeed & Khan, 2017; Sullivan et al., 

2018).  

Em dimensões nanométricas, as propriedades do material podem mudar 

significativamente para diferir completamente de seus homólogos em massa. À 

medida que o tamanho do material diminui, a proporção dos átomos de superfície 

aumenta, o que aumenta a reatividade e os torna catalisadores altamente ativos. 

Portanto, as nanopartículas possuem propriedades eletrônicas, ópticas, magnéticas e 

mecânicas que surgem explicitamente devido ao seu tamanho em escala nanométrica 

(Kango et al., 2013). 

Nps são usadas para diversos fins, desde tratamentos médicos, utilização na 

indústria de produção de baterias solares, de combustíveis, até a ampla incorporação 

em diversos produtos, como cosméticos e roupas. Uma das mais relevantes 

aplicações das nanopartículas na área médica está relacionada com com sistemas de 

liberação de fármacos, assim como, com o diagnóstico de doenças. As nanopartículas 

também podem contribuir para o desenvolvimento de superfícies e sistemas 

“inteligentes”, com características importantes, como resistência, leveza e em alguns 

casos ação antimicrobiana. E ainda, Nps são usadas na construção de biossensores, 

diminuindo os limites de detecção para várias biomoléculas, fornecendo alta 

sensibilidade e alta seletividade ao sistema (Hasan, 2014; Prickril & Rasooly, 2017). 

As Nps de TiO2 são amplamente utilizadas em produtos utilizados no cotidiano 

e em aplicações industriais, devido a sua alta estabilidade, alta eficiência fotocatalítica, 

propriedades anticorrosivas e baixo custo. Foi demonstrado que suas propriedades 

dependem do tamanho, morfologia e fase cristalina das NPsTiO2. O TiO2 ocorre em 

três formas cristalinas polimórficas: brookita, rutilo e anatase (Figura 12) (Shi et al., 

2013; Li et al., 2019; Haider,  Jameel, & Al-Hussaini, 2019). 
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Fig.12 Representações cristalográficas do dióxido de titânio (TiO2). *Fonte: 

(https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estruturas-Cristalograficas-do-dioxido-

de-titanio-a-rutilo-b-anatase)/2019.   

 

Os nanomateriais de dióxido de titânio (TiO2) são conhecidos por possuírem 

numerosas e variadas aplicações que vão desde a obtenção de células fotovoltaicas, 

protetores solares e pasta de dente; purificação do ar, purificação da água, 

descontaminação, antibiacteriano, sensoriamento, etc. (Chen & Selloni, 2014; Shi et 

al., 2013; Haider et al., 2019).  

As NPsTiO2 têm muitas propriedades únicas, como biocompatibilidade, 

estabilidade química, propriedades ópticas, elevada área de superfície e baixa 

toxicidade. É por causa dessas propriedades que houve o aumento do uso de tais 

nanopartículas em aplicações biomédicas, como na administração de medicamentos, 

bioimagem, terapia de fotoablação contra células cancerígenas e biossensores (Fei et 

al., 2013; McNamara & Tofail, 2016; Shetti et al., 2016; Haider et al., 2019). 

Devido à sua boa biocompatibilidade e alta condutividade, o TiO2 tem sido 

amplamente utilizado na fabricação de biossensores eletroquímicos. Em muitos destes 

biossensores, o TiO2 foi empregado como matriz de suporte para enzimas 

imobilizadoras. Os resultados mostraram que os compósitos à base de TiO2 foram 

capazes de facilitar a transferência direta de elétrons e aumentar a atividade catalítica 

das enzimas (Huang et al., 2013; Wang et al., 2015). No presente estudo o TiO2 foi 

https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estruturas-Cristalograficas-do-dioxido-de-titanio-a-rutilo-b-anatase
https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estruturas-Cristalograficas-do-dioxido-de-titanio-a-rutilo-b-anatase
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utilizado como matriz de suporte para um peptídeo antimicrobiano no reconhecimento 

de fungos do gênero Candida. 

 

2.3.2 Biossensores 

 

  Um biossensor é um dispositivo analítico que funciona para analisar uma 

amostra na presença de um determinado analito alvo. Normalmente, um biossensor é 

constituído a partir de: (1) um componente biológico, bioelemento ou biorreceptor, onde 

ocorre o biorreconhecimento; (2) transdutor, que pode ser eletroquímico, óptico, 

eletrônico, piezoelétrico, piroelétrico ou gravimétrico e (3) a unidade eletrônica, que 

contém o amplificador, processador e tela (Figura 13) (McNamara & Tofail, 2017; 

Nguyen et al., 2019).  

Fig.13 Esquema dos componentes de um biossensor. *Fonte: 

(https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Biosensores-Esquema-de-los-

componentes-de-un-biosensor_fig1_325428576)/2020. 

 

 

Os biossensores são utilizados em diversas áreas, inclusive ambientais, 

indústrias farmacêuticas, alimentar e médica (McNamara & Tofail, 2017). Possuem 

várias vantagens potenciais sobre outros métodos de biodetecção, incluindo maior 

velocidade e flexibilidade de ensaio. A análise rápida em tempo real pode fornecer 

informações interativas imediatas aos profissionais de saúde que podem ser 

https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Biosensores-Esquema-de-los-componentes-de-un-biosensor_fig1_325428576)/2020
https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Biosensores-Esquema-de-los-componentes-de-un-biosensor_fig1_325428576)/2020
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incorporadas ao planejamento de cuidados com o paciente. Além disso, os 

biossensores permitem análises multi-alvo, automação e redução de custos. O 

diagnóstico baseado em biossensores também pode facilitar a triagem do câncer e 

outras doenças, melhorando a detecção precoce e, portanto, melhorando o 

prognóstico (Prickril & Rasooly, 2017). 

Os elementos de reconhecimento em um biossensor são imobilizados na 

superfície dos transdutores e interagem com moléculas alvo sem adicionar reagentes 

à solução da amostra. Em operação, as interações específicas entre o analito alvo e os 

elementos de reconhecimento produzem alterações físico-químicas na superfície do 

transdutor. As alterações são então reconhecidas pelo transdutor e convertido em 

sinais mensuráveis que então podem ser usados para determinar a quantidade de 

analito presente na amostra (Nguyen et al., 2019). 

Geralmente, os biossensores são classificados com base no componente 

biológico utilizado, como enzimas, anticorpos, peptídeos, ácidos nucléicos ou células, 

ou pelo tipo de transdutor. Outra forma de classificar os biossensores é pelo modo de 

interação entre os analitos e o componente biológico em um biossensor. São dois 

tipos: biossensor catalítico, no qual as interações resultam na formação de um novo 

produto de reação química e biossensor de afinidade, no qual as interações resultam 

na ligação do analito à superfície do transdutor (Nguyen et al., 2019).  

O transdutor usado no biossensor depende da reação gerada entre a amostra 

e o biorreceptor. Biossensores eletroquímicos (BE), como sensores amperométricos, 

detectam alterações na corrente devido a reações de oxidação/redução. Sensores 

potenciométricos podem detectar mudanças na distribuição de cargas. Os 

biossensores ópticos podem ser calorimétricos que detectam alterações na absorção 

de luz ou fotométricos, que detectam alterações de fótons. Já os sensores 

piezoelétricos podem detectar alterações de massa (McNamara & Tofail, 2017).  

Entre as diferentes classificações, os biossensores eletroquímicos (BEs) são 

promissores devido ao baixo custo de produção, alta sensibilidade e facilidade de 

operação. Combina o poder analítico da técnica eletroquímica com a especificidade 

do biorreceptor. O mecanismo de detecção é baseado no fato de que durante o evento 

de interação elemento-analito de reconhecimento, espécies eletroativas, como 
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elétrons, são consumidas ou produzidas, gerando um sinal eletroquímico que é 

detectado pelo transdutor eletroquímico (Sandhyarani, 2019).   

Os BEs são a classe de biossensores mais propensos à miniaturização e a 

mais usada. Nos biossensores eletroquímicos, as informações qualitativas e 

quantitativas do analito são obtidas na forma de voltagem ou corrente, sendo assim 

conhecidos como, biossensor potenciométrico ou biossensor amperométrico, 

respectivamente (Sandhyarani, 2019). 

Os materiais utilizados nos sensores eletroquímicos são classificados em: (1) 

materiais para o eletrodo e substrato de suporte (metais: platina, ouro, prata, aço 

inoxidável; materiais à base de carbono: grafite e fibra de carbono; polímeros ou sais 

orgânicos eletrocondutores; (2) materiais para maior sensibilidade e seletividade 

(especialmente materiais de tamanho nanométrico: nanopartículas e nanotubos de 

carbono; (3) materiais para a imobilização de elementos de reconhecimento biológico 

(agentes multifuncionais: glutaraldeído e diisocianato de hexametil ou polímeros 

alternativos: poliacrilamida e polifenol) e (4) elementos biológicos (enzimas, 

anticorpos, antígenos, mediadores e cofatores) (Moretto & Kalcher, 2014). 

Uma das etapas mais importantes na construção dos BEs é a imobilização ideal 

do biocomponente na superfície do eletrodo. Essa imobilização ideal deve garantir 

uma quantidade máxima de biorreceptor imobilizado ou, mais apropriadamente, um 

número máximo de sítios reativos imobilizados em uma unidade de substrato, bem 

como sua estabilidade e eficácia. Dentre as várias superfícies utilizadas para 

imobilização das biomoléculas estão: silício, vidro, ouro, nanotubo de carbono, 

polímeros, grafeno, etc (Moretto & Kalcher, 2014). 

As técnicas de imobilização são classificadas em duas categorias: métodos 

reversíveis e irreversíveis. Métodos reversíveis incluem a adsorção (física e química) 

e métodos irreversíveis incluem armadilha (oclusão), acoplamento covalente, 

reticulação (cross-linking) e imobilização por afinidade (Figura 14). 

 

 

 

 



66 
 

 
 

Fig. 14 Ilustração esquemática dos métodos de imobilização comumente usados para 

biomoléculas nas superfícies dos eletrodos. *Fonte: Adaptado de Sandhyarani (2019).  

 

 

 

A adsorção física é o método mais simples de imobilização, no qual as 

biomoléculas são ligadas à superfície por meio de ligações fracas, como forças de 

Van der Waals, ligações de hidrogênio ou interações hidrofóbicas. Já adsorção 

química envolve a ligação covalente direta entre as biomoléculas e a superfície do 

eletrodo através de grupos funcionais das moléculas presentes na superfície. O 

método mais utilizado para a adsorção química de biomoléculas é usar monocamadas 

auto-montadas com os grupos funcionais terminais, como amina ou ácido carboxílico, 

que são normalmente ativados usando o éster N-hidroxissuccinimida (NHS). O 

método de armadilha é centrado na oclusão de uma biomolécula dentro de uma matriz 

sol-gel ou uma rede polimérica. Baseia-se no crescimento da rede de gel ou das 

cadeias poliméricas em torno da biomolécula, assim, as biomoléculas aprisionadas 

permanecem disponíveis para o biorreconhecimento. A imobilização por reticulação 

ou “cross-linking” é o método de união química das moléculas por uma ligação 

covalente através de reticuladores que contêm extremidades reativas que reagem a 

grupos funcionais específicos nas biomoléculas. Nesse caso as ligações covalentes 
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se formam entre a biomolécula e a superfície sólida/eletrodo através dos reticuladores. 

Finalmente, na imobilização por afinidade, o princípio de afinidade entre biomoléculas 

complementares é utilizado, sendo a principal vantagem do método a seletividade 

significativa da interação. Trata-se de uma interação não covalente (Figura 14) 

(Sandhyarani, 2019). 

Dado o mecanismo funcional dos BEs, é apropriado a modificação da superfície 

do eletrodo, sendo crucial para o seu desempenho. As modificações superficiais não 

apenas ajudam na imobilização adequada dos biorreceptores, como também 

desempenham um papel central no controle de ruído e maior sensibilidade. E ainda, 

a funcionalização da superfície ajuda a diminuir a ligação não específica indesejada 

do analito ou outros componentes na superfície do eletrodo (Moretto & Kalcher, 2014; 

Sandhyarani, 2019). 

Os principais métodos usados na funcionalização da superfície de um eletrodo 

podem ser a formação de monocamadas automontadas, eletrodeposição de 

polímeros e o uso de polímeros condutores (eletropolimerização): 

• Monocamadas automontadas (SAMs - do inglês Self-Assembled monolayers): 

São conjuntos ordenados de moléculas formadas na superfície sólida por forte 

adsorção química do grupo principal da molécula. Exemplos: SAMs de carboxilado 

nas superfícies de óxido, SAMs de silano nas superfícies de vidro/silício e SAMs 

de alcano tiol em metais nobres; 

• Eletrodeposição: Promove a formação de filmes ou partículas na superfície do 

eletrodo. A mudança no potencial eletroquímico de um eletrodo pela aplicação de 

um campo elétrico externo leva a reação de redução ou oxidação na superfície do 

eletrodo. Essas reações podem levar a uma deposição ou dissolução na superfície 

do eletrodo, dependendo da mudança de potencial. Ocorre em duas etapas: (1) 

difusão de espécies carregadas da solução para o eletrodo e (2) redução de 

espécies carregadas na superfície do eletrodo e crescimento de partículas ou filme 

na superfície. A reação continua até que um novo estado de equilíbrio seja 

alcançado;  

• Polímeros condutores: fornecem uma plataforma adequada para imobilização de 

biorreceptores e rápida transferência de elétrons através deles. Revestimentos 
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poliméricos podem ser utilizados para a modificação de uma grande variedade de 

eletrodos usados em biossensores eletroquímicos, sendo realizados por 

eletropolimerização ou fundição em solução de polímeros pré-formados 

(Sandhyarani, 2019). 

 Eletrodos modificados com polímeros podem ser preparados por deposição 

direta de polímeros na superfície (por métodos de revestimento por gota, imersão ou 

centrifugação) ou por polimerização na superfície do eletrodo (por meio de rotas 

químicas, eletroquímicas ou fotoquímicas). Os primeiros são usados quando os 

polímeros já estão sintetizados e precisam ser imobilizados como estão. No último 

caso, o eletrodo é imerso em uma solução de monômero e um potencial adequado é 

aplicado para permitir a formação do filme de polímero na superfície do eletrodo. Isso 

é alcançado através da polarização geralmente cíclica da superfície do eletrodo que 

é ao mesmo tempo exposta a uma solução do monômero. O exemplo mais conhecido 

é provavelmente a poli (anilina), mas também o poli (pirrol) ou o poli (tiofeno) são 

populares. O resultado da eletropolimerização é geralmente um condutor 

eletricamente fino que pode ser explorado por seus grupos funcionais, como 

armadilha para as biomoléculas ou como ancoragem para outros modificadores de 

eletrodo (Moretto & Kalcher, 2014). 

No presente trabalho foi realizado eletropolimerização, através da técnica 

eletroquímica de Voltametria cíclica, do ácido tiofeno-3- acético (3TAA), onde através 

de um potencial aplicado houve a formação de um filme de poli (ácido tiofeno-3-

acético) (PTAA) na superfície do eletrodo. 

2.3.2.1 Biossensores baseados em peptídeos antimicroabianos 

 Peptídeos compartilham a mesma estrutura química das proteínas, logo, são 

candidatos ideais para substituir proteínas como receptores em biossensores. Com 

base nisso, os peptídeos vêm atraindo atenção significativa como elementos 

biodetectores alternativos para o desenvolvimento estável, sensível de dispositivos de 

detecção seletiva. Em contraste com anticorpos e sondas de ácidos nucléicos, os 

peptídeos são naturalmente mais estáveis, mais fáceis de produzir ou sintetizar e são 

mais baratos (Etayash et al., 2017). 
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Mesmo com poucas pesquisas dedicadas ao estudo das interações entre 

peptídeos antimicrobianos imobilizados em biossensores e a superfície de bactérias 

e fungos, o que faz com que os mecanismos de reconhecimento não sejam tão claros, 

os PAMs atraíram muitas atenções no campo da biossensibilidade devido à sua alta 

afinidade com tais microrganismos. O baixo peso molecular os torna mais estáveis e 

flexíveis do que os anticorpos, na fabricação, utilização e armazenamento dos 

biossensores. De fato, alguns PAMs mantêm a afinidade com bactérias e fungos sob 

condições ambientais adversas (desnaturantes químicos ou alta temperatura), o que 

melhoram significativamente a estabilidade e reprodutibilidade dos biossensores. 

Portanto, a alta afinidade dos PAMs com tais microrganismos faz com que os 

biossensores funcionem mesmo em baixas concentrações destes (Qiao et al., 2020).  

Etayash et al. (2017) desenvolveram uma plataforma biossensora para 

detecção de bactérias baseada em um peptídeo antimicrobiano da classe das 

bacteriocinas, a Leucocina A. Na construção do biossensor foi utilizada a técnica de 

espectroscopia de impedância eletroquímica e o mesmo foi capaz de reconhecer 

Listeria monocytogenes, S. aureus, L. innocua e E. Faecalis. Mais tarde, 

pesquisadores utilizaram o peptídeo antimicrobiano Melittina no desenvolvimento de 

um biossensor para detecção de Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. 

aureus) e Salmonella typhimurium (S. typhi) em água potável e suco de maçã. A 

melitina é uma molécula anfipática catiônica que compreende 26 aminoácidos e já 

havia sido usada no biorreconhecimento das espécies patogênicas Coxiella burnetti e 

Brucella melitensis (Wilson et al., 2018). 

O nosso grupo também vem realizando o desenvolvimento de biossensores 

baseados em peptídeos antimicrobianos. Andrade et al. (2015) desenvolveram um 

biossensor seletivo e sensível para monitorar bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas baseado em nanotubos de carbono, funcionalizados com grupos -COOH, e 

o peptídeo Clavanina A. A técnica utilizada para caracterização foi a de EIE e foi obtido 

o limite de detecção de 102 UFC mL-1e 106 UFC mL-1 para E. coli e K. pneumonie, 

respectivamente; e para E. faecalis e B. subtilis, o limite de detecção foi de 103 UFC 

mL-1. Em outro estudo, De Miranda et al. (2017) demonstrou um biossensor 

nanoestruturado baseado em NPsAu e monocamadas auto-montadas de cisteína. 
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Foram utilizadas as técnicas de voltametria cíclica e EIE. A resposta eletroquímica foi 

avaliada frente a  S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa , S. typhimurium e E. coli. 

Adicionalmente, Junior el al. (2018) desenvolveram um biossensor eletroquímico 

baseado no peptídeo natural Clavanina A para detecção de bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas, mostrando uma melhor detecção para E. coli, K. pneumoniae e S. 

typhimurium, com um limite de detecção de 101UFC mL-1, que corresponde a ~ 0,01 

µL-1 de bactéria.  

  Podemos considerar como raro na literatura biossensores baseados em PAMs 

específicos para fungos, uma vez que o seu mecanismo de ação frente a esses 

microrganismos ainda não foi totalmente elucidado. Porém, alguns biossensores 

desenvolvidos demonstraram bom desempenho na detecção de certas espécies de 

fungos. Shi et al. (2017) desenvolveram um biossensor piezoelétrico de detecção rápida 

e sensível, baseado em pleurocidina, um peptídeo antimicrobiano de 25 resíduos de 

aminoácidos. O biossensor construído mostrou boa resposta a amostras de sangue 

simuladas contendo bactérias gram-positivas, gram-negativas e o fungo Candida 

albicans, para o qual o limite de detecção foi de 102 UFC mL-1.  

  Neste trabalho desenvolvemos um biossensor eletroquímico para detecção de 

fungos do gênero Candida, a partir do qual conseguimos diferenciar 4 espécies de 

potencial patogênico. E para isso utilizamos técnicas de caracterização como: 

espectroscopia de impedância eletroquímica, Voltametria cíclica e microscopia de força 

atômica. 

 

2.4 Técnicas de caracterização 

 

2.4.1. Espectroscopia de Impedância eletroquímica 

 

  Impedância é a capacidade de um circuito resistir ao fluxo da corrente elétrica, 

e a técnica em que a impedância é plotada versus a frequência é chamada 

espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE). A base da espectroscopia de 

impedância foi realizada por Oliver Heaviside, no final do século, XIX. Nos primeiros 

anos de desenvolvimento, a EIE era empregada, principalmente, para medir a 
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capacitância de eletrodos idealmente polarizáveis que resultaram no desenvolvimento 

de vários modelos para interfaces elétricas (Brock, 2017).  

  EIE é uma técnica antiga que tem sido continuamente desenvolvida e utilizada 

para estudar vários processos, tais como: reações redox em eletrodos, adsorção, 

cinéticas das reações, transferências de massa, determinação da resistência da 

solução, aplicações em fontes de energia, corrosão, reações eletrocatalíticas (ex: 

eletrólise da água), polímeros condutores, monocamadas automontadas, 

biomembranas, sensores, e outros (Lasia, 2014; Brock, 2017). 

  O conceito de impedância foi derivado da resistência, que é definido pela lei de 

Ohm como a razão entre a tensão (E) e a corrente (I). A lei de Ohm é um conceito 

simples de resistência que exclui a frequência e o tempo dependente da mudança de 

fase entre a corrente sinusoidal e a da voltagem. Quando expressa em função do tempo 

(t), o potencial da excitação sinusoidal é expresso como (Et) = E0Sen(ωt) e a resposta 

da corrente como (It) = I0Sen(ωt + ϕ), onde E0 e I0 são as amplitudes de potencial e 

corrente, respectivamente. ω é a frequência radial em radianos/segundo (= 2πf, onde f 

é a frequência em hertz), e ϕ é a diferença do ângulo de fase entre corrente e o 

potencial.  

Então a impedância (Z) pode ser expressa como:  

 

𝑍 =  
𝐸𝑡

𝑙𝑡
=

𝐸0 sen(𝜔𝑡)

𝑡0 sen(𝜔𝑡 + 𝜙)
= 𝑍0

sen(𝜔𝑡)

sen(𝜔𝑡 + 𝜙)
 

Eq.1. 

Usando a fórmula de Euler, a impedância pode ser expressa com a função 

seguinte, a fim de expressar a dependência do ângulo de fase por meio de funções 

trigonométricas:    

 

             𝑍(𝜔) = |𝑍|𝑒 𝑗𝜙 = 𝑍0 (cos𝜙 + 𝑗sen𝜙) = 𝑍 ′ + 𝑗𝑍 "                   Eq.2. 

 

 

Onde j= (-1)1/2 e Z’ e Z” são impedância real e imaginária, respectivamente (Brock, 

2017). 
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  A impedância é um valor complexo, pois a corrente pode diferir não apenas em 

termos de amplitude, mas também pode mostrar uma mudança de fase φ em 

comparação com a função voltagem-tempo. Assim, o valor pode ser descrito pelo 

módulo |Z| e a mudança de fase por φ ou, alternativamente, pela real ZR e pela parte 

imaginária da impedância ZI (Figura 15). Portanto, os resultados de uma medição de 

impedância podem ser ilustrados de duas maneiras diferentes: usando um gráfico 

Bode, que plota log|Z| em função do logf ou usando um gráfico de Nyquist que traça ZR 

e ZI  para obter um semicírculo em alta frequência e um componente linear em baixa 

frequência (Figura 16) (Lisdat & Schäfer, 2008; Brock, 2017). 

 

Fig. 15 Ilustração de como a impedância pode ser representada: a) quociente das 

funções tensão (V) e corrente (I) e b) módulo de Z e o ângulo de fase φ, ou partes reais 

(ZR) e imaginárias (ZI) da impedância. *Fonte: Lisdat & Schäfer (2008). 

 

 

  O componente semicírculo em um gráfico de Nyquist representa o processo 

limitador de transferência de carga ou elétrons na superfície do eletrodo, cujo valor é 

calculado medindo-se o diâmetro do semicírculo. O aumento do diâmetro do 

semicírculo significa o aumento da resistência à transferência de carga (Rct) e vice-

versa (Figura 16-a e 16-b). O componente linear do gráfico de Nyquist representa um 

processo limitado de difusão. O gráfico de Nyquist pode dar informações de diferentes 

tipos de circuitos equivalentes. O circuito de Randles (Figura 16-c), é o circuito 

equivalente mais utilizado em experimentos de biossensores e consiste em: resistência 
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da solução (Rs), resistência à transferência de cargas (Rct), impedância de Warburg 

(Zw) e um elemento de fase constante ou capacitor não ideal (Q) (Brock, 2017). 

 

Fig. 16 a) gráfico de bode, b) gráfico de nyquist e c) circuito de Randles. *Fonte: 

(https://www.palmsenscorrosion.com/knowledgebase_tags/bode-plot/)/2020. 

 

 

 

  A cinética da reação redox da sonda na superfície do eletrodo pode ser 

representada por Rct e Q. No entanto, Q é facilmente afetado pela superfície rugosa e 

não homogênea do eletrodo, logo o Rct é comumente usado para biossensores. O Zw 

o fenômeno de difusão, e Rs são as propriedades da solução eletrolítica (Brock, 2017). 

  Como a EIE é capaz de sondar a natureza do eletrodo aplicando um pequeno 

potencial sinusoidal (2-10mV) em função da frequência, tornou-se o ideal candidato 

para estudar interações biomoleculares, incluindo carboidrato-proteína, proteína-

proteína e proteína-DNA. Isso também levou ao seu uso na detecção de biomarcadores 

de doenças e microrganismos, como uma técnica para biossensor (Lasia, 2014). 

 Portanto, neste trabalho utilizamos a técnica de EIE tanto para avaliar a resposta 

dielétrica de membranas poliméricas obtidas por eletrofiação frente à CTMs, como 

fizemos uso de tal técnica na construção de um biossensor eletroquímico para detecção 

de Candida spp. 

 

 

https://www.palmsenscorrosion.com/knowledgebase_tags/bode-plot/
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2.4.2. Voltametria Cíclica 

 

  A Voltametria é uma categoria de métodos eletroanalíticos utilizados na análise 

de vários analitos. Na Voltametria, as informações sobre um analito são obtidas pela 

medição de fenômenos que ocorrem na interface entre a superfície do eletrodo de 

trabalho e a camada fina de solução adjacente a essa superfície. Esta técnica é um 

estudo da corrente em função do potencial aplicado. Logo, o registo da corrente versus 

o potencial é chamado voltamograma (Barbooti, 2015; Pacheco et al., 2013).  

  Para realizar experimentos de voltametria, são necessários pelo menos dois 

eletrodos. O primeiro é um eletrodo de trabalho, que está em contato com o analito e o 

potencial desejado é aplicado neste. O segundo eletrodo deve ter um potencial 

conhecido com o qual o potencial do eletrodo de trabalho pode ser ajustado, porém é 

muito difícil para um eletrodo manter um potencial constante enquanto passa corrente 

por ele. Para resolver esse problema, os papéis de fornecer um potencial de referência 

e fornecimento de elétrons são divididos entre um eletrodo de referência e outro 

eletrodo chamado, contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar. O eletrodo de referência pode 

ser de Ag/AgCl ou Hg/HgCl2 e funciona como referência na medição, assim como, no 

controle do potencial do eletrodo de trabalho e em nenhum momento ele se polariza. 

Já o contra-eletrodo, que pode ser de platina, ouro, carbono vítreo, etc., é usado para 

completar o circuito elétrico, evitando o fluxo de corrente no eletrodo de referência 

(Saito & Kikuchi, 2013; Barbooti, 2015; Pacheco et al., 2013). 

  Para conduzir a corrente na solução, um condutor iônico, que contém íons que 

possam se mover livremente entre os eletrodos deves ser usado e ficará dentro de um 

recipiente, chamado célula. Os eletrodos são conectados a um instrumento 

potenciostático para criar um circuito (Figura 17). Quando um analito oxida no eletrodo 

de trabalho, os elétrons resultantes passam através do potenciostato até o eletrodo 

auxiliar e causa redução do solvente ou de algum outro componente da matriz da 

solução (Barbooti, 2015). 
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Fig. 17 Ilustração de uma configuração típica de uma análise voltamétrica. 

*Fonte:(https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-

qualidade-de-medicamentos/)/2020. 

   

 

 

  Com base nos eletrodos e nos tipos de eletrólitos, assim como, o potencial 

aplicado e como a corrente é medida, diferentes técnicas voltamétricas foram 

desenvolvidas. Entre elas, a Voltametria cíclica é uma das técnicas mais importantes 

que é amplamente utilizada em muitas áreas da química (Barbooti, 2015). 

  Na voltametria cíclica (VC), o experimento começa com aplicação de um 

potencial em um valor que não gera redução. A redução do analito em solução devido 

a variação de potencial na região catódica, leva a formação de um pico de corrente que 

é proporcional a concentração do analito (pico catódico). Quando o potencial atinge um 

determinado valor, no qual não ocorre redução, o potencial é varrido no sentido inverso 

até o ponto de onde partiu. No caso de uma reação reversível um pico simétrico ao da 

redução (pico anódico) é gerado devido a oxidação de produtos gerados no sentido 

direto que estavam próximos a superfície do eletrodo (Figura 18) (Pacheco et al., 2013). 

 

 

 

 

 

https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-qualidade-de-medicamentos/
https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-qualidade-de-medicamentos/
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Fig.18 Voltamograma cíclico.                

*Fonte: (https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-

qualidade-de-medicamentos/)/2020. 

 

 

2.4.3. Microscopia Eletrônica de Força Atômica 

   O microscópio de força atômica (do inglês AFM - Atomic Force Microscope) foi 

desenvolvido em 1986 e teve como precursor o microscópio de varredura por 

tunelamento. O princípio da configuração do AFM (Figura 19), é composta por um 

cantilever que transporta uma sonda coloidal em contato com a superfície da amostra, 

um laser, um fotodetector e um elemento piezoelétrico de varredura. O cantilever 

contém uma ponta afiada e interage com a superfície de uma amostra que é movida 

nas direções x,y e z pelo elemento piezoelétrico,  que gera a movimentação necessária 

para obtenção de imagens topográficas nas três dimensões. Um feixe de laser focado 

no final do cantilever é refletido em um detector e quando o cantilever experimenta uma 

força, por uma substância química topográfica, ou característica elétrica da amostra, o 

cantilever é desviado levando a um desvio do feixe de laser de sua posição original no 

detector. Esse desvio é medido como uma tensão que pode ser traduzida em força ou 

altura relativa (Das et al., 2015). 

 

https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-qualidade-de-medicamentos/)/2020
https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-qualidade-de-medicamentos/)/2020
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  Fig. 19 a) Imagem de um microscópio eletrônico de varredura e b) Ilustração 

esquemática dos componentes gerais de um AFM. *Fonte: Cascudo et al. (2018).  

 

  No AFM, a força entre a ponta e a amostra pode ser medida em modo estático 

usando a deflexão do cantilever, no qual a ponta está fixada. O cantilever atual como 

uma mola e sua deflexão é proporcional à força entre a ponta e a amostra. Se a rigidez 

do cantilever (k= constante da mola) é conhecida, a força entre a ponta e a amostra 

pode ser determinada medindo a flexão do cantilever. Para calcular tal força, a lei de 

Hooke pode ser utilizada:  

                                             F = -kz                                 Eq.3. 

 

Onde F é a força e z é a distância em que o cantilever (mola) é dobrado em relação à 

sua posição de equilíbrio se a amostra presente (Voigtländer, 2015). 

  Durante a operação, enquanto a ponta varre a superfície da amostra, ocorrem 

oscilações nesta como consequência de alterações na topografia da superfície, 

registrando variações de potencial interatômico. Em particular, monitorando a deflexão 

do cantilever, as características morfológicas da superfície podem ser observadas, caso 

a caso, definindo adequadamente as condições operacionais (Marrese, Guarino & 

Ambrosio, 2017). 
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Uma classificação adequada dos modos de operação do AFM pode ser feita 

em função das interações de força entre a ponta e a superfície da amostra. Em 

particular, o AFM trabalha no “modo de contato” na presença de constantes forças 

repulsivas ou no “modo não contato” na presença de forças atrativas na ponta. Por fim, 

o AFM pode funcionar no modo de toque ou “modo intermitente” na presença de forças 

atrativas e repulsivas (Figura 20) Para todas os modos de operação, às imagens podem 

ser reconstruídas gravando todas as interações interatômicas que ocorrem durante a 

varredura do cantilever na superfície da amostra (Marrese, Guarino & Ambrosio, 2017). 

Fig. 20 Representação esquemática dos modos de operação em AFM.  *Fonte: 

(https://www.slideserve.com/penha/atomic-force-microscopy)/2020. 

 

O modo contato ocorre quando e ocorre quando a ponta está constantemente 

em contato com a superfície da amostra. Enquanto isso, geralmente é usado um 

sistema de feedback para manter constante a deflexão do cantilever durante a 

varredura. Este modo operacional é o mais adequado para planos e superfícies rígidas 

como cristal, polímeros duros e tecidos, permitindo um alto nível de resolução. No modo 

não contato, a sonda oscilante é geralmente influenciada pela superfície próxima 

produzindo uma mudança na frequência ressonante, devido às forças atrativas de Van 

https://www.slideserve.com/penha/atomic-force-microscopy)/2020
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der Waals. Portanto, os sinais gravados no modo não contato estão relacionados à 

variação entre a frequência ressonante do cantilever e da oscilação livre do sistema, 

fornecendo uma estimativa preliminar das intensidades das forças de interação entre a 

ponta e amostra. Nesse caso a constante de mola é maior do que no modo contato 

para minimizar as forças atrativas entre a ponta e a superfície da amostra. No modo 

intermitente a operação é semelhante ao usado no modo anterior. Contudo, o contato 

da ponta com a superfície da amostra ocorre de forma falsa durante cada ciclo de 

oscilação. Devido a perda de energia causada por um único contato intermitente, a 

amplitude da vibração muda drasticamente a função da topografia peculiar da superfície 

da amostra. É um modo empregado com sucesso para a caracterização topográfica de 

superfícies carregadas de células, devido a aplicação de forças mais baixas e alta 

resolução da imagem (Marrese, Guarino & Ambrosio, 2017).  

Adicionalmente, a vantagem da técnica de AFM consiste, principalmente, no 

fato de que a preparação da amostra é bastante simples, economiza tempo e não induz 

artefatos, podendo operar sob condições ambientais ou a qualquer temperatura 

específica. Além disso, o AFM está ganhando um valor agregado como ferramenta útil 

para o design de scaffods, dando oportunidade para realizar um grande número de 

testes de amostras de biopolímeros sob condições fisiológicas (Das et al., 2015; 

Alsteens et al., 2017). 

Neste trabalho, a microscopia de força atômica foi utilizada para análise 

morfológica das fibras poliméricas fabricadas por eletrofiação para cultivo de CTMs, 

assim como, a mesma técnica serviu para caracterização topográfica do biossensor 

eletroquímico desenvolvido para a detecção de fungos do gênero Candida.  

2.4.4. Teste de Viabilidade celular (MTT) 

  A viabilidade celular é frequentemente definida como o número de células 

viáveis em uma amostra. Muitas vezes, o mesmo ensaio utilizado para determinar a 

viabilidade é usado, durante um período de tempo para investigar a proliferação celular 

(Stoddart, 2011). Entre os ensaios de viabilidade que dependem da conversão do 

substrato em produto cromogênico pelas células vivas, o ensaio MTT ainda está entre 

um dos ensaios mais versáteis e populares. O ensaio MTT envolve a conversão do 

corante MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio], amarelo 
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solúvel, em um sal de formazan, roxo insolúvel, pela ação da redutase mitocondrial 

(Figura 21) (Kumar, Nagarajan & Uchil, 2018).  

Fig.21 Redução enzimática de MTT para Formazan. *Fonte: Präbst et al. (2017). 

 

Para determinação da viabilidade celular, o Formazan formado é  solubilizado 

e a sua concentração é determinada por densidade óptica a 590 nm, a qual é 

proporcional ao número de células viáveis (Kumar, Nagarajan & Uchil, 2018).  
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3 METODOLOGIA 

3.3 Estudo eletroquímico da viabilidade de células-tronco mesenquimais na superfície 

de nanofibras eletrofiadas funcionalizadas por lectinas: 

3.1.1 Materiais 

Álcool polivinílico (PVA) (Mw = 89.000-98.000), quitosana (QS) (baixo peso 

molecular), concanavalina A (ConA) de Canavalia ensiformis e aglutinina de germe de 

trigo (WGA) de Triticum vulgaris adquiridos da Sigma-Aldrich ( St. Louis, EUA) e ácido 

acético glacial foram fornecidos pela Merck (Alemanha). Água ultrapura foi usada em 

todas as experiências após o tratamento com o sistema Millipore Milli-Q. 

3.1.2 Fabricação nas nanofibras por eletrofiação 

Inicialmente, o PVA (10% p/v) foi preparado dissolvendo o pó em água 

deionizada ultrapura e agitado vigorosamente à 80 ° C por 1 h. A QS (2% p/v) foi 

dissolvida em ácido acético glacial (1%) e agitada magneticamente por 30 min em 24 

°C. Após resfriamento à temperatura ambiente, foram adicionadas soluções das 

lectinas vegetais WGA e ConA a 1mg/mL as  preparações de PVA e PVA / QS (80/20) 

e agitadas por 1 h, resultando nas respectivas formulações: PVA / ConA, PVA / WGA, 

PVA / QS, PVA / QS / ConA e PVA / QS / WGA. Todas as misturas foram colocadas 

em banho ultrassônico por 1 hora para remover as bolhas de ar. 

O processo de eletrofiação foi realizado à temperatura ambiente usando um 

aparelho de eletrofiação de configuração horizontal. As misturas de polímero- lectina 

foram colocados em uma seringa de 20 mL com uma agulha de aço inoxidável 14G 

(1,6 mm). Adotamos uma distância fixa da ponta da agulha até coletor de 14,5 cm, 

taxa de infusão de 1μL/min fornecida por uma bomba de seringa (Bonther, Brasil) e 

potencial elétrico de 24 kV produzido por uma fonte de alimentação doméstica. Cada 

nanofibra foi formada após 10 horas de eletrofiação em um coletor de metal envolto 

em folha de alumínio conectada ao aterramento.  

Finalmente, as nanofibras eletrofiadas foram retiradas do papel alumínio, secas 

a 24 °C e cortadas em círculos para servirem de meio de suporte para cultivo de CTM 

humanas e nas caracterizações subsequentes. 
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3.1.3 Isolamento de células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton humana 

Os cordões umbilicais humanos foram coletados da cesariana de doadoras no 

Hospital De Ávila (Recife-PE) após a assinatura do consentimento informado, em 

conformidade com o protocolo aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 

Humanos do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco 

(CAAE: 24708319.3.0000.5208) (Anexo 1). Os cordões umbilicais foram 

transportados em um recipiente estéril com solução salina tamponada (PBS) em 

EDTA (2 mM) contendo uma suplementação dos seguintes antibióticos: penicilina 

(150 UI/mL), estreptomicina (150 μg/mL) e anfotericina (5 μg/mL).  

Posteriormente, visando o isolamento das CTMs-GW, os cordões umbilicais 

foram lavados e cortados longitudinalmente em segmentos de 2 cm para expor as 

veias e artérias que foram então cuidadosamente removidas e o tecido gelatinoso da 

geléia de wharton foi exposto. Em seguida, a matriz da geléia foi colocada em frascos 

estéreis de cultura (75 cm2) suplementados com DMEM com baixa glicose (Gibco), 

soro fetal bovino a 15% (FBS; LGC Biotecnologia), 20% de Ham`s F-12 (Gibco) e 

armazenado em uma incubadora (aquecida a 37 °C a 80% de umidade relativa, em 

uma atmosfera contendo 5% de CO2). 

O método de crescimento das CTMs-GW citadas foi baseado na migração 

espontânea das células do tecido para a superfície dos frascos, de acordo com sua 

propriedade de aderência ao plástico. Após 21 dias de cultura, as células foram 

tripsinizadas (tripsina 0,25%) e expandidas para novas garrafas. As células de 

segunda passagem (P2) foram utilizadas nos experimentos seguintes. 

As membranas contendo as CTMs-GW foram semeadas em placas de cultura 

de 6 poços (5x105 células/poço) em volume de 3 mL de meio Low DMEM 

suplementado com SBF a 15%. Os períodos de incubação foram de 12, 24, 36 e 48 

horas. 

3.1.4 Teste de citotoxicidade 

A citotoxicidade das membranas eletrofiadas contendo lectinas foi avaliada pelo 

ensaio MTT de viabilidade celular. Primeiramente, as membranas de nanofibras foram 

esterilizadas e depois colocadas em uma placa de cultura de 96 poços, seguido das 
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CTMs-GW com densidade celular de 1x104 células / poço e incubadas a 37 °C e CO2 

a 5%. Após 24 e 48h de cultura celular, a solução de MTT (20 μL, 5mg / mL) foi 

adicionada a cada poço. Depois de 4 h de incubação, foi colocado em cada poço 

dimetilsulfóxido (DMSO-100 μL), com o objetivo de solubilizar o corante formazan. 

Finalmente, após 1 h de incubação, as amostras foram lidas através de um 

espectrofotômetro (Varioskan Flash, Thermo Scientific) no comprimento de onda de 

595 nm. 

3.1.5 Análise morfológica das nanofibras  

As medidas da microscopia de força atômica (AFM) foram obtidas utilizando um 

microscópio comercial SPM-9700 (Shimadzu Corporation, Japão), utilizando 

cantilevers com sonda de silício, constante de mola de 42 N.m-1 e frequências de 

ressonância de cerca de 300 kHz. Os experimentos foram realizados em temperatura 

ambiente (24 ° C ± 1 ° C), áreas de varredura de 5 x 5 μm2 com resolução de 512 x 

512 pixels. Cada amostra da nanofibra foi avaliada em duas áreas 

macroscopicamente diferentes antes e após cultura de células. 

3.1.6 Caracterização eletroquímica 

A EIE foi realizada para medir a impedância das nanofibras antes e após a 

exposição das CTMs-GW, apontando a relação da resistência de transferência de 

carga (Rct) à adesão e proliferação celular. Todas as medições foram realizadas 

usando um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128 N (Ecochemie, Países 

Baixos). As membranas eletrofiadas foram dispostas em uma célula eletroquímica 

ligada a um contra-eletrodo de fio de platina na presença de um eletrodo de ouro e 

Ag/AgCl como eletrodo de referência e imersos em uma solução 10 mM [Fe(CN)6]3 - / 

[Fe(CN)6]4- preparada em PBS pH 7,4 (1:1), que foi usada como sonda redox (Figura 

16). A varredura de frequência variou entre 100 mHz e 100 kHz com amplitude de 

potencial de onda senoidal de 10 mV. Todas as medições eletroquímicas foram 

realizadas em temperatura ambiente dentro de uma gaiola de Faraday. 
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Fig.22 Imagem da célula-eletroquímica utilizada para análise de EIE. *Fonte: (Autor 

próprio). 

 

 

3.4 Biossensor impedimétrico eletroquímico à base de peptídeo antimicrobiano 

modificado (Clavanina-MO) para detecção de espécies de Candida. 

3.2.1 Materiais 

(3-aminopropil) trietoxissilano (APTES), óxido de titânio (IV) (TiO2), ácido 3-

tiofeno acético (3TAA), ácido N-hidroxissulfossuccinimida (NHS), 1-etil-3- (3-

dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), dimetilsufóxido (DMSO), obtidos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA).  Ácido clorídrico (HCl) PA, ferrocianeto de potássio 

(K4[Fe(CN)6]) e ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) foram adquiridos da VETEC 

(Brasil). A clavanina-MO foi sintetizada pela Peptide 2.0 (EUA) usando a fase sólida 

com a estratégia N-9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc). Em seguida, o peptídeo foi 

purificado por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), obtendo uma pureza 

superior a 95%. Todos os materiais utilizados neste estudo foram previamente 

esterilizados. Utilizou-se o método padrão de inoculação de diferentes espécies de 

Candida, cujo crescimento ocorreu no Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) com 

cloranfenicol por 24 horas a 37 ° C. Água de alta pureza foi obtida a partir de um 

equipamento Millipore Milli-Q plus (Billerica, EUA).  
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3.2.2 Modificação química das NPsTiO2 

A modificação química das NPsTiO2 consistiu na adição de grupos amino em 

sua superfície. Para isso, foi utilizado 3-amminopropiltrietoxissilano (APTES) via 

reação de co-condensação. Esse procedimento foi baseado no método relatado por 

Patra et al (2014).  

Primeiramente, 0,5g de NPsTiO2 foram dispersos em aproximadamente 50 mL 

de DMSO. A dispersão foi sonicada durante cerca de 1 hora. Subsequentemente, 

400 µL de APTES foram adicionados à solução que permaneceu durante a noite sob 

agitação. Finalmente, as nanopartículas foram lavadas com metanol para remover o 

excesso de APTES e, após filtração, secas a 60 ° C em estufa. 

3.2.3 Medidas eletroquímicas 

Os dados eletroquímicos foram obtidos usando um potenciostato/ galvanostato 

PGSTAT 128N (Ecochemie, Metrohm Autolab, The Neterlands) conectado ao 

software NOVA 1.11 controlado por um computador. Os espectros de impedância 

foram registrados na faixa de frequência de 100 mHz a 100 kHz com um potencial 

de onda senoidal de 10 mV. Todas as medições foram realizadas em um sistema 

convencional de três eletrodos. O biossensor foi construído sobre uma superfície de 

ouro, conhecido como eletrodo de trabalho, assim como foi acoplado ao sistema um 

contra-eletrodo de fio de platina e um eletrodo de Ag/AgCl (em 3M KCl) como 

eletrodo de referência. Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas a 24 °C ± 

1, dentro de uma gaiola de Faraday. O eletrodo do disco de ouro foi inicialmente 

polido em lixa com água deionizada. Para uma limpeza completa, permaneceu 30 

minutos embebido em NaClO. Finalmente foi enxaguado com água ultrapura e, em 

seguida, iniciado a construção da plataforma. 

3.2.4 Preparação eletroquímica de filmes de PTAA 

Inicialmente, 20 mL de uma solução 0,5 M de ácido tiofeno-3- acético (3TAA) em 

HCl (0,1 M) foram preparados e, em seguida, foi realizada a polimerização do 

monômero 3TAA em poli (ácido tiofeno-3-acético) (PTAA). O filme PTAA foi preparado 

por polimerização potenciostática pela técnica de voltametria cíclica (VC) na superfície 

do eletrodo de ouro, posicionada paralelamente a um eletrodo de referência e um 
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contra-eletrodo. Através do VC, foram aplicados 40 ciclos de polimerização em uma 

faixa de potencial de  -0,2 a +1,5 V com uma velocidade de varredura de 100 mV.s-1. 

Finalmente, o filme foi lavado com água deionizada para remover monômeros não 

adsorvidos. 

3.2.5 Preparação da plataforma biossensora 

Após a polimerização do eletrodo, como mencionado na etapa anterior, 

prosseguimos com a preparação da plataforma nanoestruturada. Para ativar os 

agrupamentos carboxílicos livres do filme de PTAA e o acoplamento dos seguintes 

grupos amino, foi aplicado EDC:NHS por 2 minutos. Em seguida, 2μL da solução de 

TiO2NPs-APTES foram pingados no eletrodo modificado. Após o tempo de incubação 

de 10 minutos, o EDC:NHS foi novamente adicionado para ativar os grupos amino 

livres presentes nas moléculas de APTES. Para finalizar o sistema sensor, o eletrodo 

previamente modificado por PTAA_EDC: NHS_TiO2NPs-APTES_EDC:NHS foi 

submetido a 2μL de solução de Clavanina-MO (615,38μM) por 10 minutos. Assim, 2μL 

de solução (25° C) contendo diferentes concentrações (101 a 106 UFC mL-1) de 

Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei foram 

incubadas na superfície do eletrodo de ouro modificado por 10 minutos cada, seguido 

da análise eletroquímica. Todas as medições foram realizadas em triplicado a 25 °C. 

Um diagrama esquemático com o processo de montagem do biossensor é mostrado 

na Fig. 23. 
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Fig.23 Diagrama esquemático para a construção do biossensor modificado com 

PTAA/TiO2NPs /CLAVMO. 

 

 

 3.2.6 Análise por microscopia de força atômica 

As caracterizações morfológicas do biossensor antes e após interação com 

Candida spp. foram realizadas usando um microscópio de força atômica SPM-9700 

(Shimadzu Corporation, Japão). Cantilevers com uma sonda AFM de silício (Nanoworld, 

Japão, frequência ressonante de 300 kHz, constante de força de mola de 3 N.m-1) 

foram utilizados em modo sem contato (24 °C ± 1°C). As imagens foram definidas em 

512x512 pixels com área de digitalização de 5 x 5 µm. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.3 Estudo eletroquímico da viabilidade de células-tronco mesenquimais na superfície 

de nanofibras eletrofiadas funcionalizadas por lectinas. 

4.1.1. Análise Topográfica 

A Fig. 24 e a Fig. 25 mostram os resultados obtidos a partir de membranas de 

PVA e PVA-QS, respectivamente. Inicialmente, observamos que ambas as amostras 

primitivas apresentam estruturas semelhantes a fibras com altura muito semelhante 

(260 e 278 nm, respectivamente). Após sua funcionalização com lectinas, observamos 

que o WGA produz um aumento de altura de 10 nm em ambos os materiais. Em 

comparação com a funcionalização de ConA, pode-se dizer que sua afinidade é maior, 

pois a altura da membrana de PVA-ConA aumentou de 260 nm para 287 nm e a de 

PVA / QS-ConA aumentou de 278 nm para 311 nm (aumento de 27-33 nm cada). 

Além disso, as membranas funcionalizadas com ConA tiveram uma mudança 

morfológica mais evidente. Em geral, as amostras de PVA-QS apresentam superfícies 

mais lisas compostas por protuberâncias nanométricas. Após o crescimento de CTM-

GWH, as superfícies tornaram-se mais ásperas e maiores alturas foram observadas. 

É importante ressaltar que, devido ao tratamento de fixação, a morfologia de todas as 

amostras analisadas é diferente de seu estado hidratado. No entanto, os aumentos 

de altura e morfologia surgem, sem dúvida, da quantidade de células dessecadas ou 

de lectinas aderidas. 

Fig.24 Micrografias de AFM de nanofibras secas. PVA puro (a), PVA_WGA (b), 

PVA_ConA (c), PVA_QS(d), PVA_QS_WGA (e), PVA_QS_ConA (f). 
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Fig. 25 Micrografias de AFM das nanofibras após a incubação. a) PVA_WGA 12 horas 

de incubação, b) PVA_ConA 12 horas de incubação, c) PVA_Chitosan 12 horas de 

incubação, d) PVA_QS_WGA 12 horas de incubação, e) PVA_QS_ConA 12 horas de 

incubação, f) PVA_WGA 24 horas de incubação, g) PVA_ConA 24 horas de 

incubação, h ) PVA_QS 24 horas de incubação, i) PVA_QS_ WGA 24 horas de 

incubação, j) PVA_QS_ConA 24 horas de incubação. 

 

 4.1.2. Ensaio de Viabilidade 

 As células viáveis transformam a solução de MTT amarelo claro em cristais de 

formazan azul escuro. Assim, a produção de formazan indica indiretamente que as 

células estão vivas. A Fig. 26 mostra que CTM-GWH produziu formazan às 24 e 48 

horas. Além disso, observamos taxas de viabilidade de mais de 95% de viabilidade 

em todos os grupos testados durante os períodos de 24 e 48 horas. Nossos poços de 

controle (membranas com meio de cultura e CTM) mostram que não ocorreu 

contaminação e que os materiais usados na mistura polimérica não reagem com o 

MTT. Nossos resultados demonstram que a adição de lectinas melhora a viabilidade 

celular em estruturas de PVA. Por exemplo, em comparação com tapetes PVA-puros 

(amostras de controle), a adição de WGA já aumenta a viabilidade celular, no entanto, 

tapetes funcionalizados com ConA apresentam uma cor azul mais escura, indicando 

aumento da biocompatibilidade. Esse comportamento é esperado, uma vez que a 

adição de ConA a materiais poliméricos, metais e plásticos já demonstrou aumentar a 

adesão celular (Anselme, 2000). Por outro lado, quando o PVA já está associado à 

quitosana, o efeito das lectinas é mínimo. As viabilidades permanecem muito 
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semelhantes para os três PVA / QS, PVA-WGA / QS e PVA-ConA /QS, sugerindo, 

portanto, que a interação adesiva já é conduzida pela presença da própria QS, cuja 

estrutura química é muito semelhante aos glicosaminoglicanos da MEC da GWH 

(Lange et al., 2002). 

Fig. 26 Ensaio de viabilidade celular após 24 e 48 horas de incubação. 

 

4.1.3. Análise impedimétrica 

Medidas impedimétricas foram realizadas a cada 12 h para monitorar o 

crescimento e a adesão na matriz polimérica. A Fig. 27 mostra a impedância faradaica 

antes e depois da incubação das CTM-GWH. Observamos que as menores respostas 

são encontradas no início dos experimentos. O aumento progressivo na adesão 

celular resultou em aumentos significativos na resistência à transferência de elétrons. 

Os valores de Rct para superfícies de fibras modificadas por CTM-GWH são 

mostrados na Tabela 1. Observamos que as características dielétricas da rede 

polimérica são modificadas após a adsorção celular em sua superfície. O aumento da 

resistência eletrônica indica aderência das CTM-GWH à superfície das fibras 

poliméricas e como esperado, no processo de adesão e proliferação, observou-se 

maior resistência. 
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Fig. 27 Diagramas de Nyquist das nanofibras expostas às células-tronco. PVA_ConA 

(a), PVA_WGA (b), PVA_Quitosana (c) PVA_QS_ConA (d), PVA_QS_WGA (e) em 

momentos diferentes. 

 

 

Tabela 1. Valores dos elementos de circuito equivalentes a partir dos resultados da 

impedância ajustada. 

Time (Hours) Rs Q Rct W 

 
 

PVA-ConA 

0 316Ω 8.13μMho 128Ω 1080μMho 

12 318Ω 14.1μMho 150Ω 1070μMho 

24 327Ω 2.87μMho 1850Ω 944μMho 

36 322Ω 6.06μMho 280Ω 1060μMho 

     

PVA-WGA 

0 303Ω 15.1μMho 110Ω 1080μMho 

12 367Ω 28.2μMho 122Ω 1050μMho 

24 370Ω 2.87μMho 41200Ω 20.0μMho 
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36 358Ω 8.04μMho 1090Ω 86.9μMho 

     

PVA-Chitosan 

0 306Ω 5.77μMho 473Ω 1080μMho 

12 307Ω 11.4μMho 266Ω 1090μMho 

24 315Ω 2.88μMho 4050Ω 753μMho 

36 312Ω 4.43μMho 530Ω 1070μMho 

     

PVA-Chit-ConA 

0 307Ω 4.95μMho 290Ω 1111μMho 

12 301Ω 4.80μMho 818Ω 1090μMho 

24 317Ω 2.13μMho 5850Ω 599μMho 

36 310Ω 2.83μMho 1150Ω 1050μMho 

     

PVA-Chit-WGA 

0 305Ω 5.90μMho 208Ω 1100μMho 

12 296Ω 6.59μMho 470Ω 1100μMho 

24 326Ω 2.12μMho 6420Ω 551μMho 

36 308Ω 3.39μMho 903Ω 1050μMho 

     

     

  

O processo de adesão celular por meio de interações célula-matriz ou célula-

célula está associado a integrinas, caderinas, membros da superfamília de 

imunoglobulinas e selectinas (Guo et al., 2006). A interação das moléculas da 

membrana celular e dos grupos funcionais dos polímeros ocorre devido à adesão não 

específica, como ligações de hidrogênio, eletrostáticas, polares ou iônicas (Bačáková 

et al., 2000). A interação fraca ocorre devido à ausência de proteínas da matriz 

extracelular (MEC) (Bačáková et al., 2004). Assim, a melhoria da adesão e 

crescimento celular em superfícies sem MEC é obtida por meio do uso de materiais 

de revestimento com diferentes moléculas biológicas que podem fornecer as 
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propriedades adesivas e o ambiente necessário para a adesão e sobrevivência celular 

(Sachlos et al., 2003). 

A aderência do HWJ-MSC resulta em uma diminuição da área de superfície 

ativa. Além disso, pode-se observar um aumento do efeito de barreira contra a 

transferência de elétrons entre a matriz polimérica e a superfície do eletrodo. Em 

trabalhos anteriores, o EIE já foi utilizado para avaliar a adesão de células HeLa em 

filmes de anticorpo / metal / polissacarídeo (Jiang et al., 2010). Assim, o EIE pode ser 

considerado uma técnica útil para avaliar a aderência do CTM-GWH à superfície do 

polímero. 

           Os gráficos de Bode das fibras poliméricas e dos sistemas de fibras-CTM-GWH 

são mostrados na Fig. 28. Como pode ser visto, a resistência em alta frequência é 

comum a todos os sistemas. No entanto, os gráficos de Bode mostram diferenças na 

magnitude da impedância em frequências baixas, sendo mais altas para membranas 

com células. Portanto, o aumento da resposta dielétrica aos sistemas CTM-GWH pode 

ser explicado por processos de relaxamento de íons devido ao bloqueio do 

deslocamento de íons que surge na superfície das membranas (Gheorghe & Guiseppi-

Elie, 2003).  

Fig. 28 Diagramas de Bode das nanofibras expostas às células-tronco. PVA_ConA 

(a), PVA_WGA (b), PVA_Quitosana (c) PVA_QS_ConA (d), PVA_QS_WGA (e) em 

momentos diferentes. 
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É importante notar que esses resultados também podem sugerir de alterações 

na membrana celular. Na verdade, um estudo recente que explorou a diferenciação 

de células-tronco por meio do monitoramento de medidas de impedância em uma 

frequência específica, encontrou resultados semelhantes em relação ao 

desenvolvimento dos estágios de crescimento e proliferação (Angstamann et al., 

2011). Dessa forma, nossos resultados mostram um aumento inicial da resposta 

impedimétrica durante as primeiras 24 h da fase de adesão das CTM-GWH, sendo 

que desta vez ocorreu uma queda drástica na fase de proliferação. Para as mudanças 

morfológicas mais prováveis das células, endossar o rearranjo e a distribuição da 

densidade nos arcabouços das nanofibras. As CTM-GWH aderiram e se espalham 

nas membranas durante o cultivo e estudos anteriores demonstraram diferenças 

eletroquímicas em culturas de células devido a alterações na morfologia celular, 

cobertura celular e interações célula-substrato (Low et al., 2017). 

Aproveitando a não invasividade da espectroscopia de impedância, nosso 

grupo está atualmente preparando um estudo mais detalhado para avaliar a 

possibilidade de processos de diferenciação celular que poderiam estar ocorrendo 

durante as 36 horas iniciais para melhor explicar o comportamento da impedância 

observado em frequências mais altas (Giaever & Keese, 1993). 

O circuito elétrico mostrado na Fig. 29 representa a interface elétrica associada 

ao uso de membranas de nanofibra como suporte para células de cultura. Os valores 

experimentais foram ajustados usando o software NOVA, e os dados obtidos estão 

descritos na Tabela 1. A modelagem de circuito equivalente fornece os meios para 

extrair a contribuição de componentes individuais (células aderidas, andaimes e meios 

eletroquímicos) da resposta de impedância geral. O circuito equivalente proposto é 

composto por uma resistência ôhmica da solução eletrolítica (Rs) e impedância 

Warburg (W), que representa as propriedades gerais da solução eletrolítica e as 

capacidades de difusão da solução redox, respectivamente. Além disso, as 

propriedades interfaciais da superfície estão associadas a uma capacitância dupla 

(Cdl) e resistência de transferência de elétrons (Rct). Rct controla a taxa de 

transferência de elétrons interfacial entre a solução e o eletrodo. Além disso, Rct é 

equivalente ao diâmetro do semicírculo em frequências mais altas. Nossos resultados 

demonstram que as mudanças em Rct foram mais significativas do que os outros 
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parâmetros de impedância. Assim, Rct é o sinal mais apropriado para avaliar as 

propriedades interfaciais das fibras poliméricas durante o procedimento de adesão 

celular. 

Fig. 29 Circuito equivalente usado para ajustar os resultados experimentais, onde Rs 

representa a resistência ôhmica da solução eletrolítica, Q é o elemento constante de 

fase, W é a impedância de Warburg e Rct é a resistência de transferência de carga. 

 

No momento, nossa atenção é atraída para as maiores magnitudes Rct 

encontradas para todas as esteiras aderidas a CTM-GWH. Portanto, a adesão celular 

foi avaliada quantitativamente pelo cálculo da variação relativa da resistência de 

transferência de elétrons (ΔRct), como segue: 

∆𝑅𝑐𝑡% = (
𝑅(𝑓−𝐻𝑊𝐽𝑀𝑆𝐶)−𝑅𝑓

𝑅𝑓
) × 100 ,  (1) 

onde Rf é o valor da resistência de transferência de elétrons do tapete puro antes da 

inoculação e Rf- CTM-GWH é o valor da resistência de transferência de elétrons dos 

tapetes após a inoculação das CTM-GWH. As curvas de Cole-Cole exibiram uma 

resposta de impedância crescente durante a interação das fibras poliméricas com as 

CTM-GWH quando comparadas às esteiras não modificadas. Os valores de ΔRct se 

correlacionam bem com o número de CTM-GWH ligados à superfície das fibras 

poliméricas. Portanto, nossos resultados demonstram a conveniência que a técnica 

EIE oferece no monitoramento da dinâmica de crescimento de andaimes cultivados 

com CTM-GWH. Além disso, uma avaliação impedimétrica permite uma análise 

contínua das culturas sem perturbar seu crescimento, que é uma característica 

importante necessária para o transplante de andaimes de cultura em engenharia de 

tecidos. A adesão é essencial para determinar a adequação dos dispositivos médicos 
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implantáveis para uso no organismo. Assim, uma interação estável entre a superfície 

dos materiais e o tecido circundante também é essencial para o sucesso a longo prazo 

dos implantes (Demestrecu et al., 2010). 

Os possíveis mecanismos de adesão celular nas esteiras poliméricas podem 

ser listados como segue: (i) adesão biológica integrada, (ii) adesão química controlada 

por composição e molhabilidade, e (iii) adesão física controlada por porosidade e 

rugosidade (Lee et al., 2004). Nesse contexto, saber que a adesão celular é 

influenciada de acordo com o grau de rugosidade e hidrofobicidade da superfície 

polimérica (Anselme et al., 2000). Nossos resultados confirmam que a adesão celular 

a materiais nanoporosos, como membranas de eletrofiação, pode ser aumentada por 

meio da adição de biomoléculas ou da composição química da mistura (Ruardy et al., 

1995). 

 

4.4 Biossensor impedimétrico eletroquímico à base de peptídeo antimicrobiano 

modificado (Clavanina-MO) para detecção de espécies de Candida. 

 

4.4.2 Análises morfológicas do sistema sensor 

 

A Fig. 30 mostra as imagens capturadas pelo AFM durante o processo de 

montagem da plataforma e teste do biossensor. Na Fig. 30a, uma camada bem 

distribuída de 64 nm de PTAA é encontrada cobrindo homogeneamente a superfície. 

Após a imobilização covalente do NH2-TiO2NPs, a altura média do filme aumenta para 

73 nm (Fig. 30b); este resultado está em conformidade com o tamanho das 

nanopartículas imobilizadas. Após a imobilização covalente de CLAV-MO 

apresentada na Fig 30c, a altura aumenta para 80 nm. Sua distribuição heterogênea 

na superfície havia ocorrido provavelmente devido à grande área superficial trazida 

pelas nanopartículas de TiO2, esse comportamento era esperado uma vez que uma 

topografia semelhante foi observada em relatórios anteriores (de Miranda et al., 2017; 

Silva Junior et al. , 2018). Finalmente, a superfície do biossensor foi estudada após 

sua exposição a quatro amostras de Candida: C. glabrata, C. tropicalis, C. albicans e 

C. krusei. A biointeração foi confirmada pelas mudanças na topografia da superfície e 

altura nas Figs. 30d, 30e, 30f e 30g, respectivamente. 
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Fig. 30 Imagens 3D AFM do eletrodo de trabalho de ouro revestido com filmes PTAA 

(a), PTAA_TiO2NPs (b), PTAA_TiO2NPs_CLAVMO (c), PTAA_TiO2NPs 

_CLAVMO_C. Krusei (d), PTAA_TiO2NPs_CLAVMO_C. glabrata (e), PTAA_TiO2NPs 

_CLAVMO_C. tropicalis (f) e PTAA_TiO2NPs _CLAVMO_C. albicans (g). 

 

4.4.3 Análises eletroquímicas 

A eletropolimerização de 3-TAA é mostrada na Fig 31a. A corrente do pico 

anódico em torno de 1,12 V diminui no voltamograma. Além disso, uma ligeira 

mudança contínua em direção a potenciais mais elevados pode ser observada. Este 

comportamento está associado ao aumento da espessura do filme após cada ciclo de 

polimerização e, portanto, ao aumento da resistência à transferência de carga (Fig. 

31b linha vermelha Rct = 1240 Ω). Além disso, o pico anódico em torno de 0,53 V 

surge da dopagem de filme polimérico, enquanto os picos catódicos em torno de 0,28 

V e 0,87 V estão respectivamente associados à redução de prótons e de-dopagem 

das cadeias poliméricas oxidadas durante a varredura reversa. Os grupos carboxila 

presentes no filme PTAA foram covalentemente ligados aos TiO2NPs aminados pela 

química EDC:NHS. Como resultado, a caracterização do EIS mostra que a resposta 

impedimétrica (Fig. 31b linha azul) aumenta para Rct = 1370 Ω. A adição de TiO2NP 

aumenta a sensibilidade e detecção analítica da plataforma do biossensor por meio 

de área ativa aumentada (Bai e Zhou, 2014; Shetti et al., 2019). Após a imobilização 

covalente de CLAVMO, um novo aumento no diâmetro do semicírculo foi observado 

(Fig. 31b curva verde, Rct = 1790 Ω). Alguns atributos físicos do peptídeo, como 

superfície catiônica e aminoácidos hidrofóbicos, podem promover aumento da 

resistividade (Nguyen et al., 2011). 
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Fig. 31 Processo de montagem do biossensor. VCs de polimerização do TAA 

registrados em 20 mL de HCl 0,1 M, taxa de varredura potencial: 100 mV s-1 (a). 

Caracterização EIE da plataforma em cada etapa de montagem (b); Inserção: Circuito 

equivalente adotado para ajustar os dados de impedância. 

 

Para avaliar a seletividade e sensibilidade do biossensor, diferentes amostras 

de Candida foram testadas em seis concentrações diferentes. Em cada medição, o 

biossensor foi incubado por 10 min com 2 µL de cada amostra. A plataforma de 

detecção foi preparada de fresco antes da medição. As respostas impedimétricas 

obtidas após a interação com os microrganismos avaliados são mostradas na Fig. 32. 

No geral, descobrimos que a altura do arco do círculo aumenta com a presença de 

uma maior concentração de microrganismos. Esse efeito está relacionado à aderência 

das células ao biossensor, formando uma camada que dificulta a proximidade da 

sonda redox à superfície de transferência de elétrons. 
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Fig. 32 Gráficos de Nyquist do biossensor baseado em peptídeo após exposição a 

diferentes concentrações (101 a 106 UFC mL-1) de espécies patogênicas de Candida: 

C. albicans (a), C. tropicalis (b), C. glabrata (c) e C. Krusei (d). 

 

O ajuste matemático dos gráficos de Nyquist em um modelo de circuito 

equivalente de Randles foi realizado para avaliar analiticamente os parâmetros do 

espectro de impedância. Este circuito equivalente compreende a resistência da 

solução eletrolítica (RS) inserida como um elemento em série, um elemento de fase 

constante (Q) representando a pseudo-capacitância da camada dupla formada na 

interface do eletrodo, uma resistência de transferência de carga (Rct) e o elemento de 

difusão Warburg (W) refletindo as propriedades do eletrólito. Os valores obtidos para 

cada componente estão listados na Tabela 2. Digno de nota, os fatores Q e n 

registrados após a imobilização de TiO2NPs confirmaram o aprimoramento das 

propriedades eletroquímicas da plataforma. Durante o teste dos biossensores, nota-

se que em densidades de levedura mais altas, Rct aumenta linearmente. Além disso, 

a pseudocapacitância aumenta pelo fator n, revelando assim o bloqueio de carga na 
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superfície do sensor devido ao acúmulo de massa específica. A variação relativa do 

Rct (ΔRct) foi calculada de acordo com a seguinte equação:  

𝛥𝑅𝐶𝑇(%) = | 
𝑅𝐶𝑇 (𝐶𝑎𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎)− 𝑅𝐶𝑇 (𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟)

𝑅𝐶𝑇 (𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟)
|  × 100      (2) 

Onde Rct (Candida) corresponde aos valores de Rct após o reconhecimento da 

levedura promovido pelo CLAV-MO, e Rct (Sensor) é a resposta basal do biossensor. 

A Fig.33b mostra a variação do ΔRct em resposta às diferentes concentrações (UFC 

mL-1) de Candida spp. Foi observada uma relação linear entre as quantidades de 

Candida e o ΔRct. Os valores de ΔRct aumentam da seguinte forma: C. krusei <C. 

glabrata <C. tropicalis <C. albicans e suas equações de correlação linear são y = 

41,154 + 15,562 * (lnx); y = 179,997 + 11,874 * (lnx); y = 318,987 + 60,309 * (lnx) ey 

= 371,503 + 91,988 * ln (x), respectivamente. Os limites de detecção (calculados como 

LOD = 3,33 σ / S) foram 2,33; 2.04; 3,73 e 3,84, respectivamente. Digno de nota, os 

LODs da levedura haplóide foram menores do que os diplóides. 

Para entender o progresso de captura de leveduras, a cobertura (θ) da 

superfície do biossensor pode ser calculada da seguinte forma: 

𝜃 = 1 −
𝑅𝑐𝑡(𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟)

𝑅𝑐𝑡(𝐶𝑎𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎)
,                (3) 

onde Rct (Biossensor) é a resistência de transferência de carga para o sistema 

biossensor inicial e Rct (Candida) é a resistência de transferência de carga registrada 

após a interação com amostras de Candida spp. O revestimento da superfície 

representa os locais de reconhecimento CLAV-MO disponíveis já ocupados por 

leveduras, os resultados são mostrados plotados na Fig. 33b como θ% em função da 

concentração da amostra. Uma relação diretamente proporcional foi observada, onde 

θ% aumentou com o aumento da quantidade de Candida limitada de 101 a 106 UFC 

mL-1. De 101 UFC mL-1 θ% aumentou visivelmente em todas as amostras e em 103 

UFC mL-1 θ% é encontrado para ser 88% e 91% para C. tropicalis e C. albicans 

respectivamente, enquanto C. glabrata e C. krusei apresentaram valores mais baixos, 

73% e 53% respectivamente. 

Tabela 2. Valores dos elementos de circuito equivalente a partir dos resultados da 

impedância ajustada. 
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Modified electrode 

Candida 

concentrati

on (CFU mL-

1) 

RCT (k ) Q (μS) n 

Bare gold electrode - 0.101 0.216 0.442 

PTAA - 0.124 0.314 0.373 

PTAA_TiO2NPs - 0.137 0.304 0.619 

PTAA_TiO2NPs_ClavaninMO - 0.179 0.266 0.371 

ClavaninMO_C. albicans 

 

101 0.976 7.97 0.667 

102 1.82 4.4 0.672 

103 1.98 2.96 0.689 

104 2.53 2.54 0.712 

105 2.77 2.27 0.719 

106 2.95 2.15 0.733 

ClavaninMO_C. tropicalis 

101 0.856 18.4 0.648 

102 1.41 16.2 0.654 

103 1.56 13.4 0.673 

104 1.73 11.9 0.685 

105 1.87 10.6 0.697 

106 2.29 8.76 0.715 

ClavaninMO_C. glabrata 

101 0.542 10.4 0.731 

102 0.603 8.88 0.747 

103 0.66 8.02 0.758 
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Fig. 33 ΔRct% (a) e cobertura da superfície microbiana “θ%” (b) do sistema biossensor 

após exposição a diferentes concentrações de cepas de Candida. Todos os dados 

experimentais usados para calcular ΔRct% e θ são mostrados na Tabela 2. 

 

Os dados obtidos do circuito equivalente de Randles também forneceram 

informações úteis relacionadas à diferenciação de Candida spp. após a ligação ao 

biossensor. Três variáveis, Rct, Q e n apresentaram um valor característico para cada 

espécie de Candida. Nesse sentido, foi criado um plot 3D com esses elementos, 

conforme mostrado na Figura 34. Podemos observar uma distribuição efetiva dos 

dados no plot em função das espécies estudadas. C. albicans (círculos azuis) e C. 

104 0.679 7.41 0.766 

105 0.753 6.88 0.775 

106 0.792 6.35 0.784 

ClavaninMO_C. krusei 

 

101 0.328 38.3 0.597 

102 0.355 32.8 0.613 

103 0.388 22.9 0.651 

104 0.398 22.1 0.655 

105 0.422 20.8 0.661 

106 0.469 18.7 0.672 
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tropicalis (triângulos roxos) estão localizados na região de maior Rct, indicando maior 

efeito de bloqueio do sensor modificado por PAM e maior inserção e permeabilização 

desses microrganismos ao CLAV-MO. Por outro lado, C. glabrata está localizada em 

uma área de menor Rct e maiores valores de n e C. krusei também localizada em 

menor Rct, maiores valores de n. Embora esses resultados estejam correlacionados 

a um pequeno efeito de bloqueio, a dispersão pseudocapacitiva é maior. 

Fig. 34 Gráfico 3D para os valores de n, Q e Rct mostrados na Tabela 2. 

 

A clavanina A (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2) é um peptídeo catiônico 

usado com sucesso para a detecção de bactérias (de Miranda et al., 2017; Silva Junior 

et al., 2018). O incremento de resíduos de aminoácidos apolares (FLPII) apresentou 

melhor hidrofobicidade em relação aos lipídeos. No entanto, a parede celular da 

maioria das leveduras compreende carboidratos relacionados ao reconhecimento 

imunológico, como mananos, glucanos, quitina e proteínas (Gow e Hube, 2012; 

Reyna-Beltrán et al., 2019), enquanto os lipídios representam um componente menor 

(Ruiz-Herrera et al., 2006). Nossos resultados mostram dois grupos distintos de 

respostas impedimétricas. C. Albicans e C. tropicalis, espécies próximas conhecidas 

por serem células diplóides, apresentaram respostas impedimétricas mais altas do 

que as espécies haplóides C.krusei e C. glabrata. Fenotipicamente, esse 

comportamento pode estar associado ao fato de leveduras diplóides possuírem dois 

conjuntos de moléculas de DNA idênticas, aumentando diretamente seu maior volume 

quando comparadas aos haplóides. No entanto, no nível molecular, deve-se notar que 
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os componentes da parede celular de leveduras diplóides são regulados para baixo, 

enquanto as células haplóides devem ter uma bioquímica mais dinâmica originada de 

suas vias de feromônio de acasalamento (Gerstein et al., 2011). Em qualquer caso, 

nosso biossensor eletroquímico foi capaz de discriminar C. albicans, C. tropicalis, C. 

glabrata e C. krusei em termos de suas características relacionadas à ploidia. A 

interação eletrostática foi promovida por Candida spp. superfície carregada 

negativamente com CLAV-MO catiônico que aumentou o potencial de membrana após 

sua permeabilização (Mishra et al., 2013). O padrão obtido no gráfico 3D permite a 

distinção entre as espécies de Candida em concentrações clinicamente relevantes. 

Até onde sabemos, o biossensor baseado em CLAV-MO é uma nova abordagem na 

discriminação de leveduras como Candida por meio de análises eletroquímicas. Ao 

todo, o evento de detecção e sua avaliação eletroquímica levaram menos de 20 

minutos para serem realizados. Uma comparação do biossensor proposto com outros 

biossensores relatados, desenvolvidos para a identificação de Candida spp. com seu 

LOD é mostrado na Tabela 3. 

Tabela 3 Comparação de plataformas de sensores desenvolvidas para detectar 

Candida spp. com o presente trabalho. 

Sensing element Target fungi 
Detection limit (CFU 

mL-1) 
Technique 

Referenc

e 

Antibody C. albicans 101  

Electrochemical 

impedance 

spectroscopy 

(EIS) 

[22] 

Antibody C. albicans 50  
Field-effect 

Transistor 
[23] 

- 
C. krusei 

C. guilliermondii 
500  

PCR + 

Electrospray 

ionization-mass 

spectrometry 

(ESI-MS) 

[24] 

Antibody C. albicans 106  
Surface Plasmon 

Resonance (SPR) 
[25] 
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- C. albicans 108  

Surface-enhanced 

Raman 

spectroscopy 

(SERS) 

[26] 

Lectin C. albicans 32  

UV resonance 

Raman 

spectroscopy 

[27] 

Antimicrobial 

peptide (Clavanin-

MO) 

C. albicans, 

C. krusei, 

C. tropicalis 

C. glabrata 

2-4  

Electrochemical 

Impedance 

Spectroscopy 

(EIS) 

This work. 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

• O trabalho apresentou o uso de materiais biocompatíveis já conhecidos como 

arcabouços para cultura de células-tronco, que podem ser facilmente utilizados 

em aplicações de engenharia de tecidos; 

• Os resultados do EIE mostraram a viabilidade e a estabilidade durante a 

caracterização elétrica das fibras de PVA-ConA, PVA-WGA, PVA-Chitosan, 

PVA-Chitosan-ConA e PVA-Chistosan-WGA eletrofiadas inoculadas com 

CTMs-CUH; 

• As células aderidas sobre as nanofibras afetaram apenas a faixa de 

espectroscopia dielétrica de baixa frequência; portanto, o monitoramento pode 

ser realizado quando imerso em meio de cultura; 

• A RCT aumentou correspondentemente à quantidade de CTMs-CUH 

encontrada nas fibras, representando, portanto, diretamente a taxa de adesão 

das culturas. 

• Espera-se que o sistema proposto também possa ser usado para o 

monitoramento não invasivo da diferenciação de CTMs-CUH. 

• As nanofibras produzidas por eletrofiação, para cultura de células-tronco,   

apresentaram resultados satisfatórios em relação à impedância eletroquímica 

e viabilidade celular, porém existem perspectivas de estudos mais 

aprofundados a respeito de sua porosidade e arquitetura para a obtenção de 

uma maior compreensão de como esses arcabouços podem controlar os 

destinos celulares, assim como, direcionar sua diferenciação para uma 

linhagem desejada.  

 

• O trabalho também demonstrou o desenvolvimento de um novo biossensor 

eletroquímico à base de PAM com detecção rápida e sensível de cepas de 

Candida. 

• O sistema sensor baseado em nanofilmes de PTAA eletropolimerizados, 

NPsTiO2 e o peptídeo Clavanina-MO foi capaz de detectar e discriminar quatro 

espécies diferentes de Candida, onde Candida albicans e Candida tropicalis 
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apresentaram a maior resposta eletroquímica analisada pela técnica 

impedimétrica. 

• Foi alcançado um excelente limite de detecção para cada microrganismo 

avaliado, com 101 CFU mL-1 e 106 CFU mL-1 como o menor e o maior valor, 

respectivamente. 

• A construção do biossensor tem como perspectiva principal o uso de amostras 

clínicas, tais como: sangue, saliva, LCR, entre outras, para uma maior 

validação analítica e ainda, a sua efetividade também o relaciona a 

possibilidades de novos experimentos, não só com fungos, mas também como 

outros microrganismos, como bactérias, vírus e protozoários.  

• Os resultados apresentados pelo sistema sensor PTAA_NPsTiO2_Clavanina-

MO mostram seu potencial como uma possível aplicação biomédica alternativa 

sobre os métodos tradicionais. 

• Por fim, o presente estudo possui potencial de contribuição no campo dos 

biossensores e da engenharia de tecidos, representando novas possibilidades 

bionanotecnológicas que podem futuramente ser utilizadas em aplicações na 

área médica e diagnóstica.  
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ANEXO C ̶  PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA DA UFPE. 
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