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RESUMO

Dentre as principais aplicagdes da bionanotecnologia, podemos citar a criagdo de
sistemas de liberagdo controlada de farmacos, sistemas de deteccdo de
biomarcadores, nanossensores, biochips e 0 uso na restauracao de tecidos e 6rgaos
em engenharia de tecidos. Neste sentido, o presente trabalho traz o desenvolvimento
de nanoestruturas para uso como biossensores e aplicagcdo na engenharia de tecidos.
O primeiro sistema refere-se a nanofibras compostas por polimeros de PVA/lectinas
e PVA/quitosana/lectinas produzidos pela técnica de eletrofiacdo. Foram utilizadas as
lectinas Concanavalina A e Aglutinina de germém de trigo (WGA), proteinas de origem
ndo-imune que se ligam a carboidratos de superficie celular e promovem adeséo e
diferenciacdo celular. As fibras poliméricas foram investigadas quanto a capacidade
de aderéncia e comportamento proliferativo de células-tronco mesenquimais (CTMs)
isoladas de corddo umbilical humano. Sua aplicabilidade foi avaliada através da
resposta dielétrica pela técnica de Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE)
antes e apds serem submetidas a cultura celular, em diferentes periodos de tempo.
Além disso, foi explorada as propriedades morfoldgicas das fibras por microscopia de
forca atdmica (AFM) e realizado o teste de citotoxicidade por MTT. Como resultados,
as nanofibras promoveram a adesao e proliferacdo das CTMs adicionadas, assim
como, ndo houve morte celular significativa. O segundo sistema refere-se ao
desenvolvimento de um biodispositivo que pretende auxiliar no diagnostico de
Candidemias. Foi desenvolvida uma plataforma biossensora nanoestruturada
baseada em uma monocamada automontada de poli (&cido tiofeno acético) (PTAA),
nanoparticulas de TiO2 aminadas e o peptideo Clavanina-MO que detecta e diferencia
Candida spp patogénica. Alguns peptideos antimicrobianos (PAMs) demonstram
eficiéncia 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 insercdo dos residuos de
aminoacidos FLPII na extremidade N-terminal da Clavanina A, peptideo natural obtido
do tunicado Styela clava. Como resultados, o filme de PTAA foi formado na superficie
do eletrodo através da técnica de Voltametria ciclica, aumentando a condutividade do
sistema. As nanoparticulas de dioxido de titanio aminadas aumentaram a area

superficial e melhoraram a transferéncia de elétrons. A analise topografica do



biossensor, feita por AFM, revelou modificaces significativas na altura e rugosidade
na superficie do sensor, indicando o reconhecimento seletivo. A técnica de EIE
evidenciou uma crescente resisténcia a transferéncia de carga em cada concentracao.
O biossensor foi capaz de reconhecer e diferenciar C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata e C. krusei, apresentando um limite de deteccdo de 101 CFC/mL. Portanto,
0 presente estudo representa potencial contribuicdo tanto para o campo dos

biossensores como da engenharia de tecidos.

Palavras-chave: Células-tronco; Eletrofiacdo; 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 INTRODUCAO

A Bionanotecnologia (BNT) € definida como o subconjunto da nanotecnologia
associada ao uso de componentes biolégicos 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 aplicagdbes em medicina,
agricultura, eletrénica, cosmeéticos, meio ambiente, etc. Dentre as principais
aplicacdes podemos citar, a criacdo de sistemas de liberacéo controlada de farmacos,
sistemas de deteccdo de biomarcadores, nanossensores e 0 uUso na restauracao de
tecidos e 6rgdos em engenharia de tecidos (Faria-Tischer & Tischer, 2012; Lee &
Moon, 2020).

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de nanoestruturas voltadas
para a area de bionanotecnologia. De forma mais especifica, as nanoestruturas estao
contidas na producdo dos biossensores e da engenharia de tecidos. No
desenvolvimento destes trabalhos foram utilizadas técnicas eletroquimicas, de

eletrofiagdo, microscopias eletrdnicas, entre outras.

Inicialmente, apresentamos o desenvolvimento de nanofibras compostas por
polimeros naturais e/ou sintéticos produzidos pela técnica de eletrofiacdo, que
consiste na produgdo de fibras com tamanhos nano e micro a partir de fios
eletricamente carregados provenientes de solucdes poliméricas. Posteriormente,
investigamos a aderéncia e comportamento proliferativo de células-tronco
mesenquimais (CTMs) isoladas de corddo umbilical humano nas nanofibras
produzidas. As CTMs se destacam por serem multipotentes e autorrenovaveis, sendo
encontradas em quase todos os tecidos celulares, e dotadas de capacidade de se
diferenciar em linhagens celulares como adipdcitos, condrécitos e osteoblastos (Chen
et al., 2016; Assis-hibas et al., 2018). Assim, foram testadas 5 composi¢cdes de
nanofibras diferentes, incluindo o alcool polivinilico (PVA) e quitosana, como
polimeros. Ademais, foram utilizadas as lectinas Concanavalina A (ConA) e a
aglutinina de gérmen de trigo (WGA) como agentes bioativos. As lectinas séo
proteinas de origem ndo-imune que se ligam de forma reversivel a carboidratos
presentes nas superficies celulares e estudos ja relataram que estas séo capazes de

mediar processos de reconhecimento célula-célula e célula- matriz extracelular,
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adeséo e diferenciacdo 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 diagndstico de Candidemias. E uma condig&o clinica
que depende da imunidade do hospedeiro e da colonizagdo anormal de espécies de
Candida (Pappas et al., 2018). As unidades de terapia intensiva (UTIs) mantém
pacientes que possuem fatores predisponentes para a aquisicdo de candidemias,
como é o caso de pacientes transplantados, em uso de quimioterapicos e antibioticos

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

Embora C. albicans seja o0 agente mais prevalente de candidemia, a
epidemiologia da candidiase mudou nas ultimas décadas e Candidas ndo albicans
(CNA) vém se destacando também como agentes etiolégicos. Em estudos
epidemioldgicos realizados no Brasil, C. tropicalis e C. parapsilosis sdo as mais
frequentemente isoladas em hemoculturas. A C. glabrata tem menor incidéncia no
Brasil, porém nos paises da Ameérica do Norte e da Europa do Norte, esta espécie é
a segunda mais isolada, depois da C. albicans. E muito importante identificar com
precisdo as espécies de Candida, pois estas possuem peculiaridades diferentes em

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

Os métodos geralmente utilizados para isolamento e identificacdo em casos de
candidemia consistem na cultura de sangue e fluidos estéreis ou na pesquisa
histopatoldgica. Esses testes sdo 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 eletroquimicos vém se
destacando como uma alternativa promissora para a deteccdo de microrganismos
patogénicos. Essas ferramentas inovadoras apresentam baixo custo, portabilidade,
miniaturizagdo associada ao uso de componentes nanoestruturados, sensibilidade
aprimorada e garantem analise 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 (4cido tiofeno acético)
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(PTAA), nanoparticulas de TiO2 (NPsTiO2) aminadas e o peptideo antimicrobiano

Clavanina-MO para detecc¢éao e diferenciagao de Candida spp patogénica.

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sédo biomoléculas presentes em diversos
organismos, fazendo parte do sistema imune inato desses organismos e contribuindo
efetivamente contra patdégenos exdgenos (Silva et al., 2014). Os PAMs demonstram
eficiéncia 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 contribuicio no campo dos
biossensores e da engenharia de tecidos, representando novas possibilidades
bionanotecnoldgicas, tanto para o cultivo de células-tronco mesenquimais como para
a deteccdo e diferenciacdo de Candidas patogénicas, podendo futuramente ser

utilizado em aplicacdes na area médica e diagnéstica.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Desenvolver nanofibras poliméricas em forma de arcabougos, 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, NPsTIO: e

Clavanina-MO para detecc¢éao e diferenciagao de Candida spp patogénica.
1.1.2 Especificos
- Nanofibras poliméricas

o Produzir nanofibras de PVA, quitosana, PVA/ConA, PVA/WGA,
PVA/quitosana-ConA e PVA/quitosana/WGA pela técnica de eletrofiacéo;

o Analisar morfologicamente a superficie das nanofibras através da técnica

microscopia de forga atbmica.

o Isolar as células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton de corddo

umbilical humano;

o Realizar o cultivo das células-tronco mesenquimais sobre as nanofibras
fabricadas.

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

o Analisar por meio da técnica de Espectroscopia de Impedancia eletroquimica a

relacdo da resisténcia a transferéncia de elétrons com a adesao e proliferacao

celular.
- Biossensor
o Construir um biossensor baseado em NPsTIO2 e Clavanina-MO;
o Modificar quimicamente a superficie de NPsTIOz;
o Preparar uma camada de poli (4cido tiofeno acético) (PTAA) sobre a superficie

de ouro do eletrodo de trabalho por meio da técnica de Voltametria Ciclica;
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Preparar a plataforma biossensora formada por PTAA_  TiO2NPs-
APTES_Clavanina-MO;

Realizar medidas através da técnica de Impedancia Eletroquimicas durante a
montagem da plataforma e apds uso frente as amostras das espécies de

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

Caracterizar morfologicamente o biossensor através de Microscopia de Forgca

Atbmica antes e ap0s a interagdo com as espécies de Candida;

Definir o circuito equivalente para obtencdo de parametros eletroquimicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Engenharia de Tecidos

O termo engenharia de tecidos apareceu pela primeira vez em 1987 em uma
reunido na National Science Foundation. Em 1988 aconteceu a primeira reuniao
denominada de “Engenharia de tecidos” em Lake Tahoe, Califérnia. Porém, as
primeiras terapias baseadas em tecidos foram criadas décadas antes, em 1962, com
o desenvolvimento do primeiro substituto sintético de pele, que ndo obteve muito
sucesso (Anitha et al., 2014).

Mais tarde, por volta dos anos 70 e 80 comecaram a surgir 0S primeiros
produtos de engenharia de tecidos bem-sucedidos. A ET emergiu no campo da
medicina em 1995 com a fundacdo da sociedade de engenharia de tecidos em
Orlando, na Florida (Nerem, 2006; Berthiaume et al., 2011).

ET combina principios de setores como a medicina, a biotecnologia,
bioengenharia e ciéncias de materiais, entre outras, utilizando células vivas, materiais
biocompativeis e fatores bioquimicos (ex: fatores de diferenciacéo), bem como suas
combinac¢@es para criar substitutos que possibilitem a restauracéo ou substituicdo de
tecidos e 6rgéos lesionados, através da criacdo de estruturas que sejam capazes de
permitir o crescimento e a diferenciacao 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 reducdo da necessidade de substituicdo de érgaos e acelerar o
desenvolvimento de novas drogas que possibilitem a cura de pacientes sem a

necessidade de transplantes de 6rgéos (Pati et al., 2014).

Os tecidos do corpo humano sdo compostos de dois constituintes principais: as
células e a Matriz Extracelular (MEC) (Figura 1). Esta ultima € constituida
principalmente por fibras com didmetros de 50 a 500nm, cuja composi¢cado pode ser
descrita pela disposicédo tridimensional dinamica de polissacarideos e polimeros
naturais (colageno, elastina, fibrinogénio) sintetizados, secretados, orientados e

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

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

Fibronectina o4 3 Laminina

Portanto, a principal abordagem da engenharia de tecidos € projetar matrizes
ou arcaboucos que sejam capazes de mimetizar a MEC natural e permitir que o corpo
do hospedeiro, particularmente os componentes celulares, reconhecam 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 combinagdo entre

biomateriais, células-tronco e moléculas bioativas.
2.1.1. Biomateriais

Os biomateriais se tornaram indispensaveis elementos na melhoria da satde
humana e na qualidade de vida na era moderna. As aplicagcbes dos biomateriais
compreendem a area de diagnoéstico, como arranjos genéticos e os biossensores;
area de suprimentos meédicos, como bolsas de sangue e instrumentos cirlrgicos; area
de tratamentos terapéuticos, como implantes e dispositivos médicos, assim como, a

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

A definicdo de biomaterial mudou consideravelmente nos ultimos anos. O
conceito inicial de biomateriais tinha como objetivo combinar propriedades mecéanicas
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/

26

direcionado para o uso de biomateriais que se integram ao tecido e séo bioindutores,
potencializando a capacidade regenerativa ou reconstrutiva de um determinado tecido
ou orgdo (Ma et al., 2018).

Em aplicagbes biomédicas, os critérios para selecionar os materiais como
biomateriais sdo baseados em sua constituicdo quimica, peso molecular, solubilidade,
forma e estrutura, hidrofilia/hidrofobicidade, energia de superficie, degradagcédo por

absorcédo da agua e mecanismos de erosao (Rodriguez-Vazquez et al., 2015).

Os principais requisitos para o uso de determinados biomateriais em

engenharia de tecidos estao listados abaixo (Rodriguez-Vazquez et al., 2015):

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

presenca nao deve causar mecanismos de rejeigao;

2. Absorvivel e degradavel: com degradacao controlavel e taxa de reabsorcéo

compativel com o crescimento de celular;

3. Nao ser tdéxico ou carcinogénico: seus produtos de degradacdo ndo podem

causar efeitos adversos locais ou sistémicos nos sistemas biolégicos;

4. Quimicamente estavel: ndo apresentar alteracdes quimicas que possam gerar

produtos toéxicos, pelo menos durante o periodo de regeneracédo do tecido;

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

proliferacéo e diferenciacéo celular.

De acordo com a origem, os biomateriais podem ser classificados como
naturais e sintéticos. Como biomateriais naturais podemos citar. proteinas,
polissacarideos (ex. quitosana), cartilagens, 0ssos, entre outros. Ja os biomateriais
sintéticos englobam polimeros, ceramicas e metais. Neste contexto, iremos abordar

0s principais polimeros utilizados em ET.
2.1.1.1 Polimeros

Os polimeros utilizados em medicina regenerativa e engenharia de tecidos
devem ser materiais biocompativeis. Arcaboucos poliméricos estdo atraindo muita

atencdo devido suas propriedades Unicas, tais como alta relagdo superficie-volume,
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alta porosidade, biodegradacéo, boas propriedades mecanicas, biocompatibilidade e
versatilidade quimica e biolégica (Dhandayuthapani et al., 2011; Rodriguez-Vazquez
et al., 2015).

Os polimeros podem ser naturais, sintéticos biodegradaveis e sintéticos nédo
biodegradaveis. Dentre estes, 0s polimeros que sdo preferencialmente usados sdo os
naturais e sintéticos biodegradaveis, uma vez que apresentam boa flexibilidade em
termos de manipulacdo quimica e capacidade de se decompor em fragmentos de
baixo peso molecular, podendo assim, ser eliminado ou reabsorvido pelo corpo

humano (Rodriguez-Vazquez et al., 2015).

Polimeros naturais biodegradaveis foram os primeiros biomateriais a serem
usados clinicamente. Estes materiais possuem propriedades bioativas que o0s
permitem interagir melhor com as células hospedeiras por possuirem dominios
moleculares especificos que podem apoiar e orientar células em varios estagios do
seu desenvolvimento, apoiando positivamente a adesdo e funcdo celular. Os
exemplos mais citados na literatura desses materiais sdo: proteinas (seda, colageno,
gelatina, fibrinogénio, elastina, queratina, actina e miosina), polissacarideos (celulose,
amilose, dextrano, quitina e glicosaminoglicanos) e os polinucleotideos (DNA, RNA)
(Dhandayuthapani et al., 2011; Asti & Gioglio, 2014; Chen, 2016).

Apesar de geralmente serem biocompativeis, o0s polimeros naturais
apresentam algumas limitacdes referentes a propriedades mecanicas e estabilidade
térmica. Polimeros sintéticos, mesmo ndo apresentando total biocompatibilidade,
podem ser processados de amplas formas facilmente obtidas, além de resistirem a
altas temperaturas impostas e serem mais estaveis contra acdo de microrganismos.
Dessa forma, o desenvolvimento de materiais poliméricos baseados em misturas de
polimeros naturais e sintéticos resultam em produtos biocompativeis e com boas

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

Os polimeros sintéticos mais utilizados em regeneracéo de tecidos sao os poli
(a-hidroxiacidos), que incluem o acido polilatico (PLA), acido poliglicélico (PGA), seu
copolimero poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli-caprolactona (PCL),
polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP) e alcool polivinilico (PVA). Dentre os

citados, aqueles que possuem uma ampla aplicacéo biomédica devido suas fibras em
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micro/nanoescala semelhantes a MEC, processabilidade atraente e
biocompatibilidade estdo: PLGA, PEG, PCL, PVA e PVP (Chen & liu, 2016). Abaixo

estdo descritos os polimeros utilizados neste trabalho:

e Quitosana

A Quitosana (QS) [poly-(B-1/4) -2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose] trata-se de
um copolimero constituido da ligacdo dos mondémeros D-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina através de ligagbes B 1-4 (Figura 2), no qual a glucosamina € a unidade
de repeticdo predominante na sua estrutura. QS é um derivado natural, parcialmente
desacetilado, da quitina e componente da matriz extracelular nativa. E insoltvel em
agua, solucdes aquosas, acidos concentrados e solventes organicos comuns, mas é
totalmente soluvel quando agitado em soluc¢des de acido acético, acido nitrico, entre
outros (Kanimoshi et al., 2016; Rodriguez-Véazquez et al., 2015).

A QS é extensivamente utilizada para preparacdo de suportes porosos para
cartilagem em ET. No entanto, a fraca resisténcia mecanica das matrizes preparadas
a partir de quitosana significa um grande obstaculo para a sua aplicacao clinica. Um
método eficaz para superar essas desvantagens da QS tem sido mistura-la com outro
polimero. Como exemplo, a mistura de PVA e QS tem apresentado bons resultados
porque ambos sdo substancias polares, ricos em grupos hidroxila (-OH), os quais
tendem a formar ligacbes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares. As
ligacbes de hidrogénio entre os grupos-OH destes polimeros tende a aumentar a
estabilidade e subsequentemente a miscibilidade entre eles (Rodriguez-Vazquez et
al., 2015; Kanimoshi et al., 2016).

Fig.2 Estrutura Quimica da Quitosana.

*Fonte: (https://pt.wikipedia.org/wiki/Quitosana) /2018.
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A quitosana inicialmente era utilizada em aplicagcbes biomédicas, como a
producédo de curativos, auxilio na perda de peso corporal e na engenharia de tecidos.
Ultimamente, a QS tem se tornado candidata proeminente para o uso em sistema de
liberacdo controlada de farmacos e devido sua propriedade de adesividade, aderindo
com facilidade a tecidos moles / duros, a quitosana vem sendo utilizada em muitas
aplicacdes nos ramos da ortopedia, odontologia, oftalmologia e cirurgia (Ali & Ahmed,
2018).

¢ Alcool Polivinilico

O alcool polivinilico (PVA) é um polimero sintético com hidrofilicidade, devido a
presenca de inUmeros grupos -OH em sua estrutura (Figura 3), portanto, sollvel em
agua apos 30’ em temperatura de ~80°C. O PVA ¢é obtido através da hidrélise do
acetato de polivinila. Ele tem sido muito aplicado nos setores industrial, comercial,
meédico e alimenticio, usado para producado de resinas, fios cirirgicos e embalagens
de alimentos, que geralmente estdo em contato com a comida. Trata-se de uma
imitacdo biodegradavel de polimeros naturais e vem sendo usado por muito tempo em
misturas com outros polimeros naturais por suas caracteristicas formadoras de filmes
(Karimi & Navidbakhsh, 2013; Kumar & Han, 2016; Gaaz et al., 2015).

O PVA esta entre os mais usados polimeros sintéticos devido as suas
propriedades Unicas. Apresenta biodegradabilidade e excelente biocompatibilidade.
Este é fisiologicamente inerte em termos de toxicidade aguda e ndo é irritante para
pele nem mucosas. Apresenta barreiras notaveis contra 6leos e gorduras, aromas e
perfumes e pequenas moléculas. E um material ecolégico e biodegradado por
microrganismos adaptados em CO:2 e agua. Além disso, o PVA possui excelente
resisténcia mecanica, flexibilidade e estabilidade térmica. Por esses motivos, tal
polimero vem atraindo crescente interesse em aplicacdes biomédicas, tanto como
componente estrutural (ex: cartilagem artificial ou arcaboucos em engenharia de
tecidos), como componente funcional (sistema de liberagdo controlada de farmacos)
(Karimi & Navidbakhsh, 2013; Kumar & Han, 2016; Kanimozhi et al., 2016).



30

Fig.3 Estrutura quimica do Alcool Polivinilico (PVA).

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

As moléculas bioativas sdo representadas por diversos tipos de moléculas
sollveis capazes de interagir e modular a atividade de uma célula. Entre elas podemos
citar os hormonios, 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 peptideos antimicrobianos. Neste
capitulo, daremos enfoque as lectinas como as principais moléculas bioativas do

presente estudo.
2.1.2.1 Lectinas

As lectinas sdo proteinas que se caracterizam por sua capacidade de ligacéo a
glicanos, como manose, galactose, N-acetil glucosamina, N-acetil galactosamina,
fucose, ramnose, na presenca ou auséncia de céations divalentes com especificidade
significativa. Através da interacdo com acucares, elas desencadeiam varios processos
celulares. As suas funcdes 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,
guimerolectinas e superlectinas (Figura 4). E ainda, podem ser agrupadas em familias
diferentes, tais como: lectinas de leguminosas, lectinas inativadoras de ribossomos
tipo 11, lectinas monocotiledéneas de ligagdo a manose, entre outras (Hamid et al.,
2013; Da Silva, 2014).
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Fig.4 Classificacao das lectinas de acordo a estrutura.

*Fonte:  (https://docplayer.com.br/79122206-Universidade-federal-do-ceara-centro-
de-ciencias-departamento-de-bioguimica-e-biologia-molecular-claudener-souza-
teixeira.html)/2019.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina
RIP tipo 2

Heveina (PDB cod. 1Q9B)  CPL (PDB cod. 3U4X) Ricina (PDB cod. 2R2X) BC2L-C (PDB cod. 2XR4)

D>— Dominio de ligacdo a carboidratos
I7-3< Dominio catalitico

As merolectinas sao proteinas que contém apenas um dominio de ligacao a
carboidratos. Devido a sua natureza monovalente, este grupo de lectinas ndo promove
aglutinacao de células. Hololectinas sao lectinas que sdo compostas de duas ou mais
ligacdes de hidratos de carbono idénticas ou homologas, podendo aglutinar células
elou precipitar glicoconjugados (Ex: maioria das lectinas vegetais). As superlectinas
sdo compostas de pelo menos dois dominios de ligacdo a carboidratos que
reconhecem estruturas de carboidratos estruturalmente nao relacionadas. Por fim, o
grupo de quimerolectinas compreende todas as lectinas que sédo compostas de um ou
mais dominios de ligacdo a carboidratos fundidos a um dominio que exerce uma
atividade biolégica (Vandenborre et al.,2011).

A interagdo de lectinas com os carboidratos selecionados pode ser téo
especifica quanto a interacdo entre antigeno e anticorpo ou substrato e enzima. Elas
se ligam ndo apenas a oligossacarideos de superficie celular, como também
interagem com glicanos flutuantes, incluindo monossacarideos, 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
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As lectinas estdo envolvidas em uma enorme variedade de acontecimentos
biolégicos e consequentemente. Estudos ja relataram que tais proteinas mediam os
seguintes processos: reconhecimento célula-célula e célula-ECM, diferenciacdo
celular, sinalizacédo celular, adesao e migracéo, apoptose, imunodulacéo e inflamacéo,
inducdo de resposta mitogénica, efeitos antiproliferativos em células tumorais, entre
outros (Nascimento et al., 2012; Ghazarian et al., 2011; Chan et al., 2012).

Adicionalmente, lectinas sédo capazes de melhorar a proliferacdo e o
crescimento celular. E o caso da lectina jacalina, uma proteina de ligagdo ao PB-
galactosideo, que induz a proliferacdo de linfécitos T e, ainda, a lectina de amendoim
e de cogumelo, as quais estimulam a proliferacdo de células vasculares (Mikkola et
al., 2013).

Lectinas estdo presentes nos vegetais em grandes concentracdes, exibindo
uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo a acdo antibacteriana, antiviral,
antifingica e inseticida, além de agirem como proteinas de defesa para plantas contra
a invasao de organismos prejudiciais (Chan et al., 2012).

Desde o final dos anos 90, as lectinas de plantas sdo utilizadas para provar a
existéncia de estruturas especificas de carboidratos que diferenciam células e tecidos.
A partir destas, foi evidenciado que o padrao de glicosilacédo de proteinas celulares é
influenciado por alteracfes fisiolégicas, como a presenca de uma doenca e que a
populacdo de carboidratos alterada de uma dada glicoproteina pode ser usada,
portanto, do diagndstico de tal doenca (Palecek et al., 2015).

Entre as lectinas vegetais, as de leguminosas tém sido as de maior interesse.
Estas lectinas sdo abundantes nas sementes e pertencem a um grupo de proteinas
altamente homologas. Destacam-se no estudo de base molecular e especificidade das
interacbes proteina-carboidrato e também na compreensdo do reconhecimento
célula-célula, adesao, disseminacao de tumores, infec¢do viral e inflamacao (Largada-
Diaz et al., 2017; Varejao et al., 2010).

A primeira lectina de leguminosa a ser purificada em larga escala e acessivel
ao comércio foi a Concanavalina A (ConA), extraida das sementes da Canavalia
ensiformes (figura 5a), conhecida popularmente como “feijao-de-porco”, em 1916.
Esta lectina é Ca?*/Mn?*-dependente e de ligacdo a manose/glicose. O mondmero da
ConA é composto de 237 residuos de aminoacidos que formam 2 folhas-f3
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antiparalelas e por uma terceira folha- 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 monémeros de ConA de maneira adjacente e antiparalelos foram um dimero. Da
mesma forma o tetramero é formado por dois dimeros (Figura 5b). Tal organizacao
estrutural é dependente de pH. Quando o pH esta acima de 5.5, existe um tetramero,
caso contrario, um dimero (Li et al., 2011; Hivrale & Ingale, 2013).

Fig.5 a) Imagem das sementes de Canavalia ensiformes ou “feijdo de porco”.
*Fonte:(https://www.etsy.com/listing/546726667/canavalia-ensiformis-white-sword-
beans)/2019. b) Estrutura tridimensional do tetramero da Concanavalina A.

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

A ConA é uma lectina capaz de reconhecer, de forma especifica, varios
residuos de glicose e manose presentes em diferentes estruturas. A partir dessa
interacdo, 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 ja demonstraram que a lectina de Canavalia ensiformes

consegue controlar populagbes de células tumorais direcionando-as a apoptose,
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autofagia e anti-angiogénese, o que a torna um potencial agente antineoplasico na
terapia contra o cancer (Li et al., 2011).

Algumas lectinas podem exercer efeitos imunoldgicos, influenciando em vias
inflamatorias. A ConA demonstrou o efeito de interferir no balanco de citocinas proé e
anti-inflamatérias 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 neurdnios, aumentando sua capacidade de plasticidade neuronal, assim como,
pode promover a morte de células tumorais por autofagia, a partir da sua ligacdo a
glicoproteinas da membrana celular e, subsequente, ativacdo linfocitaria (Lin&
Levitan, 1991; Yau et al., 2015).

Adicionalmente, a ConA entre outras lectinas, vém se destacando numa area
gue combina a nanotecnologia com a glicobiologia (Gliconanotecnologia), devido a
associacao de glicoproteinas a nanomateriais, como nanoparticulas e polimeros, para
o desenvolvimento de plataformas multivalentes aplicadas na construcdo de
biossensores, dispositivos para liberacdo controlada de farmacos, arcaboucos, entre
outras aplicacGes 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
nanoparticulas de ouro para deteccdo de glicoproteinas séricas de pacientes
infectados pelo virus da dengue, utilizando técnicas eletroquimicas para a avalicdo da
resposta sensora. Mais recentemente, Chowdhury et al (2018) desenvolveram um
biossensor eletroquimico para rapida deteccdo de células cancerigenas utilizando
uma plataforma composta por um eletrodo de ouro revestido com um nanocompagsito
de ConA ligadas a nanoparticulas de FesOs4. E ainda, dentre as aplicacbes
gliconanotecnoldgicas, citamos a producdo de nanofibras supramoleculares,
constituidas pela complexacdo de nanofibras de manose automontadas com
Concanavalina A, as quais foram capazes de se ligar fortemente a superficies de
células T, promovendo a ativacdo destas, por meio de intera¢cdes multivalentes (Kim
et al., 2013).

Outro exemplo de lectina vegetal comumente estudada, € a aglutinina do
gérmen de trigo (Triticum vulgare) ou WGA (Wheat germ agglutinin). Esta lectina tem
afinidade com o acucar N-acetilglucosamina e seu dimero NN'-diacetilquitobiose,
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assim como ao acido sialico, em superficie celular (Allen, Neuberger & Sharon, 1973;
Kim et al., 2016).

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

residuos de aminoéacidos. E composta por 4 dominios e cada dominio é estabilizado
por 4 pontes dissulfeto, altamente conservadas. Quando associadas as duas
subunidades, 4 pares de contatos séo estabelecidos, formando 8 interfaces locais e 4
tipos de sitios de ligacdo a carboidratos (Figura 6) (Kim et al., 2016).
Fig6 a) Imagem de paniculas de gérmen de trigo. *Fonte:
(https:/Iwww.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 varios tipos de células animais, como eritrécitos e outros tipos

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


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

36

comum a varias lectinas e € resultado da formacao de um complexo especifico entre
a lectina e uma macromolécula receptora presente na superficie celular (Wright,
1977).

A WGA foi a primeira proteina relatada como capaz de diferenciar células
saudaveis de células tumorais. Desde entdo, esta lectina tem sido amplamente
utiizada em aplicacdbes biomédicas e bioquimicas. Dentre suas principais
propriedades estdo: mucoadesdo, citoadesdo, citoinvasao e propriedades de
transcitose em epitélio alveolar e intestinal. Sendo assim, amplamente utilizada na
pesquisa de liberacdo controlada de farmacos por ser uma das lectinas menos
imunogénicas, possuir boa biocompatibilidade e direcionar as fungdes 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 modificacéo
da superficie de lisossomos de carbopol, permitindo a sua retencdo eficaz na
membrana intestinal de ratos e melhorando a absorcdo oral de uma dada droga
peptidica aprisionada dentro dos lisossomos (Murata et al., 2013). Da mesma forma,
Glavas-Dodov et al. (2013) demonstraram o uso da WGA na funcionalizacdo de
microparticulas de quitosana-Ca-alginato carregadas com particulas de 5-fluorouracil,
melhorando a especificidade da entrega do sistema para células cancerigenas de
colon intestinal.

A lectina de Triticum vulgare também pode ser empregada no desenvolvimento
de biossensores. Yang et al. (2015) fabricaram um biossensor por
quimioluminescéncia eletrogerada para deteccdo de células cancerigenas da
préstata, constituido por um anticorpo especifico da préstata, como sonda de captura,
e a WGA (marcada com ruténio), como sonda de sinal. Esta foi elencada para o
experimento por ser de facil acesso, comparando-se com um anticorpo, e por ter
afinidade com células através da capacidade de ligagdo a N-acetilglucosamina
(GIcNAc) da superficie celular. E ainda, encontramos o emprego de tal lectina na
construcdo de uma plataforma biossensora formada por nanomembranas
tridimensionais de TiO2 conjugada com WGA para detecg¢do eletroquimica do cancer
de mama (Zanghelini et al., 2017).

A ligagcéo 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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a superficie de CTMs para entrega sistémica alvo-especifica dessas células ao figado,
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 aperfeicoar a
capacidade de cultura, adeséo e proliferagcdo de CTMs em membranas nanofibrosas
poliméricas, objetivando a obtenc¢éo de estruturas com possibilidade de uso no ramo

de engenharia de tecidos.

e Aplicacéo de lectinas na engenharia de tecidos:

Quando tratamos de engenharia de tecidos, a adeséo celular, a disseminagao
e 0 crescimento na superficie de biomateriais sdo caracteristicas imprescindiveis.
Alguns polimeros possuem caracteristicas vantajosas para construcdo de
arcaboucos, como a quitosana, o nylon, o acido poliglicélico, PVA, entre outros;
porém, fornecem uma limitada capacidade de ligacdo celular, quando comparadas
com fibras naturais (ex. colageno) (Toegel et al., 2007; Toegel et al., 2013).

Neste contexto, pesquisadores passaram a considerar as lectinas como
candidatas para melhoria de tais limitacdes pela sua capacidade de mediar bioadeséao.
Logo, Wang et al. (2003) demonstraram que a ligacdo covalente da lectina WGA a
filmes de quitosana resultou na melhora adesdo de fibroblastos, mediada por
oligossacarideos. A superficie do biomaterial modificada com WGA se tornou mais

biocompativel promovendo a adeséao 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 a WGA, sendo assim, mais
eficaz na promoc¢éo da interacdo célula-biomaterial (Wang et al., 2003; Wan & Tai,
2013).

A WGA tambeém foi ligada covalentemente a fibroina da seda para obtencéao de

um arcabouco, resultando em uma adeséao celular robusta e significativamente mais
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elevada em comparacao com a fibroina ndo modificada, tornando possivel o uso desta

em procedimentos cirdrgicos para regeneracgao tecidual (Teuschl et al., 2014).

Sabe-se que o transplante de CTMs, condrdcitos, osteoblastos e células
musculares é complicado, uma vez que tais células aderem mal, dependendo do
material do arcabouco e, geralmente, sdo danificadas por proteases ou estimulos
mecanicos no local do transplante. Baseando-se nisso, Nishimura et al. (2004)
descobriram que as células citadas quando expostas a lectina eritroaglutinina de
Phaseolus vulgaris (PHA-E) e a ConA foram capazes de aderir favoravelmente a
materiais de acido poli(acido latico-co-acido glicolico)-PGLA, titanio, hidroxiapatita e

plastico, apresentando também, resisténcia a proteases e a estimulos mecanicos.

Outros tipos de lectinas também ja foram aplicados em estudos na area de
engenharia de tecidos. As galectinas, por exemplo, sédo lectinas endégenas com
elevado poder de adesdo e efeito regulador de crescimento celular. Cientistas
comprovaram que tais lectinas induzem a conversdo de fibroblastos dérmicos
humanos em miofibroblastos, assim como, sdo capazes de produzir uma matriz
extracelular bioativa, ou seja, um arcabouco bastante adequado para a cultura de

células (Dvorankova et al., 2011., Lin et al., 2015).
2.1.2.2 Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo considerados antibiéticos naturais
produzidos por animais, plantas, protozoarios, fungos e bactérias, fazendo parte do
sistema imune inato desses organismos e contribuindo contra patdgenos exdégenos.
Os PAMs contém cadeias cationicas (carregadas positivamente) formadas por 5-50
aminoacidos e apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos,
virus e protozoarios. Esse tipo de biomolécula pode ter um efeito anfifilico, exibindo
regides hidrofilicas e hidrofébicas, enquanto interagem com membranas celulares

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

Muitos PAMs contém uma fracdo substancial de residuos hidrofébicos que
aparecem frequentemente a cada 3-4 unidades de aminoacidos. Consequentemente,
formam a-hélices ao interagir com as membranas lipidicas. Portanto, embora esses

peptideos afetem as bactérias de muitas formas diferentes, incluindo a inibicdo da
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parede celular, sintese de DNA, RNA e proteinas, considera-se a ruptura das
membranas plasméticas como o seu principal modo de ac¢do (Schmidtchen et al.,
2014). Contudo, o mecanismos de acdo dos PAMs ainda nédo estdo totalmente
elucidados. Acredita-se que existem maneiras diferentes de insercdo desses
peptideos na membrana, diretamente relacionadas a concentracdo e natureza do
PAM (Corréa et al., 2019).

Diferentes mecanismos de a¢ao tém sido propostos para os PAMs , sendo trés
0S mais aceitos pela comunidade cientifica: barril, carpete e toroidal (Figura 7). No
modelo de barril, a parte hidrofébica dos peptideos interage com as caudas
hidrocarbonadas dos lipidios da membrana e a sua parte hidrofilica expde-se no
[imen, resultando na formac&o de um poro aquoso transmembranar. O mecanismo
de carpete € um modelo de permeabilizacdo da membrana que se assemelha ao
modo de acao dos detergentes. Ao contrario do modelo de barril, ndo h& insercédo de
peptideos na membrana, mas sim um acumulo na superficie, formando um “tapete”.
Devido a alta densidade de PAMSs, a bicamada é desestabilizada por alteracdes na
fluidez e, assim, entra em colapso formando varias micelas (Van‘t hof et al., 2001;
Carvalho & Machini, 2011; Corréa et al., 2019). Por fim, o modelo poro toroidal se
diferencia do mecanismo de barril pela presenca de lipideos de membrana
intercalados com os PAMs, formando um poro. Assim, a “luz” do poro mostra as
superficies polares dos peptideos e as cabecas, também polares, dos fosfolipideos.
O residuos de aminoéacidos hidrofébicos promovem o deslocamento das cabecas
polares dos lipideos, o que induz uma tensdo na membrana. Essa tensdo leva a
desestabilizacdo da superficie da membrana e consequente lise e extravasamento

citoplasmatico (Silva et al., 2014; Corréa et al., 2019).
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Fig.7 Principais mecanismos de acao dos PAMs sobre a membrana bacteriana. Fonte:
Adaptado de Lee & Park (2014).
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Uma grande variedade de peptideos antimicrobianos tem se destacado em
estudos como agentes antimicrobianos, os peptideos isolados de invertebrados
marinhos sdo 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 familia de peptideos antimicrobianos que séo
expressos em hemacitos do tunicado marinho Styela clava (Figura 8). Séo peptideos
multipotentes, catidnicos, a-helicoidais, anfipaticos, com um comprimento de 23
residuos de aminoacidos. Eles sdo excepcionalmente ricos em glicina, histidina e
fenilalanina que desempenham importante papel na agao antimicrobiana da Clavanina
A (ClavA). A ClavA é formada pelos seguintes residuos de aminoacidos:
VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2 (Mandal et al., 2017).
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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 relacdo a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo amplamente eficaz principalmente
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina, uma das espécies de maior
importancia no quadro das infec¢des hospitalares e comunitarias (Silva et al., 2014).
E ainda, devido as células de mamiferos apresentarem um alto teor de colesterol em
suas membranas, ndo foi observada atividade citotoxica contra células humanas em
testes de toxicidade aguda a qualquer concentracdo e houve a reducédo 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 utlizada como ferramenta
biotecnoldgica, ndo s6 por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, ja
confirmada, como também, devido as suas propriedades imunomoduladoras,
despertando o interesse de grupos de pesquisa que investiram numa modificacao
estrutural para melhoria de tais propriedades (De Miranda et al., 2017; Ribeiro et al.,
2018; Kang et al., 2019).

A modificacao consistiu na insercéao do oligopeptideo hidrofébico FLPII, o qual
esta presente em um grande numero de peptideos com atividade imunomoduladora,
assim como, em proteinas conhecidas por interagir com diferentes tipos de
membranas e organelas, denominadas lipocalinas vegetais. Os residuos de
aminoacidos 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 peptideo modificado apresentou atividade antimicrobiana aumentada,
conferindo protecéo contra infecgdes letais causadas por patégenos Gram-positivos e
Gram-negativos em modelos animais, e uma série de atividades imunomoduladoras.
E ainda, ndo exibiu citotoxicidade in vivo e in vitro contra eritrocitos, monaocitos e
fibroblastos (Silva et al., 2016).

e PAMSs e suas aplicactes

Entre as diversas aplicagbes dos peptideos antimicrobianos podemos citar
algumas de maior interesse, como: controle de conservacédo de alimentos, criacdo de

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

O uso de PAMs como conservante se mostrou bastante vantajoso na industria
de alimentos. As bacteriocinas estado entre os principais peptideos utilizados para tal
fim. Estas séo eficazes contra bactérias Gram-positivas que geram a maioria das
doencas 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 patdogenos alimentares em
produtos lacteos e frutos do mar. Aprovado pela Food and Drug Administration dos
EUA para aplicagbes alimentares, € amplamente utilizado na industria de laticinios
contra deterioracdo de clostridios em queijo duro e semiduro processado, queijo
spreads e sobremesas lacteas (Keymanesh, Soltani, & Sardari, 2009; Krivorotova et
al., 2016).

Além da industria de producdo de alimentos, os PAMs tém atraido atencao
também para a criacdo de suinos e aves. Alguns peptideos 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
administracdo de PAMs extraidos de intestino de porco na agua potavel ou na racao
€ capaz de promover o crescimento de frangos de corte, assim como, peptideos de
porco demonstraram melhorias na funcéo do intestino delgado de frangos (Wang et
al., 2016; Hu et al., 2016).

Quando se trata da aplicacao dos PAMs em sistemas de liberagao controlada

de farmacos, varios obstaculos sao considerados em relagdo a sua entrega eficiente
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e segura. Como exemplo, podemos citar o fato que o tecido infectado é rico em
atividade proteolitica, 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 estavel, a administracdo em pacientes com fibrose cistica
pulmonar, feridas cronicas ou olhos infectados, provavelmente resultam em rapida
degradacdo e perda de atividade dos peptideos antimicrobianos (Nordstrom &
Malmsten, 2017).

A crescente compreensao das atividades dos agentes fisioldgicos, bem como
a evolucao de peptideos sintéticos, aumentou-se o potencial de uso dos PAMs. Além
disso, a aplicagcdo da juncdo destes peptideos com estratégias nanotecnoldgicas para
seu direcionamento e entrega sistémica, melhorou a estabilidade dos peptideos na
formulacéo, na eficiéncia, na estabilidade contra degradacéo proteolitica e acesso ao
local da doenca. Isso proporcionou 0 aumento da relacao risco-beneficio dos PAMs
(Schéafer-Korting & Rolff, 2018). Como exemplo, Groo et al (2018) demonstraram que
PAMs podem ser entregues com sucesso em nanocapsulas lipidicas formadas por um
nacleo de triglicerideos cercado por um envoltério surfactante, usando micelas
reversas carregadas de PAMs. Os resultados evidenciaram alta eficiéncia de
carregamento e peptideos com atividade preservada e resistentes a proteases.

Embora os PAMs possuam diversos mecanismos de a¢cao antimicrobiana, seus
principais alvos sdo as membranas citoplasmaticas. Em geral, eles estabelecem
interacdes eletrostaticas com lipopolissacarideos (LPS) e outras moléculas
carregadas negativamente da membrana bacteriana. A eficiéncia 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 protozoarios. Do ponto de vista da engenharia, os peptideos antimicrobianos
tém propriedades desejaveis para o desenvolvimento de biossensores. Eles podem
ser sintetizados através de métodos automatizados, a baixo custo e em grandes
guantidades. Além disso, podem se ligar a grupos quimicos para funcionalizar

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

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

novos agentes de reconhecimento, permitindo a deteccao de patdégenos bacterianos.
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A montagem do biossensor foi orientada na superficie de eletrodos através de um
residuo de cisteina, associado a deteccdo impedimétrica. A deteccdo foi r4pida e
sensivel para quatro cepas bacterianas, incluindo Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Silva Junior et al.
(2018) desenvolveram uma plataforma nanoestruturada sensivel baseada em
monocamada auto-montada de Cisteina, modificada com nanoparticulas de ouro,
utilizando como agente de biorreconhecimento o PAM Clavanina A. Foram utilizadas
as técnicas de EIE e voltametria ciclica para deteccdo das seguintes bactérias:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, obtendo um limite de deteccédo de
10! CFU mL™. Zhou et al. (2018) demonstraram um biossensor que utilizou o PAM
Magainin | como elemento de reconhecimento para deteccéo de E. coli 0157:H7 em
Agua e suco e obtiveram um baixo limite de detec¢do de 5x10°CFU/mL da cepa citada.
E ainda, recentemente, Malvano, Pilloton, & Albanese (2020) construiram um
biossensor impedimétrico baseado no PAM Nisina para deteccéo direta de bactérias

patogénicas e ndo patogénicas que se mostrou seletivo para Salmonella spp.

No presente trabalho, um peptideo antimicrobiano modificado foi utilizado
como agente de biorreconhecimento de uma plataforma baseada em nanoparticulas

de TiO2 aminadas para detecgéo e classificacdo de fungos do género Candida.
2.1.3 Células-tronco

A combinacao de arcaboucos e células e/ ou moléculas biologicamente ativas
€ o fator primordial para o sucesso da engenharia de tecidos, uma vez que tal juncéo
culmina com a obten¢c&o de um produto a ser usado para promover a regeneracao 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 organizacao de
sistemas bioldgicos que sdo responsaveis pela regeneracdo e desenvolvimento de
orgdos e tecidos. Sdo células clonogénicas, capazes de autorrenovacdo e/ou
diferenciacéo, dependendo de sinal intrinseco modulado por fatores extrinsecos em
seu nicho (Han et al., 2013; Bocakova et al., 2018).
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Apesar de representar o0 maior interesse da comunidade cientifica, os estudos
com CTs embrionarias ainda séo restritos em alguns paises por questdes ético-
religiosas, logo as células-tronco adultas se tornaram fonte alternativa mais utilizada
nas pesquisas com células-tronco (Machado & Leta, 2017).

As CTs séo definidas por duas caracteristicas principais: autorrenovacao e
potencial de diferenciacdo. Podem ser derivadas de embrides e de tecidos animais
pés-natais, sendo classificadas de acordo com a sua poténcia de diferenciacdo em
totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes (De Los Angeles et al., 2015;
Faita et al., 2016).

As células-tronco totipotentes sdo capazes de gerar todos os tecidos do
organismo e dos folhetos embrionarios. O zigoto € a Unica célula-tronco totipotente no
corpo humano. CTs pluripotentes séo capazes de gerar todas as linhagens celulares
e de manifestar propriedades funcionais distintas, dependendo das condicdes sob as
quais sao derivadas e cultivadas. CTs multipotentes, por ex. hematopoiéticas,
restringem-se a gerar os tipos de células maduras do seu tecido de origem, em
circunstancias fisioldgicas normais. Por fim, as CTs unipotentes, também possuem a
capacidade de autorrenovacao, mas s6 dao origem a um tipo de célula, como é o caso
do espermatézoide (De Los Angeles et al., 2015; Mahla, 2016).

CTs embrionarias séo células pluripotentes derivadas da massa celular interna
do blastocisto que podem ser propagadas indefinidamente em um estado
indiferenciado. Ja as células-tronco soméaticas sdo 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, sao células
autorrenovaveis, multipotentes, capazes de se diferenciar em outros tipos de células
e devido sua ampla capacidade de diferenciacdo e ampla distribuicdo tecidual, tem
sido ferramentas terapéuticas muito atraentes para uso em imunoterapia e medicina
regenerativa, uma vez que sao células facilmente cultivadas in vitro, aderindo ao
plastico quando mantidos em condigBes padrdo de cultura (Alhadlaget al., 2004;
Ledesma-Martinez et al., 2016;Peault et al.,2015; Najar et al., 2019).
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As CTMs de vérias espécies adultas de vertebrados ja demonstram serem
capazes de se diferenciar em células especificas de alguns tecidos, como:
condrdcitos, osteoblastos, adipdcitos, células musculares lisas, fibroblastos e estroma
de suporte hematopoiético. E ainda, estudos também demonstraram que as CTMs
tém potencial de se diferenciar em células hepaticas, renais, cardiacas e neurais
(Alhadlaget al., 2004, Batsali et al., 2013; Peault et al.,2015).

J& foram relatadas, como fontes de CTMs, a medula 6ssea, o tecido adiposo,
prepucio, polpa dentaria, corddo umbilical, madsculo esquelético, sinodvia, liquido
amniético, sangue fetal, figado, pulméo e coracdo. As CTMs retiradas da medula
Ossea representam a populacdo mais estudada e considerada padrdo-ouro para
aplicaces clinicas. Porém, ja ficou claro que a medula 6ssea pode ndo representar a
fonte mais adequada para coleta de CTM. Além do risco de infeccdo e do
procedimento de isolamento doloroso por aspiracao da medula 6ssea, as CTM estéo
presentes em niveis 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 obstaculos, muitos investimentos tém sido feitos na
descoberta de fontes alternativas de CTM, que sejam abundantes e de facil acesso,
destinadas ao uso terapéutico. Nesse contexto, o corddo umbilical, que é considerado
um desperdicio médico e é obtido com um procedimento simples e seguro durante o
parto, despertou a atencdo 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 corddo umbilical (CTMs-CU) possuem muitas propriedades
semelhantes as CTM de medula 6ssea, porém geralmente sdo consideradas uma
populacao mais primitiva que a ultima. CTMs-CU demonstraram nao formar teratomas
em transplantes e as pesquisas ndo levantam questdes éticas ou problemas legais
(Batsali et al., 2013). Além das vantagens citadas, as CTMs-CU possui capacidade de
autorrenovagdo rapida, se diferenciam em trés camadas germinativas para se
acumularem em tecidos danificados ou em regides inflamadas para provocar reparo
tecidual, possuem alta capacidade de proliferagéo, atividade imunomoduladora,
plasticidade e s&o consideradas o melhor recurso para transplante alogénico.

Adicionalmente, as CTMs-CU séo caracterizadas por serem seguras, abundantes,
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menos imunogénicas e possuir menor tempo de amplificacdo em comparacao a outras
células-tronco (Sriramulu et al., 2018).

O corddo umbilical humano é constituido por uma cobertura externa de uma
Gnica camada de epitélio amnidtico que envolve um tecido conjuntivo gelatinoso,
através do qual trés vasos, uma veia e duas artérias, transportam sangue oxigenado
e desoxigenado entre a placenta e o feto. Os vasos umbilicais compreendem apenas
uma tunica intima e média e ndo possui tunica adventicia (Figura 9). Os papéis
adventicios, como suporte vascular e funcdo contratil, sdo realizados pelo tecido
conjuntivo mucoéide, denominado “geléia de wharton” (GW). A GW €& um tecido
conjuntivo  gelatinoso composto de matriz extracelular abundante em
glicosaminoglicanos (principalmente, &cido hialurénico), fibras de colageno,
miofibroblastos e matdcitos ocasionais (Batsali et al., 2013; Davies, Walker, & Keating,
2017; Stefanska et al., 2020).
Fig.9 Esquemética do corte transversal de corddo umbilical humano coberto por uma
camada externa de epitélio umbilical e trés vasos umbilicais embutidos na geléia de
Wharton. A veia umbilical e as artérias umbilicais sdo desprovidas de tunica
adventicia. *Fonte: Adaptado de Stefanska et al. (2020).

Geléia de Wharton Veia umbilical Geléia de Wharton

perivascular subamniética
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As células estromais da geléia de Wharton sdo 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 subamniodtica. O
grau de diferenciagédo das células estromais € mais alto proximo aos vasos e diminui
gradualmente em direcéo ao epitélio umbilical (Stefanska et al., 2020).

Um estudo sistematico da expansdo ex vivo de CTMs-GW mostrou que
aproximadamente 360.000 células viaveis podem ser obtidas por amostra de cordao
umbilical e essas células tendem a proliferar muito rapidamente e manter a atividade
estavel da telomerase (capacidade de replicagdo), caracteristicas que permitem obter
quantidades suficientes de células para aplicacGes clinicas. Na maioria dos casos,
essas células séo isoladas do corddo umbilical com métodos enziméticos e cultura de
explantes (Garzon et al., 2020).

O método enzimatico utiliza trés enzimas proteoliticas para a separacdo de
células do tecido e uma suspensao de células é cultivada em meio apropriado para
proliferacéo celular. J& no método de explante, nenhuma enzima é utilizada; o tecido
original é excisado em pedacos menores que sdo colocados em frascos de cultura e
as células comecam a migrar para fora do tecido, aderindo a superficie do frasco de
cultura (Hendijani, 2017).

Estudos demonstraram que o nimero de CTMs-GW obtidas pelo método de
explante € maior e essas células apresentam niveis mais altos do fator de crescimento
de fibroblastos (FCF) e expressa genes relevantes relacionados a mitose. Portanto, o
meétodo de explante € considerado mais eficiente em termos de viabilidade celular e
namero de CTMs (Yoon et al., 2013; Garzon et al., 2020).

As areas de aplicagdo das CTMs-GW incluem o tratamento de deficiéncias
neurolégicas, doencas hepaticas, doencas do sistema imunolégico, diabetes, lesédo
pulmonar, lesédo renal, leucemia aguda, etc (Li et al., 2015). Nesse sentido, Musialek
et al. (2015) evidenciaram a viabilidade e seguranca do uso de CTMs-GW como
terapia celular para uso em pacientes com infarto agudo do miocérdio. 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-B para o tratamento in vivo de defeitos de cartilagem em
engenharia de tecidos. Outros estudos também concluiram que quantidades

suficientes de CTMs-GW, em figados de ratos, foram capazes de promover a
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secrecdo de citocinas, reduzir a ativacao de células estreladas hepaticas, melhorar o
reparo das células e curar efetivamente a fibrose hepatica (Tsai, Fu & Chen, 2009). E
ainda, recentemente, Hashemi et al. (2019) semearam CTMs-GW em um suporte
clinico de membrana amniética humana para avaliar a cicatrizacdo de Ulceras crénicas
da pele de pacientes diabéticos, demonstrando resultados significativos em relacao
ao reparo tecidual e regeneracgéo de tecidos.

Portanto, as CTMs-GW séo 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 arcabouco de membranas de PVA, quitosana e

lectinas, obtidas pela técnica de eletrofiagdo.

2.2  Obtencao de novos materiais para aplicacbes em engenharia de tecidos

2.2.1. Eletrofiacéo

Um arcabouco de ET serve como um substituto para a MEC natural e deve
atender alguns requisitos béasicos, como ja citado anteriormente. Uma questao
essencial é a capacidade deste biomaterial apoiar a fixagdo celular, assim como,
facilitar o transporte de nutrientes. Portanto, tanto uma grande area de superficie como
uma estrutura com poros adequados sdo essenciais, podendo afetar o

comportamento celular (Khorshidi et al., 2015).

Entre os arcaboucos disponiveis, as nanofibras sdo candidatas promissoras,
uma vez que mimetizam o MEC nativo. Geralmente sdo fibras com diametros
inferiores a 1um, possuem boas propriedades mecanicas como: alta resisténcia a
tracdo, grande area de superficie, elasticidade, permitem a modificacdo de sua
superficie, alta porosidade, grande relagdo area/volume, além de serem preparacdes
simples e econbmicas (Sundaramurthi et al., 2014; Thenmozhi et al., 2017; Xue et al.,
2019).

Existem vérias técnicas utilizadas na fabricacdo das nanofibras, dentre elas
estdo: separacao de fase induzida por temperatura, automontagem molecular, modelo
de sintese, desenho e eletrofiagdo. Contudo, esta Ultima 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 solucdes de polimeros e possuir um custo efetivo
(Abrigo, McArthur & Kingshott, 2014; Shabafrooz et al., 2014).

A Eletrofiacdo 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, s6 em 1969, Taylor preparou a base da eletrofiagdo com a obtencéo
de jatos acionados eletricamente. O termo “electrospinning” deriva de “fiagéo
eletrostatica” e comecgou a ser usado somente por volta de 1993 (Bhardwaj & Kundu,
2010; Xue et al., 2017).

De acordo com alguns autores, a eletrofiacdo € um processo pelo qual uma
solucéo polimérica pode ser fiada em fibras de pequeno didametro usando um campo
elétrico de elevado potencial. A aparelhagem utilizada para o processo consiste em
uma fonte elétrica de alta tensdo com polaridade positiva e negativa, seringa com um
capilar ou agulha, uma bomba de infusdo para impulsionar a solucdo presente na
seringa e um coletor aterrado. O coletor pode ter qualquer formato, de acordo com 0s
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 eletrofiacdo. *Fonte:

(https://www.manutencaoesuprimentos.com.br)/2020.
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Inicialmente, a solucdo do polimero é empurrada através da bomba, seja pela
gravidade ou por avan¢o. Quando um pequeno volume de polimero liquido € exposto
ao campo elétrico, a forca repulsiva dentro da solucéo carregada torna-se maior do
gue a sua tensao superficial e, como resultado, é formada uma protuberancia conica,
conhecida como cone de Taylor. A partir dai, um jato aparentemente reto emerge do
cone, no entanto, esse segmento reto ndo perdura por muito tempo. O jato emerge
em forma conica e transparente, ficando sujeito a forcas de arrasto, forcas da
gravidade, forcas de repulsdo Coulombiana, tenséo superficial e forcas viscoelasticas
gue atuam sobre 0 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
polimero seco sdo depositadas (Schiffman & Schauer, 2008; Teo & Ramakrishna,
2006; Ghorani & Tucker, 2015; Xue et al., 2017).

O jato de polimero é ejetado através de forcas eletrostéticas, da ponta do
capilar até o coletor. A forca de arrasto € imposta ao jato com alta velocidade como
resultado de sua interacdo com o ar circundante. A expansdo da gota € atribuida a
forca de Coulomb, enquanto a contracdo é devido a tensdo superficial e forcas
viscoelasticas. A presenca do campo elétrico influencia diretamente as forcas de
repulsdo eletrostatica e de Coulomb, observadas no processo (Ghorani & Tucker,
2015).

Existem varios fatores que afetam o processo de eletrofiacdo. Esses fatores
sdo classificados como: parametros de eletrofiacdo, parametros da solucdo e
parametros ambientais. Os parametros da eletrofiacdo incluem o campo elétrico
aplicado, a distancia entre a agulha e o coletor, taxa de fluxo e diametro da agulha.
Os parametros da solucéo incluem o solvente, concentragcéo do polimero, viscosidade,
condutividade da solucéo e tenséo superficial. Os parametros ambientais incluem a
umidade relativa e a temperatura. Todos esses parametros afetam diretamente na

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

O campo elétrico € um dos paradmetros cruciais no processo de eletrofiagao.
Este pode ser controlado pelo tipo de coletor e pelas caracteristicas da agulha, que
alteram, consideravelmente, a morfologia da fibra. Se o campo elétrico for utilizado

sobre solu¢gbes mistas, um forte campo elétrico induzira as cargas do polimero a se
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moverem ou migrarem na direcdo oposta. Como resultado, ocorre a separacdo das

fases da solugdo mista durante o processo de eletrofiacdo (Chen et al., 2018).

A distancia entre a ponta da agulha metalica e o coletor desempenha um papel
essencial na determinacdo da morfologia de uma nanofibra, uma vez que a mesma
depende do tempo de disposicao, frequéncia de evaporacédo, entre outros fatores.
Alguns estudos demonstraram que nanofibras com defeitos e grande diametro séo
formadas quando a distancia mantida entre a agulha e o coletor é pequena; por outro
lado, 0 aumento da distancia causa a diminuicdo do diametro da nanofibra (Haider,
Haider, Kang, 2015).

A taxa na qual a solucdo de polimero é ejetada da agulha é tipicamente
governada pela pressdo hidrostatica realizada pela bomba da seringa. A forca
necesséria para entregar a solucdo a uma taxa constante esta relacionada,
principalmente, ao diametro da agulha e a viscosidade da solucdo. Se a vazao for
muito baixa, a solucao podera solificar na ponta da agulha e néo sera capaz de formar
o cone de Taylor, devido ao fluxo insuficiente. Além disso o fluxo da solugéo polimérica
através da ponta da agulha determina a morfologia das fibras. Por outro lado,
aumentar a vazao leva a um aumento do tamanho dos poros e diametro da fibra, mas
também pode formar granulos; assim, para se obter uma fibra uniforme, é necessario

definir uma vazao critica para a solucéo polimérica especifica (Sandri et al., 2020).

Os solventes preferidos para o processo de eletrofiacdo devem permitir a
solubilizacdo completa dos polimeros e deve ter um ponto de ebulicdo moderado.
Geralmente, solventes volateis sdo interessantes, devido evaporarem facilmente

durante o v6o da ponta da agulha para o coletor (Sandri et al., 2020).

A viscosidade da solucéo é uma propriedade dependente de sua concentracao,
sendo considerada uma das maiores determinantes do tamanho e morfologia das
fibras produzidas por eletrofiacdo. Em alguns casos, o aumento da concentracao (e,
portanto, da viscosidade), leva a secagem rapida da gota na ponta do capilar,
impedindo o processo de formacgao do jato. Por outro lado, quando a concentracao da
solucédo polimérica é muito baixa, a carga elétrica sobre a tenséo superficial causa a
formacédo de cadeias poliméricas entrelacadas que se quebram antes de chegar ao
coletor (Haider et al., 2013; Kang, 2015).
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O processo de eletrofiacdo requer a transferéncia de cargas elétricas do
eletrodo para a gota de solucdo. Assim, a solugcéo dever ser de natureza ibnica para
que o campo elétrico possa ser formado entre a agulha e o coletor, através da solugao.
Portanto, o minimo de condutividade elétrica é essencial para a formacdo das
nanofibras. A condutividade € afetada pelo polimero, tipo de solvente, concentracao

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

A tensdao superficial é a forca primaria que se opde a tenséo aplicada durante
a eletrofiacdo. Estd mais relacionada a natureza do solvente do que do polimero. A
alta tensao superficial inibe a eletrofiacdo, devido a instabilidade dos jatos e formacéo
de gotas pulverizadas; ja uma tensao superficial mais baixa leva a formacao de fibras
lisas e continuas, e permite que o0 processo ocorra a uma baixa voltagem (Sandri et
al., 2020).

A temperatura e a umidade sdo parametros ambientais inter-relacionados
envolvidos na técnica de formacao de fibras. O aumento da temperatura diminui a
umidade e evapora o solvente mais rapidamente. A umidade elevada gera fibras de
diametro aumentado. Estudos relataram que a umidade apropriada para fabricagao
de nanofibras de poliestireno foi de 25%. Portanto, um nivel ideal de umidade deve
ser mantido para obtencdo de nanofibras com porosidade apropriada (Thenmozhi et
al., 2017).

Fibras poliméricas com diametros que variam de alguns nandmetros até alguns
microns podem ser usadas com sucesso em uma ampla variedade de aplicacoes.
Dentre algumas aplicacdes podemos citar: confeccao de filtros para particulas in vivo,
nanocompaositos, fibras de reforco para nanotecnologia, suturas, filtros, modelos de
roupas de protecdo, membranas de células de combustivel, catalizadores, baterias,
entre outras (Schiffman & Schauer. 2008; Thenmozhi et al., 2017).

No campo médico e farmacéutico, as nanofibras podem ser amplamente
utilizadas na fabricacdo de curativos para feridas, sistemas de liberacdo de farmacos
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 cicatrizag&o. As nanofibras podem
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ser facilmente utilizadas como curativos por possuir caracteristicas especiais, como a
elevada area superficial, sendo assim capazes de aspirar exsudatos e regular a
umidade da ferida. Além disso, a porosidade das nanofibras permite a oxigenacao da

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

O objetivo dos sistemas de liberacdo de fArmacos € entregar corretamente uma
quantidade predeterminada de farmaco e com eficiéncia para o tecido ou célula
especifica e por um periodo definido de tempo. A taxa de dissolucdo do farmaco pode
ser aumentada de acordo com sua area de superficie e do veiculo correspondente. A
baixa solubilidade e a instabilidade de agentes hidrofébicos tornam dificeis a liberacédo
continua de moléculas ativas com concentracdo apropriada dentro de um periodo de
tempo satisfatorio. As nanofibras obtidas por eletrofiacdo sdo capazes de incorporar
e acumular moléculas de farmacos por meio de duas principais abordagens: mistura
de eletrofiacdo, que se baseia na mistura de um farmaco com uma solucéo polimérica
antes do processo de eletrofiagdo ou eletrofiacdo coaxial, que é basicamente uma co-

fiac&o de dois liquidos poliméricos (Eatemadi et al., 2014; Thenmozhi et al., 2017).

A eletrofiagdo proporciona grande flexibilidade na selegdo de materiais para
aplicacdes em sistemas de liberacdo de farmacos. Tanto materiais biodegradaveis,
como nao degradaveis, podem ser usados para controlar a liberacdo do farmaco que
ocorre via difuséo isolada ou difusédo e degradacao do arcabouco. Além disso, devido
a flexibilidade na selecdo de materiais, varios medicamentos podem ser fornecidos,
incluindo: antibiéticos, drogas anticancer, proteinas e DNA (Hu et al., 2014).

Por outro lado, a semelhanca morfolégica das nanofibras com a MEC é o
principal fator que impulsiona ao uso da eletrofiagdo na obteng&o de arcaboucgos para
engenharia de tecidos. Além disso, a elevada razdo area superficial/volume e poros
interconectados dessas malhas fibrosas garantem a desejavel ligagdo celular,
oxigénio e transporte de nutrientes. E ainda, a possibilidade de producdo em grande
escala e a simplicidade do processo, tornam a eletrofiagdo um método convincente

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

Portanto, a eletrofiacédo foi a técnica adotada para confeccdo das nanofibras
poliméricas funcionalizadas com lectinas, por ser uma técnica versatil, acessivel, de

baixo custo que permite a obtengédo de materiais de pronta aplicagdo em engenharia
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de tecidos. Adicionalmente, as nanofibras obtidas foram caracterizadas pelas técnicas
de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e microscopia de forca atbmica
(AFM).

2.2.2 AplicagOes de materiais eletrofiados na engenharia de tecidos

Na sessdo anterior vimos algumas aplicacbes de materiais obtidos por
eletrofiacdo. Porém neste trabalho daremos enfoque ao seu uso em engenharia de
tecidos, a qual prioriza a fabricagdo materiais poliméricos biocompativeis para
substituicdo de tecidos e 6rgdos em seres humanos para uma recuperagdo mais

rapida de determinados danos.

Os arcaboucos nanofibrosos obtidos por eletrofiacdo tém atraido consideravel
interesse como plataformas potenciais em engenharia de tecidos. A eletrofiacéo é a
mais promissora das tecnologias emergentes para a producao de multiplos produtos
biomédicos baseados em nanofibras. As nanofibras oferecem composicdo 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 € grave ou perturbador, a engenharia de tecidos é
considerada uma alternativa promissora, pois pode compensar a escassez do tecido
do doador. Dentre as principais aplicacdes de produtos eletrofiados para uso em ET
podemos: 0ssos, cartilagem, pele, nervo, entre outros. Com base nisso, muitos
estudos vém focando no desenvolvimento de matrizes poliméricas a partir da

eletrofiacdo destinadas a tais aplicacbes em ET (Kumar, Nagvi & Gopinath, 2018).

Na engenharia de tecidos 0sseos, 0s arcabouc¢os servem como matrizes para
crescimento e diferenciagdo de determinadas células em tecidos especificos. Além
disso, tal matriz deve ter alta interconectividade poros e excelente desempenho
mecanico para suportar a remodelacdo dindmica do osso manipulado in vivo (Ao et
al.,2017).

Ao et al. (2017) fabricaram arcaboucos pela técnica de eletrofiacdo a partir de
celulose de algoddo natural e nano-hidroxiapatita que n&o demonstraram

citotoxicidade e promoveram proliferagao celular in vitro. A incorporagao da estrutura
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nanofibrosa a MEC demonstrou alta resisténcia e excelente biocompatibilidade, sendo
um material interessante para aplicacdo na regeneragdo 0ssea. E ainda, no mesmo
ano, cientistas desenvolveram arcaboucgos eletrofiados de uso em ET d&sseo
compostos por policaprolactona e 6xido de magnésio para melhorar propriedades

mecanicas e biologicas de tal matriz nanofibrosa (Suryavanshi et al, 2017).

Por outro lado, imitar a cartilagem requer o design e a fabricacédo de arcaboucos
anisotropicos capaz de simular a bioquimica hierarquica, biofisica e geométrica
dependente da profundidade do arranjo do tecido cartilaginoso. Com esse intuito,
muitos hidrogéis e arcaboucos porosos foram desenvolvidos, mas nao ofereceram
pistas topograficas biomimétricas em nanoescala analogas a MEC cartilaginosa. Em
contrapartida, a construcdo de arcaboucos a partir da eletrofiacao é capaz de produzir
malhas fibrosas com facilidade, baixo custo, composicdo quimica controlavel,
orientacdo e tamanho (Girdo et al.,, 2018). Por exemplo, Girdo et al. (2018)
desenvolveram arcaboucos eletrofiados anisotropicos funcionais com geometrias
fibrosas personalizadas que demonstraram bons resultados em protocolos de cultura

de células e na engenharia de tecidos cartilaginosos.

No ambito da pele, a ET requer o desenvolvimento de arcaboucos biomiméticos
que fornecem toda a bioquimica e topografia necessaria para uma regeneracao
eficiente da pele. As propriedades mecanicas de locais especificos sdo baseadas nos
atributos anatdémicos do corpo humano, logo isso deve ser levado em consideragao
na construcdo dos arcaboucos (Keirouz et al.,2019).

Um dos principais fatores que influenciam o sucesso de um exerto de pele é o
tipo de arcabouco utilizado. Diferentes técnicas ja foram relatadas para o
desenvolvimento de um arcabouco funcional para tecido cutaneo e a eletrofiacao foi
considerada como uma técnica ideal para a sintese tais arcabougos. Recentemente,
Jiménez Vazquez & San Martin Martinez. (2019) extrairam o colageno da pele de
galinha e combinaram com elastina para a sintese de um arcabouco reticulado por
eletrofiacdo. O estudo foi realizado avaliando-se a adeséao e proliferagao celular de
gueratindcitos e fibroblastos dentro da matriz, evidenciando uma fonte alternativa de

coladgeno e possivel aplicacao clinica.
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Adicionalmente, uma ampla pesquisa sobre diferentes tipos de arcaboucos para
a pele em engenharia de tecidos tem sido relatada nas ultimas décadas, estando
muitos ja disponiveis no mercado para o tratamento de feridas profundas na pele.
Alguns arcaboucos fibrosos disponiveis no mercado incluem: Terudermis®e
Pelanac® (possuem colageno), Biobrane® e Integra® (arcaboucos acelulares),

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

A engenharia de tecidos em relacdo a nervos periféricos é uma tecnologia
emergente para projetar biomateriais avancados para regeneracdo de nervos
lesionados (Zha et al., 2019). A regeneragao do tecido nervoso requer o reparo ou
substituicdo de células nervosas danificadas por lesdo ou doenca. No entanto, o
sistema nervoso central tem capacidade limitada para regenerar células nervosas
danificadas. Logo, a terapia celular € uma via promissora para tratar distarbios
neurologicos, pois células-tronco podem se diferenciar em varios tipos de células,
incluindo neurénios, servindo como fonte para a substituicdo celular de células
danificadas (Li & Tjong, 2019).

Arcaboucos adequados para ET neurais devem ser capazes de reduzir os
requisitos de nervos autdlogos e guiar fisicamente os axdnios 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 eletrofiacdo as quais foram utilizadas para cultura de
células neurais. A mistura de PVA e queratose forneceram propriedades mecéanicas
mais fortes e melhor molhabilidade, além de facilitar significativamente, a morfologia,
adesao e proliferacdo de células neurais, demonstrando grande potencial de aplicacao

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. E definida como o controle ou reestruturacdo da matéria nos niveis
atomicos e moleculares com dimensfes de 1 a 100 nm (Hulla et al., 2015; Bhushan,

2017). A NT abrange a nanomanufatura, nanomateriais e aplicagao de sistemas
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fisicos, quimicos e bioldégicos em escalas que variam de atomos ou moléculas
individuais a dimensdes submicrdnicas, bem como, a integragdo das nanoestruturas
resultando em sistemas maiores (Bhushan, 2017).Trata-se de uma disciplina
integrativa, que representa a combinacdo de matematica, ciéncias da computacao e
materiais com o objetivo de investigar e manipular a matéria fisica na escala dos

nandmetros (Barkalina et al., 2014).

O interesse geral nessa area se da principalmente pelo fato de que as
propriedades de objetos e materiais em nanoescala sédo bastante diferentes em suas
propriedades em relagdo aos mesmos materiais criados em maiores dimensodes. A
diminuicdo do tamanho do material a nanoescala, aumenta drasticamente a area de
superficie, rugosidade e relacdo area/volume de superficie, levando a criacdo de um
material com propriedades fisico-quimicas superiores (mecanicas, opticas, cataliticas,
magnéticas, etc) (He, Liu & Lin, 2015). Além dos varios usos industriais, a
nanotecnologia vem trazendo grandes inovagdes com aplicagdes significativas na
area da farmacia, cosmeética, biotecnologia, alimentos processados, engenharia
quimica, eletrdnica, mecanica, ciéncias ambientais, entre outras (Logothetidis, 2012;
Robles-Garcia et al., 2016; Presad, 2017).

Dentre as aplicacGes importantes da nanotecnologia esta o seu uso no setor
farmacéutico, incluindo o desenvolvimento de novas abordagens de controle de
liberacdo e direcionamento de drogas, assim como, melhorias na biodisponibilidade
de medicamentos. Como exemplo, podemos citar nanoparticulas para entrega de
moléculas (drogas, fatores de crescimento, DNA), visando o aprimoramento da carga
terapéutica no alvo patolégico, assim como, da protecdo de drogas labeis e
penetracdo nas barreiras fisioldgicas. Varios tipos de nanofarmacéuticos sédo usados
com o objetivo de melhorar a chegada de farmacos nas células e tecidos
cancerigenos. Alguns exemplos sdo as hanoemulsdes, nanossuspensoes,
nanoesferas, nanotubos, nanocapsulas, nanoparticulas lipidicas, dendrimeros,
nanofluidos, etc (Engel et al., 2008; Gao, Zhang & Sun, 2012; Robles-Garcia et al.,
2016).
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Adicionalmente, podemos citar ainda a modificacdo de superficie de superficies
de materiais implantaveis; nanodispositivos, como 0s biossensores e as nanofibras,

0s quais fazem parte das principais aplicacdes deste trabalho.

A NT vem alcangando um grande progresso nas ultimas décadas com 0 uso
dos nanomateriais (NM). Os NM sao substancias com pelo menos uma de suas
dimensdes dentro da escala nanométrica. Entdo, eles podem se referir como 1D, 2D
e 3D, com uma, duas e todas as suas dimensfes dentro escala nanométrica
respectivamente. Podemos visualizar alguns explemplos de nanomateriais na figura
11 (Razzaq et al., 2020).

Fig.11 Exemplos de Nanomateriais. Fonte: autor proprio.
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Os NMs podem ser classificados em quatro categorias, descritas abaixo (Khan,
2020):

e Nanomateriais de carbono: Sdo NMs que contém 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 séo classificados como
nanomateriais de carbono;

e Nanomateriais de metal e 6xido de metal: O metal e o 0xido de metal também
podem ser usados para produzir NMs, chamados de nanomateriais metalicos,
nanomateriais de 6xidos metalicos ou hanomateriais inorganicos. Sdo os NMs
de ouro (Au), Prata (Ag) e nanomateriais baseados em 6xidos metalicos, como
o dioxido de titanio (TiOz) e 6xido de zinco (ZnO).

¢ Nanomateriais organicos: Este tipo de NM contém principalmente matéria
organica, sem carbono ou com base inorganica. Uma das caracteristicas
desses nanomateriais organicos € que eles possuem ligacdes ndo covalentes
(de natureza fraca, que podem ser facilmente quebradas). Estes NMs materiais
organicos podem ser facilmente modificados para produzir diferentes formas
de nanomateriais, como: lipossomas, dendrimeros, micelas e polimeros.

¢ Nanocompdsitos: A combinacédo de um tipo de nanomateriais com outro tipo de
nanomateriais é chamada de nanocompdsito. Os nanocompdsitos podem ser
qualquer combinacdo de nanofios, nanofibras a base de metal, a base de

carbono ou organicos, com qualquer forma de ceramica, metal ou polimero.

As duas principais fontes através das quais os NMs sao produzidos
correspondem as fontes sintéticas e nanoparticulas de ocorréncia natural (Khan,
2020).

As nanoparticulas (NPs) pertencem a uma ampla classe de materiais que
incluem substancias particuladas com dimensao inferior a 100 nm, pelo menos. As
NPs sdo compostas por trés camadas: (a) camada superficial, que pode ser
funcionalizada com uma variedade de pequenas meléculas, ions metélicos,
surfactantes e polimeros; (b) camada de casca, que € material quimicamente diferente
do nucleo em todos os aspectos; e () o ndcleo, que é essencialmente a parte central
da NP (Khan, Saeed & Khan, 2017).

As nanoparticulas podem ser sintetizadas a partir de muitos materiais por varios
métodos fisicos e quimicos, com as particulas diferindo em sua composi¢ao
elementar, forma, tamanho e propriedades quimicas ou fisicas. Os métodos de

sintese das NPs pode ser divididos em duas classes principais: (1) Sintese “Top-
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down” (de cima para baixo), na qual € empregada uma abordagem destrutiva,
iniciando da molécula maior, que se decomp&e em unidades menores, e por fim, essas
unidades sdo convertidas em NPs adequadas. Exemplos deste método sdo a
moagem, deposicdo de vapor quimico, deposicdo de vapor fisico, entre outras; (2)
Sintese “Bottom-up” (de baixo para cima), é a auto-montagem de atomos e moléculas
em particulas maiores (Kango et al., 2013; Khan, Saeed & Khan, 2017; Sullivan et al.,
2018).

Em dimensdes nanométricas, as propriedades do material podem mudar
significativamente para diferir completamente de seus homélogos em massa. A
medida que o tamanho do material diminui, a proporcdo dos atomos de superficie
aumenta, 0 que aumenta a reatividade e os torna catalisadores altamente ativos.
Portanto, as nanoparticulas possuem propriedades eletrénicas, opticas, magnéticas e
mecanicas que surgem explicitamente devido ao seu tamanho em escala nanométrica
(Kango et al., 2013).

Nps séo usadas para diversos fins, desde tratamentos médicos, utilizacdo na
industria de producéo de baterias solares, de combustiveis, até a ampla incorporacao
em diversos produtos, como cosmeéticos e roupas. Uma das mais relevantes
aplicacBes das nanoparticulas na &rea médica esté relacionada com com sistemas de
liberacdo de farmacos, assim como, com o diagnéstico de doengas. As nanoparticulas
também podem contribuir para o desenvolvimento de superficies e sistemas
“inteligentes”, com caracteristicas importantes, como resisténcia, leveza e em alguns
casos acao antimicrobiana. E ainda, Nps sédo usadas na construcao de biossensores,
diminuindo os limites de deteccdo para varias biomoléculas, fornecendo alta
sensibilidade e alta seletividade ao sistema (Hasan, 2014; Prickril & Rasooly, 2017).

As Nps de TiO2 sdo amplamente utilizadas em produtos utilizados no cotidiano
e em aplica¢cBes industriais, devido a sua alta estabilidade, alta eficiéncia fotocatalitica,
propriedades anticorrosivas e baixo custo. Foi demonstrado que suas propriedades
dependem do tamanho, morfologia e fase cristalina das NPsTiO2. O TiO2 ocorre em
trés formas cristalinas polimaérficas: 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 Representacdes cristalograficas do dioxido de titanio (TiO2). *Fonte:
(https:/lwww.researchgate.net/figure/Figura-4-Estruturas-Cristalograficas-do-dioxido-
de-titanio-a-rutilo-b-anatase)/2019.
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Os nanomateriais de dioxido de titanio (TiO2) sdo conhecidos por possuirem
numerosas e variadas aplicacfes que vao desde a obtencado de células fotovoltaicas,
protetores solares e pasta de dente; purificacdo do ar, purificacdo da agua,
descontaminacéo, antibiacteriano, sensoriamento, etc. (Chen & Selloni, 2014; Shi et
al., 2013; Haider et al., 2019).

As NPsTIO2 tém muitas propriedades Unicas, como biocompatibilidade,
estabilidade quimica, propriedades Opticas, elevada area de superficie e baixa
toxicidade. E por causa dessas propriedades que houve o aumento do uso de tais
nanoparticulas em aplicacbes biomédicas, como na administracdo de medicamentos,
bioimagem, terapia de fotoablacdo contra células cancerigenas e biossensores (Fei et
al., 2013; McNamara & Tofail, 2016; Shetti et al., 2016; Haider et al., 2019).

Devido a sua boa biocompatibilidade e alta condutividade, o TiO2 tem sido
amplamente utilizado na fabricacdo de biossensores eletroquimicos. Em muitos destes
biossensores, o TiO2 foi empregado como matriz de suporte para enzimas
imobilizadoras. Os resultados mostraram que 0s compositos a base de TiO2 foram
capazes de facilitar a transferéncia direta de elétrons e aumentar a atividade catalitica

das enzimas (Huang et al., 2013; Wang et al., 2015). No presente estudo o TiOz2 foi
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utilizado como matriz de suporte para um peptideo antimicrobiano no reconhecimento

de fungos do género Candida.

2.3.2 Biossensores

Um biossensor € um dispositivo analitico que funciona para analisar uma
amostra na presenca de um determinado analito alvo. Normalmente, um biossensor é
constituido a partir de: (1) um componente bioldgico, bioelemento ou biorreceptor, onde
ocorre 0 biorreconhecimento; (2) transdutor, que pode ser eletroquimico, éptico,
eletrdnico, piezoelétrico, piroelétrico ou gravimétrico e (3) a unidade eletrbnica, 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_figl 325428576)/2020.
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Os biossensores sao utilizados em diversas areas, inclusive ambientais,
industrias farmacéuticas, alimentar e médica (McNamara & Tofail, 2017). Possuem
varias vantagens potenciais sobre outros métodos de biodetecc¢éo, incluindo maior
velocidade e flexibilidade de ensaio. A analise rapida em tempo real pode fornecer

informacgdes interativas imediatas aos profissionais de saude que podem ser
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incorporadas ao planejamento de cuidados com o paciente. Além disso, 0s
biossensores permitem analises multi-alvo, automacao e reducdo de custos. O
diagnostico baseado em biossensores também pode facilitar a triagem do cancer e
outras doencas, melhorando a deteccdo precoce e, portanto, melhorando o
prognéstico (Prickril & Rasooly, 2017).

Os elementos de reconhecimento em um biossensor sdo imobilizados na
superficie dos transdutores e interagem com moléculas alvo sem adicionar reagentes
a solucéo da amostra. Em operacdao, as interagdes especificas entre o analito alvo e os
elementos de reconhecimento produzem alteracdes fisico-quimicas na superficie do
transdutor. As alteracbes sdo entdo reconhecidas pelo transdutor e convertido em
sinais mensuraveis que entdo podem ser usados para determinar a quantidade de
analito presente na amostra (Nguyen et al., 2019).

Geralmente, os biossensores sdo classificados com base no componente
biolégico utilizado, como enzimas, anticorpos, peptideos, acidos nucléicos ou células,
ou pelo tipo de transdutor. Outra forma de classificar os biossensores é pelo modo de
interacdo entre os analitos e 0 componente biolégico em um biossensor. S&o dois
tipos: biossensor catalitico, no qual as interac6es resultam na formacdo de um novo
produto de reacdo quimica e biossensor de afinidade, no qual as interacfes resultam
na ligacdo do analito a superficie do transdutor (Nguyen et al., 2019).

O transdutor usado no biossensor depende da reagdo gerada entre a amostra
e 0 biorreceptor. Biossensores eletroquimicos (BE), como sensores amperomeétricos,
detectam alteracdes na corrente devido a reagOes de oxidacao/reducdo. Sensores
potenciométricos podem detectar mudancas na distribuicdo de cargas. Os
biossensores Opticos podem ser calorimétricos que detectam alteracées na absorcao
de luz ou fotométricos, que detectam alteracbes de fotons. JA 0s sensores
piezoelétricos podem detectar alteracdes de massa (McNamara & Tofail, 2017).

Entre as diferentes classificacdes, os biossensores eletroquimicos (BEs) sao
promissores devido ao baixo custo de producao, alta sensibilidade e facilidade de
operacdo. Combina o poder analitico da técnica eletroquimica com a especificidade
do biorreceptor. O mecanismo de detecc¢éo é baseado no fato de que durante o evento

de interacdo elemento-analito de reconhecimento, espécies eletroativas, como
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elétrons, sdo consumidas ou produzidas, gerando um sinal eletroquimico que é
detectado pelo transdutor eletroquimico (Sandhyarani, 2019).

Os BEs sédo a classe de biossensores mais propensos a miniaturizacao e a
mais usada. Nos biossensores eletroquimicos, as informacdes qualitativas e
guantitativas do analito sdo obtidas na forma de voltagem ou corrente, sendo assim
conhecidos como, biossensor potenciométrico ou biossensor amperométrico,
respectivamente (Sandhyarani, 2019).

Os materiais utilizados nos sensores eletroquimicos séo classificados em: (1)
materiais para o eletrodo e substrato de suporte (metais: platina, ouro, prata, aco
inoxidavel; materiais a base de carbono: grafite e fibra de carbono; polimeros ou sais
organicos eletrocondutores; (2) materiais para maior sensibilidade e seletividade
(especialmente materiais de tamanho nanométrico: nanoparticulas e nanotubos de
carbono; (3) materiais para a imobilizacdo de elementos de reconhecimento biolégico
(agentes multifuncionais: glutaraldeido e diisocianato de hexametil ou polimeros
alternativos: poliacrilamida e polifenol) e (4) elementos biolégicos (enzimas,
anticorpos, antigenos, mediadores e cofatores) (Moretto & Kalcher, 2014).

Uma das etapas mais importantes na construcdo dos BEs € a imobilizacao ideal
do biocomponente na superficie do eletrodo. Essa imobilizagdo ideal deve garantir
uma quantidade méaxima de biorreceptor imobilizado ou, mais apropriadamente, um
namero maximo de sitios reativos imobilizados em uma unidade de substrato, bem
como sua estabilidade e eficacia. Dentre as varias superficies utilizadas para
imobilizacdo das biomoléculas estdo: silicio, vidro, ouro, nanotubo de carbono,
polimeros, grafeno, etc (Moretto & Kalcher, 2014).

As técnicas de imobilizacdo séo classificadas em duas categorias: métodos
reversiveis e irreversiveis. Métodos reversiveis incluem a adsorcéo (fisica e quimica)
e métodos irreversiveis incluem armadilha (oclusédo), acoplamento covalente,

reticulagéo (cross-linking) e imobilizacéo por afinidade (Figura 14).
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Fig. 14 llustracdo esquematica dos métodos de imobilizacdo comumente usados para

biomoléculas nas superficies dos eletrodos. *Fonte: Adaptado de Sandhyarani (2019).
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A adsorcdo fisica € o método mais simples de imobilizagdo, no qual as
biomoléculas sao ligadas a superficie por meio de liga¢cbes fracas, como forcas de
Van der Waals, ligacbes de hidrogénio ou interacdes hidrofébicas. J4 adsorcéo
guimica envolve a ligacdo covalente direta entre as biomoléculas e a superficie do
eletrodo através de grupos funcionais das moléculas presentes na superficie. O
método mais utilizado para a adsorcdo quimica de biomoléculas é usar monocamadas
auto-montadas com os grupos funcionais terminais, como amina ou acido carboxilico,
gue sdo normalmente ativados usando o éster N-hidroxissuccinimida (NHS). O
método de armadilha é centrado na oclusédo 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 disponiveis para o biorreconhecimento. A imobilizagdo por reticulacdo

ou “cross-linking” € o método de unido quimica das moléculas por uma ligagéo
covalente atraves de reticuladores que contém extremidades reativas que reagem a

grupos funcionais especificos nas biomoléculas. Nesse caso as ligagbes covalentes
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se formam entre a biomolécula e a superficie solida/eletrodo através dos reticuladores.

Finalmente, na imobilizag&o por afinidade, o principio de afinidade entre biomoléculas

complementares é utilizado, sendo a principal vantagem do método a seletividade

significativa da interacdo. Trata-se de uma interacdo nao covalente (Figura 14)

(Sandhyarani, 2019).

Dado o mecanismo funcional dos BEs, € apropriado a modificagdo da superficie
do eletrodo, sendo crucial para o seu desempenho. As modifica¢des superficiais nao
apenas ajudam na imobilizacdo adequada dos biorreceptores, como também
desempenham um papel central no controle de ruido e maior sensibilidade. E ainda,
a funcionalizacdo da superficie ajuda a diminuir a ligacao nédo especifica indesejada
do analito ou outros componentes na superficie do eletrodo (Moretto & Kalcher, 2014;
Sandhyarani, 2019).

Os principais métodos usados na funcionalizacdo da superficie de um eletrodo
podem ser a formacdo de monocamadas automontadas, eletrodeposicdo de
polimeros e o0 uso de polimeros condutores (eletropolimerizacao):

e Monocamadas automontadas (SAMs - do inglés Self-Assembled monolayers):
Sao conjuntos ordenados de moléculas formadas na superficie sélida por forte
adsorcado quimica do grupo principal da molécula. Exemplos: SAMs de carboxilado
nas superficies de 6xido, SAMs de silano nas superficies de vidro/silicio e SAMs

de alcano tiol em metais nobres;

e Eletrodeposicdo: Promove a formacao de filmes ou particulas na superficie do
eletrodo. A mudanca no potencial eletroquimico de um eletrodo pela aplicacédo de
um campo elétrico externo leva a reacao de reducdo ou oxidacdo na superficie do
eletrodo. Essas reacdes podem levar a uma deposicao ou dissolucéo na superficie
do eletrodo, dependendo da mudanca de potencial. Ocorre em duas etapas: (1)
difusdo de espécies carregadas da solucdo para o eletrodo e (2) reducdo de
espécies carregadas na superficie do eletrodo e crescimento de particulas ou filme
na superficie. A reacdo continua até que um novo estado de equilibrio seja

alcancado;

e Polimeros condutores: fornecem uma plataforma adequada para imobilizagédo de

biorreceptores e rapida transferéncia de elétrons através deles. Revestimentos
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poliméricos podem ser utilizados para a modificacdo de uma grande variedade de
eletrodos usados em biossensores eletroquimicos, sendo realizados por
eletropolimerizacdo ou fundicdo em solucdo de polimeros pré-formados
(Sandhyarani, 2019).

Eletrodos modificados com polimeros podem ser preparados por deposi¢ao
direta de polimeros na superficie (por métodos de revestimento por gota, imersao ou
centrifugagcéo) ou por polimerizacdo na superficie do eletrodo (por meio de rotas
quimicas, eletroquimicas ou fotoquimicas). Os primeiros sdo usados quando 0s
polimeros ja estdo sintetizados e precisam ser imobilizados como estdo. No dltimo
caso, o eletrodo é imerso em uma solugdo de monémero e um potencial adequado é
aplicado para permitir a formacéo do filme de polimero na superficie do eletrodo. Isso
€ alcancado através da polarizacdo geralmente ciclica da superficie do eletrodo que
€ ao mesmo tempo exposta a uma solucao do mondmero. O exemplo mais conhecido
€ provavelmente a poli (anilina), mas também o poli (pirrol) ou o poli (tiofeno) sédo
populares. O resultado da eletropolimerizagdo € 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 eletropolimerizacdo, através da técnica
eletroquimica de Voltametria ciclica, do acido tiofeno-3- acético (3TAA), onde através
de um potencial aplicado houve a formacdo de um filme de poli (acido tiofeno-3-

acético) (PTAA) na superficie do eletrodo.
2.3.2.1 Biossensores baseados em peptideos antimicroabianos

Peptideos compartilham a mesma estrutura quimica das proteinas, logo, séao
candidatos ideais para substituir proteinas como receptores em biossensores. Com
base nisso, os peptideos vém atraindo atencdo significativa como elementos
biodetectores alternativos para o desenvolvimento estavel, sensivel de dispositivos de
deteccdo seletiva. Em contraste com anticorpos e sondas de &cidos nucléicos, os
peptideos sdo naturalmente mais estaveis, mais faceis de produzir ou sintetizar e séo

mais baratos (Etayash et al., 2017).
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Mesmo com poucas pesquisas dedicadas ao estudo das interacdes entre
peptideos antimicrobianos imobilizados em biossensores e a superficie de bactérias
e fungos, o que faz com que 0os mecanismos de reconhecimento ndo sejam tao claros,
os PAMs atrairam muitas atencdes no campo da biossensibilidade devido a sua alta
afinidade com tais microrganismos. O baixo peso molecular os torna mais estaveis e
flexiveis do que os anticorpos, na fabricacdo, utilizacdo e armazenamento dos
biossensores. De fato, alguns PAMs mantém a afinidade com bactérias e fungos sob
condicbes ambientais adversas (desnaturantes quimicos 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 0s
biossensores funcionem mesmo em baixas concentragdes destes (Qiao et al., 2020).

Etayash et al. (2017) desenvolveram uma plataforma biossensora para
deteccdo de bactérias baseada em um peptideo antimicrobiano da classe das
bacteriocinas, a Leucocina A. Na construcdo do biossensor foi utilizada a técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica e o mesmo foi capaz de reconhecer
Listeria monocytogenes, S. aureus, L. innocua e E. Faecalis. Mais tarde,
pesquisadores utilizaram o peptideo antimicrobiano Melittina no desenvolvimento de
um biossensor para detec¢éo de Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S.
aureus) e Salmonella typhimurium (S. typhi) em agua potavel e suco de maca. A
melitina € uma molécula anfipatica catibnica que compreende 26 aminoacidos e ja
havia sido usada no biorreconhecimento das espécies patogénicas Coxiella burnetti e

Brucella melitensis (Wilson et al., 2018).

O nosso grupo também vem realizando o desenvolvimento de biossensores
baseados em peptideos antimicrobianos. Andrade et al. (2015) desenvolveram um
biossensor seletivo e sensivel para monitorar bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas baseado em nanotubos de carbono, funcionalizados com grupos -COOH, e
o peptideo Clavanina A. A técnica utilizada para caracterizagéo foi a de EIE e foi obtido
o limite de deteccdo de 10> UFC mLe 10® UFC mL para E. coli e K. pneumonie,
respectivamente; e para E. faecalis e B. subtilis, o limite de deteccdo foi de 10° UFC
mL1. Em outro estudo, De Miranda et al. (2017) demonstrou um biossensor

nanoestruturado baseado em NPsAu e monocamadas auto-montadas de cisteina.
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Foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e EIE. A resposta eletroquimica foi
avaliada frente a S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa , S. typhimurium e E. coli.
Adicionalmente, Junior el al. (2018) desenvolveram um biossensor eletroquimico
baseado no peptideo natural Clavanina A para deteccéao de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, mostrando uma melhor deteccédo para E. coli, K. pneumoniae e S.
typhimurium, com um limite de deteccédo de 10'UFC mL™, que corresponde a ~ 0,01

uL! de bactéria.

Podemos considerar como raro na literatura biossensores baseados em PAMs
especificos para fungos, uma vez que o seu mecanismo de acdo frente a esses
microrganismos ainda ndo foi totalmente elucidado. Porém, alguns biossensores
desenvolvidos demonstraram bom desempenho na deteccdo de certas espécies de
fungos. Shi et al. (2017) desenvolveram um biossensor piezoelétrico de deteccao rapida
e sensivel, baseado em pleurocidina, um peptideo antimicrobiano de 25 residuos de
aminoacidos. O biossensor construido 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 deteccéo foi de 102 UFC mL™.

Neste trabalho desenvolvemos um biossensor eletroquimico para deteccao de
fungos do género Candida, a partir do qual conseguimos diferenciar 4 espécies de
potencial patogénico. E para isso utilizamos técnicas de caracterizacdo como:
espectroscopia de impedancia eletroquimica, Voltametria ciclica e microscopia de forca

atbmica.

2.4 Técnicas de caracterizacao

2.4.1. Espectroscopia de Impedéancia eletroguimica

Impedancia é a capacidade de um circuito resistir ao fluxo da corrente elétrica,
e a técnica em que a impedancia é plotada versus a frequéncia é chamada
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). A base da espectroscopia de
impedancia 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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capacitancia de eletrodos idealmente polarizaveis que resultaram no desenvolvimento
de varios modelos para interfaces elétricas (Brock, 2017).

EIE é uma técnica antiga que tem sido continuamente desenvolvida e utilizada
para estudar varios processos, tais como: reacfes redox em eletrodos, adsorcéo,
cinéticas das reacOes, transferéncias de massa, determinacdo da resisténcia da
solucdo, aplicacbes em fontes de energia, corrosdo, reacdes eletrocataliticas (ex:
eletrolise da agua), polimeros condutores, monocamadas automontadas,
biomembranas, sensores, e outros (Lasia, 2014; Brock, 2017).

O conceito de impedancia foi derivado da resisténcia, que € definido pela lei de
Ohm como a razéo entre a tenséo (E) e a corrente (I). A lei de Ohm é um conceito
simples de resisténcia que exclui a frequéncia e o tempo dependente da mudanca de
fase entre a corrente sinusoidal e a da voltagem. Quando expressa em funcéo do tempo
(t), o potencial da excitacao sinusoidal € expresso como (E:) = EoSen(wt) e a resposta
da corrente como (I)) = loSen(wt + ¢), onde Eo e lo sédo as amplitudes de potencial e
corrente, respectivamente. w é a frequéncia radial em radianos/segundo (= 21f, onde f
€ a frequéncia em hertz), e ¢ é a diferenca do angulo de fase entre corrente e o
potencial.

Entdo a impedancia (Z) pode ser expressa como:

7 - E,  Epsen(wt) sen(wt)
Tl tysen(wt+ @) %sen(wt + ¢)

Eq.1.
Usando a férmula de Euler, a impedancia pode ser expressa com a funcao
seguinte, a fim de expressar a dependéncia do angulo de fase por meio de funcdes

trigonométricas:

Z(w) =|Zle j¢ = ZO (cos¢ + jsengp) =Z "'+ jZ" Eq.2.

Onde j= (-1)Y2 e Z’' e Z” sdo impedancia real e imaginaria, respectivamente (Brock,
2017).
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A impedancia € um valor complexo, pois a corrente pode diferir ndo apenas em
termos de amplitude, mas também pode mostrar uma mudanca de fase ¢ em
comparacdo com a funcdo voltagem-tempo. Assim, o valor pode ser descrito pelo
modulo |Z] e a mudanga de fase por ¢ ou, alternativamente, pela real Zr e pela parte
imaginaria da impedancia Z (Figura 15). Portanto, os resultados de uma medigéo de
impedancia podem ser ilustrados de duas maneiras diferentes: usando um gréfico
Bode, que plota log|Z| em funcéo do logf ou usando um grafico de Nyquist que traca Zr
e Z para obter um semicirculo em alta frequéncia e um componente linear em baixa
frequéncia (Figura 16) (Lisdat & Schafer, 2008; Brock, 2017).

Fig. 15 llustracdo de como a impedéancia pode ser representada: a) quociente das
funcdes tensao (V) e corrente (l) e b) médulo de Z e o angulo de fase @, ou partes reais

(Zr) e imaginarias (Zi1) da impedancia. *Fonte: Lisdat & Schéafer (2008).

P I
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O componente semicirculo em um grafico de Nyquist representa 0 processo
limitador de transferéncia de carga ou elétrons na superficie do eletrodo, cujo valor é
calculado medindo-se o diametro do semicirculo. O aumento do diadmetro do
semicirculo significa o aumento da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e vice-
versa (Figura 16-a e 16-b). O componente linear do grafico de Nyquist representa um
processo limitado de difusdo. O grafico de Nyquist pode dar informacdes de diferentes
tipos de circuitos equivalentes. O circuito de Randles (Figura 16-c), € o0 circuito

equivalente mais utilizado em experimentos de biossensores e consiste em: resisténcia
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da solucéo (Rs), resisténcia a transferéncia de cargas (Rct), impedancia de Warburg

(Zw) e um elemento de fase constante ou capacitor ndo ideal (Q) (Brock, 2017).

Fig. 16 a) grafico de bode, b) grafico de nyquist e c¢) circuito de Randles. *Fonte:

(https://www.palmsenscorrosion.com/knowledgebase_tags/bode-plot/)/2020.
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A cinética da reacdo redox da sonda na superficie do eletrodo pode ser
representada por Rct e Q. No entanto, Q é facilmente afetado pela superficie rugosa e
ndo homogénea do eletrodo, logo o Rct € comumente usado para biossensores. O Zw
o fendmeno de difuséo, e Rs sdo as propriedades da solucgéo eletrolitica (Brock, 2017).

Como a EIE é capaz de sondar a natureza do eletrodo aplicando um pequeno
potencial sinusoidal (2-10mV) em funcdo da frequéncia, tornou-se o ideal candidato
para estudar interacdes biomoleculares, incluindo carboidrato-proteina, proteina-
proteina e proteina-DNA. Isso também levou ao seu uso na deteccao de biomarcadores
de doencas 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 eletrofiacdo frente & CTMs, como
fizemos uso de tal técnica na construcdo de um biossensor eletroquimico para detecgéo
de Candida spp.


https://www.palmsenscorrosion.com/knowledgebase_tags/bode-plot/

74

2.4.2. Voltametria Ciclica

A Voltametria € uma categoria de métodos eletroanaliticos utilizados na analise
de varios analitos. Na Voltametria, as informacdes sobre um analito sdo obtidas pela
medicdo de fendmenos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de
trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a essa superficie. Esta técnica € um
estudo da corrente em funcao do potencial aplicado. Logo, o registo da corrente versus
o potencial € chamado voltamograma (Barbooti, 2015; Pacheco et al., 2013).

Para realizar experimentos de voltametria, sdo necessarios pelo menos dois
eletrodos. O primeiro € um eletrodo de trabalho, que estd 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 dificil para um eletrodo manter um potencial constante enquanto passa corrente
por ele. Para resolver esse problema, os papéis de fornecer um potencial de referéncia
e fornecimento de elétrons sdo divididos entre um eletrodo de referéncia e outro
eletrodo chamado, contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar. O eletrodo de referéncia pode
ser de Ag/AgCl ou Hg/HgCI2 e funciona como referéncia na medicdo, assim como, no
controle do potencial do eletrodo de trabalho e em nenhum momento ele se polariza.
Ja o contra-eletrodo, que pode ser de platina, ouro, carbono vitreo, etc., € usado para
completar o circuito elétrico, evitando o fluxo de corrente no eletrodo de referéncia
(Saito & Kikuchi, 2013; Barbooti, 2015; Pacheco et al., 2013).

Para conduzir a corrente na solucdo, um condutor idnico, que contém ions que
possam se mover livremente entre os eletrodos deves ser usado e ficara dentro de um
recipiente, chamado célula. Os eletrodos sdo conectados a um instrumento
potenciostéatico 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 reducdo do solvente ou de algum outro componente da matriz da
solugéo (Barbooti, 2015).
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Fig. 17 llustracdo de uma configuracdo tipica de uma analise voltamétrica.
*Fonte:(https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-
gualidade-de-medicamentos/)/2020.
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Com base nos eletrodos e nos tipos de eletrdlitos, assim como, 0 potencial
aplicado e como a corrente é medida, diferentes técnicas voltamétricas foram
desenvolvidas. Entre elas, a Voltametria ciclica € uma das técnicas mais importantes
gue é amplamente utilizada em muitas areas da quimica (Barbooti, 2015).

Na voltametria ciclica (VC), o experimento comeca com aplicacdo de um
potencial em um valor que n&o gera reducado. A reducdo do analito em solucéao devido
a variacdo de potencial na regido catodica, leva a formacao de um pico de corrente que
€ proporcional a concentracéo do analito (pico catddico). Quando o potencial atinge um
determinado valor, no qual ndo ocorre reducao, o potencial é varrido no sentido inverso
até o ponto de onde partiu. No caso de uma reacgao reversivel um pico simétrico ao da
reducdo (pico andodico) é gerado devido a oxidacdo de produtos gerados no sentido

direto que estavam proximos a superficie 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 ciclico.
*Fonte: (https://betaeq.com.br/index.php/2019/07/12/a-eletroquimica-e-o-controle-de-
gualidade-de-medicamentos/)/2020.
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2.4.3. Microscopia Eletronica de Forca Atbmica

O microscopio de forga atdmica (do inglés AFM - Atomic Force Microscope) foi
desenvolvido em 1986 e teve como precursor 0 microscopio de varredura por
tunelamento. O principio da configuracdo do AFM (Figura 19), é composta por um
cantilever que transporta uma sonda coloidal em contato com a superficie da amostra,
um laser, um fotodetector e um elemento piezoelétrico de varredura. O cantilever
contém uma ponta afiada e interage com a superficie de uma amostra que é movida
nas direcdes X,y e z pelo elemento piezoelétrico, que gera a movimentacao necessaria
para obtencdo de imagens topograficas nas trés dimensdes. Um feixe de laser focado
no final do cantilever é refletido em um detector e quando o cantilever experimenta uma
forca, por uma substancia quimica topografica, ou caracteristica elétrica da amostra, o
cantilever é desviado levando a um desvio do feixe de laser de sua posi¢ao original no
detector. Esse desvio é medido como uma tensdo que pode ser traduzida em forca 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 microscopio eletrbnico de varredura e b) llustracédo

esquematica dos componentes gerais de um AFM. *Fonte: Cascudo et al. (2018).
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No AFM, a forca entre a ponta e a amostra pode ser medida em modo estéatico
usando a deflexdo do cantilever, no qual a ponta esté fixada. O cantilever atual como
uma mola e sua deflexdo é proporcional a for¢ca entre a ponta e a amostra. Se a rigidez
do cantilever (k= constante da mola) € conhecida, a forca entre a ponta e a amostra
pode ser determinada medindo a flexdo do cantilever. Para calcular tal forca, a lei de

Hooke pode ser utilizada:

F=-kz Eq.3.

Onde F ¢é a forca e z é a distancia em que o cantilever (mola) é dobrado em relacdo a

sua posicao de equilibrio se a amostra presente (Voigtlander, 2015).

Durante a operacgdo, enquanto a ponta varre a superficie da amostra, ocorrem
oscilacbes nesta como consequéncia de alteracdes na topografia da superficie,
registrando variacOes de potencial interatbmico. Em particular, monitorando a deflexao
do cantilever, as caracteristicas morfolégicas da superficie podem ser observadas, caso
a caso, definindo adequadamente as condi¢cdes operacionais (Marrese, Guarino &
Ambrosio, 2017).
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Uma classificacdo adequada dos modos de operacdo do AFM pode ser feita
em funcdo das interacdes de forca entre a ponta e a superficie da amostra. Em
particular, o AFM trabalha no “modo de contato” na presenga de constantes forgas
repulsivas ou no “modo ndo contato” na presenca de forgas atrativas na ponta. Por fim,
o AFM pode funcionar no modo de toque ou “modo intermitente” na presenca de forgas
atrativas e repulsivas (Figura 20) Para todas os modos de operac¢éo, as imagens podem
ser reconstruidas gravando todas as interagfes interatbmicas que ocorrem durante a

varredura do cantilever na superficie da amostra (Marrese, Guarino & Ambrosio, 2017).

Fig. 20 Representacdo esquematica dos modos de operacdo em AFM. *Fonte:
(https://www.slideserve.com/penha/atomic-force-microscopy)/2020.
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O modo contato ocorre quando e ocorre quando a ponta esta constantemente
em contato com a superficie da amostra. Enquanto isso, geralmente é usado um
sistema de feedback para manter constante a deflexdo do cantilever durante a
varredura. Este modo operacional € o mais adequado para planos e superficies rigidas
como cristal, polimeros duros e tecidos, permitindo um alto nivel de resolu¢cdo. No modo
nao contato, a sonda oscilante é geralmente influenciada pela superficie préxima

produzindo uma mudanca na frequéncia ressonante, devido as forgas atrativas de Van


https://www.slideserve.com/penha/atomic-force-microscopy)/2020
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der Waals. Portanto, os sinais gravados no modo n&o contato estdo relacionados a
variagao entre a frequéncia ressonante do cantilever e da oscilagéo livre do sistema,
fornecendo uma estimativa preliminar das intensidades das forcas de interacdo entre a
ponta e amostra. Nesse caso a constante de mola € maior do que no modo contato
para minimizar as forcas atrativas entre a ponta e a superficie da amostra. No modo
intermitente a operacgdo € semelhante ao usado no modo anterior. Contudo, o contato
da ponta com a superficie da amostra ocorre de forma falsa durante cada ciclo de
oscilacdo. Devido a perda de energia causada por um Unico contato intermitente, a
amplitude da vibracdo muda drasticamente a funcao da topografia peculiar da superficie
da amostra. E um modo empregado com sucesso para a caracterizac¢éo topografica de
superficies carregadas de células, devido a aplicacdo de forcas mais baixas e alta

resolucao da imagem (Marrese, Guarino & Ambrosio, 2017).

Adicionalmente, a vantagem da técnica de AFM consiste, principalmente, no
fato de que a preparacdo da amostra € bastante simples, economiza tempo e ndo induz
artefatos, podendo operar sob condicbes ambientais ou a qualquer temperatura
especifica. Além disso, o AFM esta ganhando um valor agregado como ferramenta util
para o design de scaffods, dando oportunidade para realizar um grande nimero de
testes de amostras de biopolimeros sob condi¢bes fisiologicas (Das et al., 2015;
Alsteens et al., 2017).

Neste trabalho, a microscopia de forca atdmica foi utilizada para analise
morfolégica das fibras poliméricas fabricadas por eletrofiagcdo para cultivo de CTMs,
assim como, a mesma técnica serviu para caracterizagdo topografica do biossensor

eletroquimico desenvolvido para a deteccdo de fungos do género Candida.
2.4.4. Teste de Viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular é frequentemente definida como o numero de células
viaveis em uma amostra. Muitas vezes, 0 mesmo ensaio utilizado para determinar a
viabilidade é usado, durante um periodo de tempo para investigar a proliferacéo celular
(Stoddart, 2011). Entre os ensaios de viabilidade que dependem da conversédo do
substrato em produto cromogénico pelas células vivas, o ensaio MTT ainda esta entre
um dos ensaios mais versateis e populares. O ensaio MTT envolve a conversao do

corante MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio], amarelo
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soluvel, em um sal de formazan, roxo insoltvel, pela acdo da redutase mitocondrial
(Figura 21) (Kumar, Nagarajan & Uchil, 2018).

Fig.21 Reducéo enzimatica de MTT para Formazan. *Fonte: Prabst et al. (2017).

Para determinacao da viabilidade celular, o Formazan formado € solubilizado
e a sua concentracdo € determinada por densidade 6ptica a 590 nm, a qual é

proporcional ao niumero de células viaveis (Kumar, Nagarajan & Uchil, 2018).
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3 METODOLOGIA

3.3 Estudo eletroquimico da viabilidade de células-tronco mesenquimais na superficie

de nanofibras eletrofiadas funcionalizadas por lectinas:
3.1.1 Materiais

Alcool polivinilico (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 4cido
acético glacial foram fornecidos pela Merck (Alemanha). Agua ultrapura foi usada em

todas as experiéncias ap0s o tratamento com o sistema Millipore Milli-Q.
3.1.2 Fabricacdo nas nanofibras por eletrofiacao

Inicialmente, o PVA (10% p/v) foi preparado dissolvendo o p6 em &agua
deionizada ultrapura e agitado vigorosamente a 80 ° C por 1 h. A QS (2% pl/v) foi
dissolvida em acido acético glacial (1%) e agitada magneticamente por 30 min em 24
°C. ApoOs resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionadas solucdes das
lectinas vegetais WGA e ConA a 1mg/mL as preparagdes de PVA e PVA/ QS (80/20)
e agitadas por 1 h, resultando nas respectivas formulagdes: PVA / ConA, PVA / WGA,
PVA/QS, PVA/ QS /ConA e PVA/ QS / WGA. Todas as misturas foram colocadas

em banho ultrassénico por 1 hora para remover as bolhas de ar.

O processo de eletrofiagdo foi realizado a temperatura ambiente usando um
aparelho de eletrofiacdo de configuracdo horizontal. As misturas de polimero- lectina
foram colocados em uma seringa de 20 mL com uma agulha de aco inoxidavel 14G
(1,6 mm). Adotamos uma distancia fixa da ponta da agulha até coletor de 14,5 cm,
taxa de infusdo de 1uL/min fornecida por uma bomba de seringa (Bonther, Brasil) e
potencial elétrico de 24 kV produzido por uma fonte de alimentacdo doméstica. Cada
nanofibra foi formada apds 10 horas de eletrofiacdo em um coletor de metal envolto

em folha de aluminio conectada ao aterramento.

Finalmente, as nanofibras eletrofiadas foram retiradas do papel aluminio, secas
a 24 °C e cortadas em circulos para servirem de meio de suporte para cultivo de CTM

humanas e nas caracteriza¢des subsequentes.
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3.1.3 Isolamento de células-tronco mesenquimais da geléia de Wharton humana

Os corddes umbilicais humanos foram coletados da cesariana de doadoras no
Hospital De Avila (Recife-PE) ap6s a assinatura do consentimento informado, em
conformidade com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(CAAE: 24708319.3.0000.5208) (Anexo 1). Os corddes umbilicais foram
transportados em um recipiente estéril com solucdo salina tamponada (PBS) em
EDTA (2 mM) contendo uma suplementacdo dos seguintes antibioticos: penicilina

(150 Ul/mL), estreptomicina (150 ug/mL) e anfotericina (5 pg/mL).

Posteriormente, visando o isolamento das CTMs-GW, os corddes umbilicais
foram lavados e cortados longitudinalmente em segmentos de 2 cm para expor as
veias e artérias que foram entdo 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 cm?) 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 COy).

O método de crescimento das CTMs-GW citadas foi baseado na migracdo
espontanea das células do tecido para a superficie dos frascos, de acordo com sua
propriedade de aderéncia ao plastico. Apds 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 pocos (5x10° células/poco) em volume de 3 mL de meio Low DMEM
suplementado com SBF a 15%. Os periodos de incubacéo 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 pocos, seguido das
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CTMs-GW com densidade celular de 1x10* células / poco e incubadas a 37 °C e CO2
a 5%. Apos 24 e 48h de cultura celular, a solugdo de MTT (20 pL, 5mg / mL) foi
adicionada a cada poco. Depois de 4 h de incubacéo, foi colocado em cada poco
dimetilsulféxido (DMSO-100 pL), com o objetivo de solubilizar o corante formazan.
Finalmente, ap6és 1 h de incubacdo, as amostras foram lidas através de um
espectrofotometro (Varioskan Flash, Thermo Scientific) no comprimento de onda de
595 nm.

3.1.5 Anélise morfoldgica das nanofibras

As medidas da microscopia de forca atbmica (AFM) foram obtidas utilizando um
microscopio comercial SPM-9700 (Shimadzu Corporation, Japao), utilizando
cantilevers com sonda de silicio, constante de mola de 42 N.m-1 e frequéncias de
ressonancia de cerca de 300 kHz. Os experimentos foram realizados em temperatura
ambiente (24 ° C = 1 ° C), areas de varredura de 5 x 5 um? com resolucéo de 512 x
512 pixels. Cada amostra da nanofibra foi avaliada em duas éareas

macroscopicamente diferentes antes e apos cultura de células.
3.1.6 Caracterizacao eletroquimica

A EIE foi realizada para medir a impedancia das nanofibras antes e apés a
exposicdo das CTMs-GW, apontando a relagdo da resisténcia de transferéncia de
carga (Rct) a adeséo e proliferacdo celular. Todas as medi¢cdes foram realizadas
usando um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128 N (Ecochemie, Paises
Baixos). As membranas eletrofiadas foram dispostas em uma célula eletroquimica
ligada a um contra-eletrodo de fio de platina na presenca de um eletrodo de ouro e
Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e imersos em uma solucéo 10 mM [Fe(CN)e]® -/
[Fe(CN)e]* preparada em PBS pH 7,4 (1:1), que foi usada como sonda redox (Figura
16). A varredura de frequéncia variou entre 100 mHz e 100 kHz com amplitude de
potencial de onda senoidal de 10 mV. Todas as medicbes eletroquimicas foram

realizadas em temperatura ambiente dentro de uma gaiola de Faraday.
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Fig.22 Imagem da célula-eletroquimica utilizada para analise de EIE. *Fonte: (Autor

proprio).
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3.4 Biossensor impedimétrico eletroquimico a base de peptideo antimicrobiano

modificado (Clavanina-MO) para detecc¢éo de espécies de Candida.
3.2.1 Materiais

(3-aminopropil) trietoxissilano (APTES), 6xido de titanio (IV) (TiO2), &cido 3-
tiofeno acético (3TAA), acido N-hidroxissulfossuccinimida (NHS), 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), dimetilsufoxido (DMSO), obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Acido cloridrico (HCI) PA, ferrocianeto de potassio
(K4[Fe(CN)g]) e ferricianeto de potassio (K3[Fe(CN)s]) foram adquiridos da VETEC
(Brasil). A clavanina-MO foi sintetizada pela Peptide 2.0 (EUA) usando a fase soélida
com a estratégia N-9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc). Em seguida, o peptideo foi
purificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), obtendo uma pureza
superior a 95%. Todos os materiais utilizados neste estudo foram previamente
esterilizados. Utilizou-se o método padrdo de inoculacéo de diferentes espécies de
Candida, cujo crescimento ocorreu no Agar Sabouraud Dextrose (ASD) com
cloranfenicol por 24 horas a 37 ° C. Agua de alta pureza foi obtida a partir de um

equipamento Millipore Milli-Q plus (Billerica, EUA).
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3.2.2 Modificacéo quimica das NPsTIOz2

A modificacdo quimica das NPsTiOz consistiu na adicdo de grupos amino em
sua superficie. Para isso, foi utilizado 3-amminopropiltrietoxissilano (APTES) via
reacdo de co-condensacao. Esse procedimento foi baseado no método relatado por
Patra et al (2014).

Primeiramente, 0,59 de NPsTiO2 foram dispersos em aproximadamente 50 mL
de DMSO. A disperséo foi sonicada durante cerca de 1 hora. Subsequentemente,
400 pL de APTES foram adicionados a solucao que permaneceu durante a noite sob
agitacdo. Finalmente, as nanoparticulas foram lavadas com metanol para remover o

excesso de APTES e, ap0s filtracdo, secas a 60 ° C em estufa.
3.2.3 Medidas eletroquimicas

Os dados eletroquimicos 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 impedancia
foram registrados na faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz com um potencial
de onda senoidal de 10 mV. Todas as medi¢cdes foram realizadas em um sistema
convencional de trés eletrodos. O biossensor foi construido sobre uma superficie 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/AgCIl (em 3M KCI) como
eletrodo de referéncia. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas a 24 °C £
1, dentro de uma gaiola de Faraday. O eletrodo do disco de ouro foi inicialmente
polido em lixa com agua deionizada. Para uma limpeza completa, permaneceu 30
minutos embebido em NaClO. Finalmente foi enxaguado com agua ultrapura e, em

seguida, iniciado a construcao da plataforma.
3.2.4 Preparacéao eletroquimica de filmes de PTAA

Inicialmente, 20 mL de uma solucédo 0,5 M de acido tiofeno-3- acético (3TAA) em
HCI (0,1 M) foram preparados e, em seguida, foi realizada a polimerizacdo do
mondmero 3TAA em poli (acido tiofeno-3-acético) (PTAA). O filme PTAA foi preparado
por polimerizac¢do potenciostéatica pela técnica de voltametria ciclica (VC) na superficie

do eletrodo de ouro, posicionada paralelamente a um eletrodo de referéncia e um



86

contra-eletrodo. Através do VC, foram aplicados 40 ciclos de polimerizacdo em uma
faixa de potencial de -0,2 a +1,5 V com uma velocidade de varredura de 100 mV.s™.
Finalmente, o filme foi lavado com agua deionizada para remover monémeros nao

adsorvidos.
3.2.5 Preparagéo da plataforma biossensora

Apés a polimerizacdo do eletrodo, como mencionado na etapa anterior,
prosseguimos com a preparagdo da plataforma nanoestruturada. Para ativar os
agrupamentos carboxilicos livres do filme de PTAA e o acoplamento dos seguintes
grupos amino, foi aplicado EDC:NHS por 2 minutos. Em seguida, 2uL da solugéo de
TiO2NPs-APTES foram pingados no eletrodo modificado. Apds o tempo de incubacéo
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 2uL de solugao de Clavanina-MO (615,38uM) por 10 minutos. Assim, 2uL
de solucdo (25° C) contendo diferentes concentracées (10 a 10®° UFC mL™?) de
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei foram
incubadas na superficie do eletrodo de ouro modificado por 10 minutos cada, seguido
da andlise eletroquimica. Todas as medicdes foram realizadas em triplicado a 25 °C.
Um diagrama esqueméatico com o processo de montagem do biossensor é mostrado
na Fig. 23.
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Fig.23 Diagrama esquematico para a construcdo do biossensor modificado com
PTAA/TiO2NPs /CLAVMO.
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3.2.6 Andlise por microscopia de forga atbmica

As caracterizagcfes morfologicas do biossensor antes e apos interacdo com
Candida spp. foram realizadas usando um microscépio de for¢ca atbmica SPM-9700
(Shimadzu Corporation, Jap&o). Cantilevers com uma sonda AFM de silicio (Nanoworld,
Japéo, frequéncia ressonante de 300 kHz, constante de for¢ca 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 area de digitalizacdo de 5 x 5 um.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3 Estudo eletroquimico da viabilidade de células-tronco mesenquimais na superficie

de nanofibras eletrofiadas funcionalizadas por lectinas.
4.1.1. Analise Topogréfica

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). Apos sua funcionalizacdo com lectinas, observamos
que o WGA produz um aumento de altura de 10 nm em ambos os materiais. Em
comparacao com a funcionalizacao de ConA, pode-se dizer que sua afinidade € 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 mudanca
morfologica mais evidente. Em geral, as amostras de PVA-QS apresentam superficies
mais lisas compostas por protuberéancias nanométricas. Apés o crescimento de CTM-
GWH, as superficies tornaram-se mais asperas e maiores alturas foram observadas.
E importante ressaltar que, devido ao tratamento de fixac&o, a morfologia de todas as
amostras analisadas é diferente de seu estado hidratado. No entanto, os aumentos
de altura e morfologia surgem, sem divida, 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 apos a incubacédo. a) PVA_ WGA 12 horas
de incubagéo, b) PVA_ConA 12 horas de incubacao, c) PVA_Chitosan 12 horas de
incubacéo, d) PVA_QS_WGA 12 horas de incubacéo, e) PVA_QS_ConA 12 horas de
incubacdo, f) PVA_ WGA 24 horas de incubacdo, g) PVA_ConA 24 horas de
incubacédo, h ) PVA_QS 24 horas de incubacao, i) PVA_QS_ WGA 24 horas de
incubacéo, j) PVA_QS_ConA 24 horas de incubagéo.
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4.1.2. Ensaio de Viabilidade

As células viaveis transformam a solucao de MTT amarelo claro em cristais de
formazan azul escuro. Assim, a producdo de formazan indica indiretamente que as
células estdo vivas. A Fig. 26 mostra que CTM-GWH produziu formazan as 24 e 48
horas. Além disso, observamos taxas de viabilidade de mais de 95% de viabilidade
em todos os grupos testados durante os periodos de 24 e 48 horas. Nossos po¢os de
controle (membranas com meio de cultura e CTM) mostram que n&o ocorreu
contaminagcdo e que os materiais usados na mistura polimérica ndo reagem com 0
MTT. Nossos resultados demonstram que a adicdo de lectinas melhora a viabilidade
celular em estruturas de PVA. Por exemplo, em comparagédo com tapetes PVA-puros
(amostras de controle), a adicdo de WGA ja 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
adicao de ConA a materiais poliméricos, metais e plasticos ja demonstrou aumentar a
adeséao celular (Anselme, 2000). Por outro lado, quando o PVA ja esta associado a

7

quitosana, o efeito das lectinas € minimo. As viabilidades permanecem muito
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semelhantes para os trés PVA / QS, PVA-WGA / QS e PVA-ConA /QS, sugerindo,
portanto, que a interacdo adesiva ja é conduzida pela presenca da prépria QS, cuja

estrutura quimica é muito semelhante aos glicosaminoglicanos da MEC da GWH
(Lange et al., 2002).

Fig. 26 Ensaio de viabilidade celular apos 24 e 48 horas de incubagéo.
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4.1.3. Analise impedimétrica

Medidas impedimétricas foram realizadas a cada 12 h para monitorar o
crescimento e a adesdo na matriz polimérica. A Fig. 27 mostra a impedancia faradaica
antes e depois da incubacéo das CTM-GWH. Observamos que as menores respostas
sdo encontradas no inicio dos experimentos. O aumento progressivo na adesao
celular resultou em aumentos significativos na resisténcia a transferéncia de elétrons.
Os valores de Rct para superficies de fibras modificadas por CTM-GWH séo
mostrados na Tabela 1. Observamos que as caracteristicas dielétricas da rede
polimérica sdo modificadas apos a adsorcao celular em sua superficie. O aumento da
resisténcia eletrénica indica aderéncia das CTM-GWH a superficie das fibras

poliméricas e como esperado, no processo de adesdo e proliferacdo, observou-se
maior resisténcia.
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Fig. 27 Diagramas de Nyquist das nanofibras expostas as 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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Tabela 1. Valores dos elementos de circuito equivalentes a partir dos resultados da
impedancia ajustada.
Time (Hours) Rs Q Rct W

PVA-ConA
0 316Q | 8.13uMho | 128Q | 1080uMho
12 318Q | 14.1uMho | 150Q | 1070uMho
24 327Q | 2.87uMho | 1850Q | 944uMho
36 322Q) | 6.06pMho | 280Q | 1060uMho

PVA-WGA
0 303Q | 15.1uMho | 110Q | 1080uMho
12 367Q | 28.2uMho | 122Q | 1050puMho
24 370Q | 2.87uMho | 41200Q | 20.0pMho
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36 358Q) | 8.04uMho | 1090Q | 86.9uMho

PVA-Chitosan

0 306Q | 5.77uMho | 473Q | 1080uMho
12 307Q | 11.4uMho | 266Q | 1090uMho
24 315Q | 2.88uMho | 4050Q | 753uMho
36 312Q | 4.43uMho | 530Q | 1070puMho

PVA-Chit-ConA

0 307Q | 4.95uMho | 290Q | 1111uMho
12 301Q | 4.80uMho | 818Q | 1090uMho
24 317Q | 2.13uMho | 5850Q | 599uMho
36 310Q | 2.83uMho | 1150Q | 1050uMho
PVA-Chit-WGA
0 305Q | 5.90uMho | 208Q | 1100uMho
12 296Q | 6.59uMho | 470Q | 1100uMho
24 326Q | 2.12uMho | 6420Q | 551uMho
36 308Q | 3.39uMho | 903Q | 1050uMho

O processo de adeséo celular por meio de interagfes célula-matriz ou célula-
célula estd associado a integrinas, caderinas, membros da superfamilia de
imunoglobulinas e selectinas (Guo et al., 2006). A interacdo das moléculas da
membrana celular e dos grupos funcionais dos polimeros ocorre devido a adesao nao
especifica, como ligacdes de hidrogénio, eletrostaticas, polares ou idnicas (Baakova
et al., 2000). A interacdo fraca ocorre devido a auséncia de proteinas da matriz
extracelular (MEC) (BacCakova et al., 2004). Assim, a melhoria da adesédo e
crescimento celular em superficies sem MEC é obtida por meio do uso de materiais

de revestimento com diferentes moléculas biolégicas que podem fornecer as
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propriedades adesivas e o ambiente necessario para a adesao e sobrevivéncia celular
(Sachlos et al., 2003).

A aderéncia do HWJ-MSC resulta em uma diminuicdo da &rea de superficie
ativa. Além disso, pode-se observar um aumento do efeito de barreira contra a
transferéncia de elétrons entre a matriz polimérica e a superficie do eletrodo. Em
trabalhos anteriores, o EIE ja foi utilizado para avaliar a adeséo de células HeLa em
filmes de anticorpo / metal / polissacarideo (Jiang et al., 2010). Assim, o EIE pode ser
considerado uma técnica util para avaliar a aderéncia do CTM-GWH a superficie do
polimero.

Os gréficos de Bode das fibras poliméricas e dos sistemas de fibras-CTM-GWH
sdo mostrados na Fig. 28. Como pode ser visto, a resisténcia em alta frequéncia é
comum a todos os sistemas. No entanto, os graficos de Bode mostram diferencas na
magnitude da impedancia em frequéncias 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 ions devido ao blogueio do
deslocamento de ions que surge na superficie das membranas (Gheorghe & Guiseppi-
Elie, 2003).
Fig. 28 Diagramas de Bode das nanofibras expostas as células-tronco. PVA_ConA
(@), PVA_WGA (b), PVA_Quitosana (c) PVA_QS _ConA (d), PVA_QS WGA (e) em

momentos diferentes.
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E importante notar que esses resultados também podem sugerir de alteracdes
na membrana celular. Na verdade, um estudo recente que explorou a diferenciacao
de células-tronco por meio do monitoramento de medidas de impedancia em uma
frequéncia especifica, encontrou resultados semelhantes em relacdo ao
desenvolvimento dos estagios de crescimento e proliferacdo (Angstamann et al.,
2011). Dessa forma, nossos resultados mostram um aumento inicial da resposta
impedimétrica durante as primeiras 24 h da fase de adesédo das CTM-GWH, sendo
gue desta vez ocorreu uma queda drastica na fase de proliferacdo. Para as mudancas
morfolégicas mais provaveis das células, endossar o rearranjo e a distribuicdo da
densidade nos arcabougos das nanofibras. As CTM-GWH aderiram e se espalham
nas membranas durante o cultivo e estudos anteriores demonstraram diferencas
eletroquimicas em culturas de células devido a alteragcbes na morfologia celular,
cobertura celular e interacdes célula-substrato (Low et al., 2017).

Aproveitando a né&o invasividade da espectroscopia de impedancia, nosso
grupo esta atualmente preparando um estudo mais detalhado para avaliar a
possibilidade de processos de diferenciacdo celular que poderiam estar ocorrendo
durante as 36 horas iniciais para melhor explicar o comportamento da impedancia
observado em frequéncias 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 estédo
descritos na Tabela 1. A modelagem de circuito equivalente fornece os meios para
extrair a contribuicdo de componentes individuais (células aderidas, andaimes e meios
eletroquimicos) da resposta de impedancia geral. O circuito equivalente proposto é
composto por uma resisténcia 6hmica da solucdo eletrolitica (Rs) e impedancia
Warburg (W), que representa as propriedades gerais da solugdo eletrolitica e as
capacidades de difusdo da solugdo redox, respectivamente. Além disso, as
propriedades interfaciais da superficie estdo associadas a uma capacitancia dupla
(Cdl) e resisténcia de transferéncia de elétrons (Rct). Rct controla a taxa de
transferéncia de elétrons interfacial entre a solucéo e o eletrodo. Além disso, Rct €
equivalente ao diametro do semicirculo em frequéncias mais altas. Nossos resultados

demonstram que as mudancas em Rct foram mais significativas do que os outros
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parametros de impedancia. Assim, Rct é o sinal mais apropriado para avaliar as
propriedades interfaciais das fibras poliméricas durante o procedimento de adeséo
celular.

Fig. 29 Circuito equivalente usado para ajustar os resultados experimentais, onde Rs
representa a resisténcia 6hmica da solucéo eletrolitica, Q é o elemento constante de

fase, W é a impedancia de Warburg e Rct € a resisténcia de transferéncia de carga.

° Q —C

Rs W e-

Rct

No momento, nossa atencdo € atraida para as maiores magnitudes Rct
encontradas para todas as esteiras aderidas a CTM-GWH. Portanto, a adesao celular
foi avaliada quantitativamente pelo calculo da variacdo relativa da resisténcia de

transferéncia de elétrons (ARct), como segue:

R(f—HWJMSC)—Rf
Rf

onde Rf é o valor da resisténcia de transferéncia de elétrons do tapete puro antes da

ARct% = ( ) x 100 1)

inoculagéo e Rf- CTM-GWH é o valor da resisténcia de transferéncia de elétrons dos
tapetes apos a inoculacdo das CTM-GWH. As curvas de Cole-Cole exibiram uma
resposta de impedancia crescente durante a interacao das fibras poliméricas com as
CTM-GWH quando comparadas as esteiras ndo modificadas. Os valores de ARct se
correlacionam bem com o numero de CTM-GWH ligados a superficie das fibras
poliméricas. Portanto, nossos resultados demonstram a conveniéncia que a técnica
EIE oferece no monitoramento da dindmica de crescimento de andaimes cultivados
com CTM-GWH. Além disso, uma avaliacdo impedimétrica permite uma analise
continua das culturas sem perturbar seu crescimento, que € uma caracteristica
importante necessaria para o transplante de andaimes de cultura em engenharia de

tecidos. A adeséo é essencial para determinar a adequacéo dos dispositivos médicos
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implantaveis para uso no organismo. Assim, uma interacéo estavel entre a superficie
dos materiais e o tecido circundante também é essencial para o sucesso a longo prazo
dos implantes (Demestrecu et al., 2010).

Os possiveis mecanismos de adesao celular nas esteiras poliméricas podem
ser listados como segue: (i) adesao biolégica integrada, (ii) ades&o quimica controlada
por composicdo e molhabilidade, e (iii) adesé&o fisica controlada por porosidade e
rugosidade (Lee et al., 2004). Nesse contexto, saber que a adesdo celular é
influenciada de acordo com o grau de rugosidade e hidrofobicidade da superficie
polimérica (Anselme et al., 2000). Nossos resultados confirmam que a adesao celular
a materiais nanoporosos, como membranas de eletrofiacdo, pode ser aumentada por
meio da adicdo de biomoléculas ou da composi¢ao quimica da mistura (Ruardy et al.,
1995).

4.4 Biossensor impedimétrico eletroquimico a base de peptideo antimicrobiano
modificado (Clavanina-MO) para deteccédo de espécies de Candida.

4.4.2 Analises morfolégicas 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
distribuida de 64 nm de PTAA é encontrada cobrindo homogeneamente a superficie.
Ap0s a imobilizagdo covalente do NH2-TiO2NPs, a altura média do filme aumenta para
73 nm (Fig. 30b); este resultado esta em conformidade com o tamanho das
nanoparticulas imobilizadas. Ap6s a imobilizacdo covalente de CLAV-MO
apresentada na Fig 30c, a altura aumenta para 80 nm. Sua distribuicdo heterogénea
na superficie havia ocorrido provavelmente devido a grande area superficial trazida
pelas nanoparticulas de TiO2, esse comportamento era esperado uma vez que uma
topografia semelhante foi observada em relatérios anteriores (de Miranda et al., 2017,
Silva Junior et al. , 2018). Finalmente, a superficie do biossensor foi estudada apo6s
sua exposicao a quatro amostras de Candida: C. glabrata, C. tropicalis, C. albicans e
C. krusei. A biointeracao foi confirmada pelas mudancas na topografia da superficie 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
(@), 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 (Q).
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4.4.3 Analises eletroquimicas

A eletropolimerizacdo de 3-TAA é mostrada na Fig 31la. A corrente do pico
anddico em torno de 1,12 V diminui no voltamograma. Além disso, uma ligeira
mudanca continua em direcao a potenciais mais elevados pode ser observada. Este
comportamento esta associado ao aumento da espessura do filme apds cada ciclo de
polimerizacao e, portanto, ao aumento da resisténcia a transferéncia de carga (Fig.
31b linha vermelha Rct = 1240 Q). Além disso, o pico anddico em torno de 0,53 V
surge da dopagem de filme polimérico, enquanto os picos catddicos em torno de 0,28
V e 0,87 V estdo respectivamente associados a reducédo de prétons 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
quimica EDC:NHS. Como resultado, a caracterizacdo do EIS mostra que a resposta
impedimétrica (Fig. 31b linha azul) aumenta para Rct = 1370 Q. A adicado de TiO2NP
aumenta a sensibilidade e deteccdo analitica da plataforma do biossensor por meio
de area ativa aumentada (Bai e Zhou, 2014; Shetti et al., 2019). ApGs a imobilizacao
covalente de CLAVMO, um novo aumento no didmetro do semicirculo foi observado
(Fig. 31b curva verde, Rct = 1790 Q). Alguns atributos fisicos do peptideo, como
superficie catidbnica e aminoacidos hidrofébicos, podem promover aumento da

resistividade (Nguyen et al., 2011).
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Fig. 31 Processo de montagem do biossensor. VCs de polimerizacdo do TAA
registrados em 20 mL de HCI 0,1 M, taxa de varredura potencial: 100 mV s-1 (a).
Caracterizacdo EIE da plataforma em cada etapa de montagem (b); Insercédo: Circuito

equivalente adotado para ajustar os dados de impedancia.
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Para avaliar a seletividade e sensibilidade do biossensor, diferentes amostras
de Candida foram testadas em seis concentracfes diferentes. Em cada medicao, o
biossensor foi incubado por 10 min com 2 pL de cada amostra. A plataforma de
deteccdo foi preparada de fresco antes da medicdo. As respostas impedimétricas
obtidas ap0s a interacdo com 0s microrganismos avaliados sdo mostradas na Fig. 32.
No geral, descobrimos que a altura do arco do circulo aumenta com a presenca de
uma maior concentracdo de microrganismos. Esse efeito esta relacionado a aderéncia
das células ao biossensor, formando uma camada que dificulta a proximidade da

sonda redox a superficie de transferéncia de elétrons.
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Fig. 32 Graficos de Nyquist do biossensor baseado em peptideo apos exposicédo a

diferentes concentracdes (10! a 10® UFC mL?) de espécies patogénicas de Candida:

C. albicans (a), C. tropicalis (b), C. glabrata (c) e C. Krusei (d).
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O ajuste matematico dos gréaficos de Nyquist em um modelo de circuito
equivalente de Randles foi realizado para avaliar analiticamente os parametros do
espectro de impedancia. Este circuito equivalente compreende a resisténcia da
solucédo eletrolitica (RS) inserida como um elemento em série, um elemento de fase
constante (Q) representando a pseudo-capacitancia da camada dupla formada na
interface do eletrodo, uma resisténcia de transferéncia de carga (Rct) e o elemento de
difusdo Warburg (W) refletindo as propriedades do eletrdlito. Os valores obtidos para
cada componente estdo listados na Tabela 2. Digno de nota, os fatores Q e n
registrados apos a imobilizacdo de TiO2NPs confirmaram o aprimoramento das
propriedades eletroquimicas da plataforma. Durante o teste dos biossensores, nota-
se que em densidades de levedura mais altas, Rct aumenta linearmente. Além disso,

a pseudocapacitancia aumenta pelo fator n, revelando assim o bloqueio de carga na
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superficie do sensor devido ao acumulo de massa especifica. A variacao relativa do

Rct (ARct) foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

R i -R i
ARCT (%) — CT (Candida) CT (Biosensor) X 100 (2)
Rer (Biosensor)

Onde Rct (Candida) corresponde aos valores de Rct apds o0 reconhecimento da
levedura promovido pelo CLAV-MO, e Rct (Sensor) € a resposta basal do biossensor.
A Fig.33b mostra a variagdo do ARct em resposta as diferentes concentragdes (UFC
mL1) de Candida spp. Foi observada uma relagdo linear entre as quantidades de
Candida e o ARct. Os valores de ARct aumentam da seguinte forma: C. krusei <C.
glabrata <C. tropicalis <C. albicans e suas equacdes de correlacéo linear sdo y =
41,154 + 15,562 * (Inx); y = 179,997 + 11,874 * (Inx); y = 318,987 + 60,309 * (Inx) ey
=371,503 + 91,988 * In (x), respectivamente. Os limites de deteccéo (calculados como
LOD = 3,33 o/ S) foram 2,33; 2.04; 3,73 e 3,84, respectivamente. Digno de nota, os
LODs da levedura haploide foram menores do que os diploides.

Para entender o progresso de captura de leveduras, a cobertura (8) da
superficie do biossensor pode ser calculada da seguinte forma:

Rct g
9 — 1 _ . (Bloserfsor)1 (3)
Ct(candida)

onde Rct (Biossensor) € a resisténcia de transferéncia de carga para o sistema
biossensor inicial e Rct (Candida) é a resisténcia de transferéncia de carga registrada
apos a interagdo com amostras de Candida spp. O revestimento da superficie
representa os locais de reconhecimento CLAV-MO disponiveis jA ocupados por
leveduras, os resultados sdo mostrados plotados na Fig. 33b como 8% em fungéo da
concentracdo da amostra. Uma relacdo diretamente proporcional foi observada, onde
8% aumentou com o aumento da quantidade de Candida limitada de 10! a 106 UFC
mL1. De 10! UFC mL? 6% aumentou visivelmente em todas as amostras e em 103
UFC mL?! 6% 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

impedancia ajustada.
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Candida

. concentrati
Modified electrode Rer (k) Q (pS) n
on (CFU mL-
Y

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
10! 0.976 7.97 0.667
102 1.82 4.4 0.672
103 1.98 2.96 0.689

ClavaninMO_C. albicans
104 2.53 2.54 0.712
10° 2.77 2.27 0.719
106 2.95 2.15 0.733
10! 0.856 18.4 0.648
102 1.41 16.2 0.654
108 1.56 13.4 0.673

ClavaninMO_C. tropicalis
104 1.73 11.9 0.685
10° 1.87 10.6 0.697
108 2.29 8.76 0.715
10! 0.542 10.4 0.731
ClavaninMO_C. glabrata 102 0.603 8.88 0.747
103 0.66 8.02 0.758
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104 0.679 7.41 0.766
10° 0.753 6.88 0.775
108 0.792 6.35 0.784
10! 0.328 38.3 0.597
102 0.355 32.8 0.613
103 0.388 22.9 0.651
ClavaninMO_C. krusei
104 0.398 22.1 0.655
10° 0.422 20.8 0.661
108 0.469 18.7 0.672

Fig. 33 ARct% (a) e cobertura da superficie microbiana “6%” (b) do sistema biossensor
apos exposicao a diferentes concentracdes de cepas de Candida. Todos os dados

experimentais usados para calcular ARct% e 8 sdo mostrados na Tabela 2.
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Os dados obtidos do circuito equivalente de Randles também forneceram
informacdes uteis relacionadas a diferenciacdo de Candida spp. apos a ligagdo ao
biossensor. Trés variaveis, Rct, Q e n apresentaram um valor caracteristico para cada
espécie de Candida. Nesse sentido, foi criado um plot 3D com esses elementos,
conforme mostrado na Figura 34. Podemos observar uma distribuicdo efetiva dos

dados no plot em funcéo das espécies estudadas. C. albicans (circulos azuis) e C.
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tropicalis (triangulos roxos) estdo localizados na regido de maior Rct, indicando maior
efeito de bloqueio do sensor modificado por PAM e maior inser¢cao e permeabilizacao
desses microrganismos ao CLAV-MO. Por outro lado, C. glabrata esta localizada em
uma area 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 disperséo pseudocapacitiva € maior.

Fig. 34 Grafico 3D para os valores de n, Q e Rct mostrados na Tabela 2.
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A clavanina A (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2) € um peptideo catiénico
usado com sucesso para a deteccdo de bactérias (de Miranda et al., 2017; Silva Junior
et al., 2018). O incremento de residuos de aminoacidos apolares (FLPII) apresentou
melhor hidrofobicidade em relacdo aos lipideos. No entanto, a parede celular da
maioria das leveduras compreende carboidratos relacionados ao reconhecimento
imunolégico, como mananos, glucanos, quitina e proteinas (Gow e Hube, 2012;
Reyna-Beltran et al., 2019), enquanto os lipidios representam um componente menor
(Ruiz-Herrera et al., 2006). Nossos resultados mostram dois grupos distintos de
respostas impedimétricas. C. Albicans e C. tropicalis, espécies proximas conhecidas
por serem ceélulas diploides, apresentaram respostas impedimétricas mais altas do
gque as espécies hapldides C.krusei e C. glabrata. Fenotipicamente, esse
comportamento pode estar associado ao fato de leveduras diploides possuirem dois
conjuntos de moléculas de DNA idénticas, aumentando diretamente seu maior volume

guando comparadas aos haploides. No entanto, no nivel molecular, deve-se notar que
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0s componentes da parede celular de leveduras dipléides sé&o regulados para baixo,
enquanto as células haploides devem ter uma bioquimica mais dindmica originada de
suas vias de feromonio de acasalamento (Gerstein et al., 2011). Em qualquer caso,
nosso biossensor eletroquimico foi capaz de discriminar C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata e C. krusei em termos de suas caracteristicas relacionadas a ploidia. A
interacdo eletrostatica foi promovida por Candida spp. superficie carregada
negativamente com CLAV-MO catiénico que aumentou o potencial de membrana apos
sua permeabilizacao (Mishra et al., 2013). O padrédo obtido no grafico 3D permite a
distincdo entre as espécies de Candida em concentracfes clinicamente relevantes.
Até onde sabemos, o biossensor baseado em CLAV-MO € uma nova abordagem na
discriminacdo de leveduras como Candida por meio de andlises eletroquimicas. Ao
todo, o evento de deteccdo e sua avaliacdo eletroquimica levaram menos de 20
minutos para serem realizados. Uma comparacao do biossensor proposto com outros
biossensores relatados, desenvolvidos para a identificacdo de Candida spp. com seu
LOD é mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 Comparacdo de plataformas de sensores desenvolvidas para detectar

Candida spp. com o presente trabalho.

_ _ Detection limit (CFU _ Referenc
Sensing element  Target fungi Ly Technique
mL- e

Electrochemical

_ _ impedance
Antibody C. albicans 10t [22]
spectroscopy
(EIS)
_ _ Field-effect
Antibody C. albicans 50 _ [23]
Transistor
PCR +
Electrospra
C. krusei o bray
- o - 500 lonization-mass [24]
C. guilliermondii
spectrometry
(ESI-MS)
_ _ Surface Plasmon
Antibody C. albicans 106 [25]

Resonance (SPR)



Lectin

Antimicrobial
peptide (Clavanin-
MO)

C. albicans

C. albicans

C. albicans,
C. krusei,
C. tropicalis
C. glabrata

108

32

Surface-enhanced
Raman
spectroscopy
(SERS)

UV resonance
Raman

spectroscopy

Electrochemical
Impedance
Spectroscopy
(EIS)

105

[26]

[27]

This work.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e O trabalho apresentou o uso de materiais biocompativeis ja conhecidos como
arcaboucos para cultura de células-tronco, que podem ser facilmente utilizados
em aplicacOes de engenharia de tecidos;

e Os resultados do EIE mostraram a viabilidade e a estabilidade durante a
caracterizacdo elétrica das fibras de PVA-ConA, PVA-WGA, PVA-Chitosan,
PVA-Chitosan-ConA e PVA-Chistosan-WGA eletrofiadas inoculadas com
CTMs-CUH,;

e As células aderidas sobre as nanofibras afetaram apenas a faixa de
espectroscopia dielétrica de baixa frequéncia; portanto, 0 monitoramento pode
ser realizado quando imerso em meio de cultura;

e A Rcr aumentou correspondentemente a quantidade de CTMs-CUH
encontrada nas fibras, representando, portanto, diretamente a taxa de adeséao
das culturas.

e Espera-se que 0 sistema proposto também possa ser usado para o0

monitoramento ndo invasivo da diferenciacdo de CTMs-CUH.

e As nanofibras produzidas por eletrofiacdo, para cultura de células-tronco,
apresentaram resultados satisfatérios em relacéo a impedancia eletroquimica
e viabilidade celular, porém existem perspectivas de estudos mais
aprofundados a respeito de sua porosidade e arquitetura para a obtencao de
uma maior compreensdo de como esses arcaboucos podem controlar os
destinos celulares, assim como, direcionar sua diferenciacdo para uma

linhagem desejada.

e O trabalho também demonstrou o desenvolvimento de um novo biossensor
eletroquimico a base de PAM com deteccéo rapida e sensivel de cepas de
Candida.

e O sistema sensor baseado em nanofimes de PTAA eletropolimerizados,
NPsTiOz e o peptideo 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 eletroquimica analisada pela técnica
impedimétrica.

Foi alcancado um excelente limite de deteccdo para cada microrganismo
avaliado, com 10! CFU mL* e 10° CFU mL* como o menor e o maior valor,

respectivamente.

A construcao do biossensor tem como perspectiva principal o uso de amostras
clinicas, tais como: sangue, saliva, LCR, entre outras, para uma maior
validacdo analitica e ainda, a sua efetividade também o relaciona a
possibilidades de novos experimentos, ndo s6 com fungos, mas também como
outros microrganismos, como bactérias, virus e protozoarios.

Os resultados apresentados pelo sistema sensor PTAA_NPsTiO2_Clavanina-
MO mostram seu potencial como uma possivel aplicacdo biomédica alternativa
sobre os métodos tradicionais.

Por fim, o presente estudo possui potencial de contribuicdo no campo dos
biossensores e da engenharia de tecidos, representando novas possibilidades
bionanotecnolégicas que podem futuramente ser utilizadas em aplicacées na

area médica e diagnostica.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Yeast biotechnologies are a to modern lifestyle in all spheres of society, as their products are
Candida P essential for the economy and industrial activities. The life cycle of many yeasts such as Candida alternates
Namoparticles between diplophase and haplophase. Both ploidies can exist as stable cultures; however, it has been shown that
Impedance spectroscopy

wild haploid yeast efficiently cross in poor environments, whereas wild diploid species hybridize predominantly
in rich nutrient surroundings. Some Candida species have had their ploidy engineered to produce various
important biomolecules useful to the detergent, food, pharmaceutical and other industries. Several works show
that MALDI-TOF MS has become an ideal platform for ploidy analysis. Recent reports have shown that anti-
microbial peptides (AMP) present enh d hydropt interaction ds cell In this work, the
authors explored a modified AMP named (‘Iavamn A (CLAVMO) as an unprecedented bioreceptor capable of
differentiating the molecular composition of the cell wall of Candida spp. A thin film of poly(3 lhmph('m‘ a('cll(
acid) (PTAA) was electropolymerized to avail the covalent i bilization of i ti

dioxide nanoparticles (TnOle’a) whose electrochemical properties are excellent to provide a discernable redox
res| Electroch i e spectroscopy (EIS) and atomic force microscopy (AFM) were used to
characterize the biosensor a%‘elnhly and the biorecognition process. Additionally, MALDI-TOF was employed to
confirm ploidy of Candida strains used in this work. Our results suggest that TiO,NPs CLAVMO biosensor is a
suitable biological probe that can be used to detect and differentiate Candida species based on their ploidy. For
instance, C. Albicans and C. tropicalis, which are close related species known for being diploid presented higher
impedimetric response than haploid species C.krusei and C. glabrata. The proposed biosensor stands out as a
useful alterative for highly sensitive differentiation of Candida yeast cells, without the intricacies of MALDI-TOF
sample preparation. The biodetection event and its electrochemical evaluation took less than 20 min to perform.
The platform showed stability for over a week, a linear detection range between 10'-10° CFU mL™ and limits of
detection (LODs) between 2 and 3 CFU mLL

Antimicrobial peptide
CLAVMO

1. Introduction

Yeasts are eukaryotic microorganisms with essential roles in nature
and important biotechnological applications to produce food (fast dough
raising, organic acid resistance, rehydration tolerance), beverage
(ethanol tolerance, fermentation capacity, absence of off-flavors), and
antibiotics [1]. Some yeasts are considered obligated diploids and others
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are known to revert their karyotype between haploidy and diploidy in
response to nutrient limitation or other environmental stresses [2,3].
Moreover, some Candida yeasts have had their ploidy engineered to
display important industrial properties [4]. Since the 2000s,
MALDI-TOF MS has become an ideal platform for genomics and prote-
omics analysis. Generated spectra are analyzed as a fingerprint where
ribosomal proteins appear with exact molecular mass ranging from 2,
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000 to 20,000 Da, which is advantageous because they may be effi-
ciently employed as biomarkers [5]. Several works show that ploidy
induction on the proteome of vegetables presents considerably pro-
nounced effects. However, to the best of our knowledge, only one
research applied MALDI-TOF MS to characterize hybridization suc-
cessfully in haploids yeasts [6]. MALDI-TOF sample preparation is
expensive and complicated [7]. Therefore, biosensor devices emerge as
an innovative alternative due to their low cost, portability, miniaturi-
zation capability, and enhanced sensitivity associated with the use of
nanostructured components [8]. Thus, the biosensor device could be
favorably employed for ploidy characterization.

Antimicrobial peptides (AMP) are known for their binding and lytic
properties by their ability to create pores in cell membranes. This
mechanism of action has been applied in biosensors for bacterial
detection for the last 15 years. Some AMPs have been reported to present
single species selectivity depending on its amino acid sequence while
others are Gram-type specific or even broad-spectrum active. Therefore,
new or modified AMPs can be designed for enhanced interaction [9].
Clavanin A is one of the amphipathic AMPs isolated from the hemocytes
of Styela clava, a marine organism. Clavanins have demonstrated anti-
fungal properties, causing rapid dissipation of C. albicans trans-
membrane potential [10].

Moreover, one of the authors demonstrated that the addition of five
non-polar amino acid residues (FLPII) to Clavanin A optimized its strong
affinity towards lipid bilayers [11]. The interaction mechanism relies on
its natural activity to attach to lipidic molecules in the membrane. Thus,
in the present study, we explored the use of CLAVMO as a probe to detect
and differentiate Candida yeasts. Candida virulence is associated with
the particularities of its cell wall, which is dynamic and responds to its
genetics and adaptation. The main components of Candida cell wall are
chitin, p-glucan, mannoproteins [12] and enzymes, some of which have
been aimed in previous works as indirect targets for lipopeptide anti-
mycotics [13]. However, an unmistakable phenotypic differentiation
can be found in relation to haploids and diploids yeasts membrane [14].
In this context, we designed a biosensing platform where CLAVMO
bioactivity was preserved by its covalent immobilization to an inorganic
platform constructed from a self-assembled monolayer of poly(thio-
phene acetic acid) (PTAA) and amino-functionalized TiO nanoparticles
(NH3-TiO2NPs) for detection and differentiation of the following path-
ogenic Candida species: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei.
TiO; crystalline anatase nanoparticles provide excellent electrochemical
performance emerging from the large accessibility to both bulk and
surface properties [15]. The objective of this study is to identify yeasts
species (or varieties) and identify whether these yeasts are being found
at its haploid or diploid state. The biosensing properties we are availing
in this study are, i) the membrane lipid composition and physico-
chemical characteristics of each yeast strain (this includes surface pro-
teins, carbohydrate moieties, etc) and ii) the actual size of yeasts, being
that diploid yeast are larger than haploid ones. Therefore, the perfor-
mance of the biosensor was assessed during the construction of the
platform and during the biorecognition process by electrochemical
impedance spectroscopy (EIS), to explore the changes of the impedi-
metric transducer response and complementarily, by atomic force mi-
croscopy (AFM) to spot changes on the surface of the biosensor.
Additionally, MALDI-TOF was employed to confirm ploidy of Candida
strains used in this research (spectra shown in supplementary
information).

2. Experimental
2.1. Materials

3-Thiopheneacetic acid (TAA), (3-aminopropyl) triethoxysilane
(APTES), titanium dioxide nanoparticles (TiO2), N-hydrox-

ysulfosuccinimide (NHS) and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) car-
bodiimide (EDC) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Biochemical ngineering Journal 167 (2021) 107918

USA). Potassium ferrocyanide (K4[Fe(CN)g]) and potassium ferricyanide
(K3[Fe(CN)g]) were obtained from Dinamica (Sao Paulo, SP, Brazil).
High-purity water was obtained from a Millipore Milli-Q plus (Billerica,
USA). All other chemicals were analytical-grade quality and used as
received. Candida yeasts were cultured at 37 °C in Sabouraud Dextrose
Agar with chloramphenicol. All samples were taken from cultures at the
exponential phase when reaching 10° CFU mL™.

2.2. Amination of TiO2NPs

Chemical modification of 0.5 g TiO;NPs was performed in a round
bottom flask with 50 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO). The solution
was set in an ultrasonic bath for 1h, and after dispersion, 400 pL of
APTES were injected; the solution was stirred overnight. Finally,
modified nanoparticles were washed in methanol, filtered and dried in
an oven at 60 °C.

2.3. CLAVMO synthesis

CLAVMO was synthesized using the solid phase with N-9-fluo-
renylmethyloxycarbonyl (Fmoc) strategy. The peptide was then purified
by high-performance liquid chromatography (HPLC), obtaining a purity
higher than 95%.

2.4. Atomic force microscopy and MALDI-TOF analyses

The surface of the biosensor was analyzed through a SPM-9700
atomic force microscope (Shimadzu Corporation, Japan) using silicon
probe cantilevers (Nanoworld, Japan, 300 kHz resonant frequency, 3N
m! spring force constant) in noncontact mode (24 °C =1 °C). The im-
ages were set to 512 x 512 pixels with a scan area of 5x 5um and
analyzed with Gwyddion software.

MALDI-TOF spectra of Candida yeasts were obtained according to [7]
and all analyses were performed in duplicate. One single colony from
each yeast was directly deposited in a 196-position target plate (Bruker
Daltonik GmbH). Aliquots of 1 uL of 70% formic acid were added and
gently mixed with the yeasts. After the liquid medium was evaporated,
the sample was covered with 1pL of saturated matrix solution
(75mgmL! of «-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) in etha-
nol/water/acetonitrile [1:1:1] and 0.03% trifluoroacetic acid (TFA)).
Subsequently, the samples were crystallized by air-drying at room
temperature for 5 minutes. Mass spectra was registered between 2,000
to 20,000 Da by using a MALDI TOF Autoflex III Mass Spectrometer
(Bruker Daltonics Inc., USA/Germany) set up with a 1064 nm neodym-
ium crystal laser (Nd:Y3A15012) at 66% power, 104 ns delay and an
acceleration voltage of +20 kV. The peak lists obtained were exported to
the software package MALDI Biotyper™ 3.1 (Bruker Daltonics, Bremem,
Germany) where spectra were analyzed, and identifications were
achieved.

2.5. Electrochemical synthesis of PTAA films

The electropolymerization was performed on a PGSTAT 128N
potentiostat/galvanostat interfaced with NOVA 1.11 software (Metrohm
Autolab Inc., Netherlands) inside an electrochemical cell composed of
three electrodes immersed in a TAA (0.5 M) solution dissolved in 20 mL
of HCI (0.1 M). A 2mm diameter polished gold electrode was used as a
working electrode, an Ag/AgCl electrode saturated with KCl and a
platinum wire were used respectively as reference and counter elec-
trodes. Electro polymerization was carried out for 40 cycles at 100 mV s
! scan rate in a range of potential between -0.2V and +1.5 V. The ob-
tained PTAA film was washed with deionized water to remove unbound
monomers and characterized through electrochemical impedimetric
spectroscopy (EIS) immersed in a PBS (10 mM, pH 7.4) solution con-
taining 10 mM K4[Fe(CN)g] / K3[Fe(CN)s] (1:1, v/v). The analysis was
performed from 100 mHz to 100 kHz frequency range under a sine wave
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potential of +10mV.

2.6. Impedimetric Analysis

ped P were 1} d from the Nyquist plot well-
defined circle arcs and linear parts occurring respectively at higher
and lower frequencies. The equivalent circuit assigned to this semi-
conductor platform includes the redox probe resistance in series with the
measured impedance of the faradaic reaction at the double-layer region.
However, we found that the most signifi to lyze was
the charge transfer rt e (Ret), which rep the variation of the
circles arc height and the electrical blocking that the biosensing surface
experience over mass accumulation. Of note, all fluctuations observed at
the semicircle portions are related to the tethering of specific materials
covalently immobilized or captured with CLAVMO probe. From this
analysis, Ret variations reflect the concentration of the different analytes
bound at the surface at each step. All characterizations were performed
in triplicate devices at room temperature inside a Faraday cage.

2.7. Fabrication and Testing of f PTAA_TiO;NPs_ CLAVMO sensor system

PTAA carboxyl groups were activated in an EDC:NHS (0.4 M:0.1 M)

Biochemical Engineering Journal 167 (2021) 107918
3. Results and discussion
3.1. Morphological analyses of the sensor system

AFM technique was used to characterize the initial molecular mod-
ifications performed over the god electrode. Changes in height, topog-
raphy and rough d ic surface modificati Fig. 2
shows the images captured by AFM during the platform’s assembly
process and testing of the biosensor. In Fig. 2a, a 64 nm well-distributed
layer of PTAA is found homogeneously covering the surface. After the
covalent immobilization of NH-TiO,NPs, the mean height of the film
increases to 73 nm (Fig. 2b); this result is in conformity with the size of
the immobilized nanoparticles. After the covalent immobilization of
CLAVMO presented in Fig. 2¢, height increases to 80 nm. Its heteroge-
neous distribution at the surface had occurred for the most likely due to
the large superficial area brought by TiO2 ticles, this behavior
was expected since a similar topography was observed in previous re-
ports [16,17]. Finally, the biosensor surface was studied after its expo-
sure to four Candida ples: C. glab , C. tropicalis, C. albi and
C. krusei. The biointeraction was confirmed by the changes in surface
topography and height in Fig. 2d-g, respectively. Those AFM changes
bring to light that after ing the bi to the did )t

aqueous solution for 30 min. After that, 4 pL of amino-modified TiO2
(NH2-TiO;NPs) nanoparticles were wise-dropped over the surface and
left to incubate for 10 minutes. After washing the electrode, 2 L of a
CLAVMO solution (615 uM) prepared in EDC 0.4 M was immediately
dropped over the PTAA _TiO,NPs system and incubate for 10 min. A
schematic diagram with the assembly process of the biosensor is shown
in Fig. 1. After the covalent immobilization of CLAVMO, its bioactivity
was assessed by recognition experiments with Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida glabrata, and Candida krusei at different concentra-
tions ranging from 10" to 10° CFU mL™*. All experiments were performed
testing 2 mL of each yeast solution.

> ~
; ;é “jé
@ {0
BE
s B
;g Ll
« B
3-thiopheneacetic acid
(TAA)

Electropolymerization
40CV cycles | HCIOAM / 100 mV.s'

e

Gold electrode

logical material with ClavMO affinity was bound to the surface. The
most likely the images refer to membrane debris or the surface of yeast,
but it brings no information about the amount of immobilized yeast
cells.

3.2. Electrochemical characterization

The electropolymerization of 3-TAA is shown in Fig. 3a. The current
of the anodic peak around 1.12V decreases in the voltammogram. Be-
sides, a slight continuous shift towards higher potentials can be
observed. This behavior is associated with the increase of film thickness
after each polymerization cycle and, therefore, an increase of charge
transfer resistance (Fig. 3b red line Rct=1240 Q). Additionally, the
anodic peak around 0.53V arises from polymeric film doping, while

N

H;

NH,
TIO,;NPs

Clavanin-MO

Fig. 1. Schematic diagram for the construction of PTAA TiO2NPs CLAVMO-modified biosensor.
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Fig. 2. 3D AFM images of the gold working electrode coated with PTAA films (a), PTAATIO,NPs (b), PTAA TiO,NPs.CLAVMO (c),
PTAA TiO;NPs CLAVMO C. krusei (d), PTAA TiOyNPs CLAVMO C. glabrata (), PTAA 'TiO;NPs CLAVMO C. tropicalis (f) and PTAA TiOyNPs CLAVMO C. albicans (g).
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Fig. 3. Biosensor assembly process. CVs of TAA polymerization recorded in 20 mL HCI 0.1 M, potential scan rate: 100mV s (a). KIS characterization of platform at
each mounting step (b); Inset: Equivalent cirenit adopted to fit the impedance data.

cathodic peaks around 0.28V and 0.87 V are respectively associated
with proton reduction and de-doping of the oxidized polymeric chains
during the reverse scan. Carboxyl groups present in the PTAA film were
covalently bonded to the aminated TiO,NPs by EDC:NHS chemistry. As a
result, EIS characterization shows that the impedimetric response
(Fig. 3b blue line) increases to Ret = 1370 Q. The addition of TiONP
enhances the sensitivity and analytical detection of the biosensor plat-
form by means of augmented active area [18,19]. After the covalent
immobilization of CLAVMO, a further increase in the semicircle diam-
eter was observed (Fig. 3b green curve, Rct =1790 Q). Some peptide
physical attributes such as a cationic surface and hydrophobic amino
acids may promote resistivity increase [20].

To assess the selectivity and sensitivity of the biosensor, different
Candida samples were tested at six different concentrations. At each
measurement, the biosensor was incubated for 10 min with 2 mL of each
sample. The sensing platform was freshly prepared prior to measure-
ment. The impedimetric responses obtained after interaction with the
evaluated microorganisms are shown in Fig. 4. Overall, we found that
the height of the circle arc increases following the presence of a higher
concentration of microorganisms. This effect is related to the cells’
adherence to the biosensor, thus forming a layer that hinders the prox-
imity of the redox probe to the electron-transfer surface.

The mathematical fitting of the Nyquist plots into a Randles model
equivalent circuit was performed to evaluate analytically the impedance
spectra parameters. This equivalent circuit comprises the resistance of
the electrolyte solution (Rg) inserted as a series element, a constant
phase element (Q) representing the pseudo-capacitance of the double
layer formed at the interface of the electrode, a charge transfer

resistance (Ret) and the Warburg diffusion element (W) reflecting bulk
properties of the electrolyte. The obtained values for each component
are listed in Table 1. Of note, Q and n factor recorded after the immo-
bilization of TiO,NPs confirmed the enhancement of electrochemical
properties of the platform. During the testing of the biosensors one
notice that at higher yeast densities Ret increases linearly. Additionally,
pseudocapacitance increases by the n factor, thus revealing charge
blockage at the sensor surface due to specific mass accumulation. The
relative variation of the Ret (ARct) was calculated according to the
following equation:

Rer (Candida) — Rer (Biosensor)

ARcr(%) = % 100

Rer (Biosensor)

Where Rct (candida) corresponds to the values of Rct after yeast recog-
nition promoted by CLAVMO, and Ret (sepsor) is the basal response of the
biosensor. Fig. 5a shows the variation ARct in response to the different
concentrations (CFU mL™) of Candida spp. A linear relationship between
Candida amounts and ARct was observed. ARct values increases as
follow: C. krusei < C. glabrata < C. tropicalis < C. albicans and their linear
correlation equations are y =41.154 + 15.562*(Inx);
y=179.997 + 11.874*(Inx); y =318.987 + 60.309*(Inx) and
y=371.503 + 91.988*In(x), respectively. Limits of detection (calcu-
lated as LOD = 3.33 6/S) were 2.33; 2.04; 3.73 and 3.84 respectively. Of
note, LODs of haploid yeast were lower than for diploids. When devel-
oping electrochemical biosensors, the convention that the limit of
detection is more a representation of the platform detection limit at
which uncertainty increases when the concentration tends to zero. In
other words, rather than implying that 2 or 3 cells can be detected, this

136



K.L. Ribeiro et al. Biochemical Engineering Journal 167 (2021) 107918
a b
1,5x10° - . 1,5x10
C. albicans o oo . C. tropicalls g‘ °
5 .
1,2x10° i I e 4 1,2x10° < 2
e o 5 - °
o7 o & . 9.
ik s ° e qe = 2 °
me p ° . o e WL W Erheat P TN
o g7 ° o £ e%a,
soxto’] 9@ o worumt[ Qg0 o % %0 ° 1’ crum?|
’ﬁ' > o i 9% % o womm'| E, '{o‘og' 30 o 1 crum?
| N B33 o i crum?
3,0x10" o 10 crumt 3,0x10° o 1 crum?
@ 10 crum! @ 10 crum?
- o 0 crum! - o 10 crum!
1x10° 2x10’ 3x10° ax10’ sx10° 1x10° 2x10” 3x10” 4x10’ 5x10°
Z'(Ohm) Z'(Ohm)
1,5x10” 1,5x10°
C. glabrata o . C. krusei °
» ] »
1,2x10° g o 1,2x10" 2o -
5 ? o
_ Soe o o]
E ,0x10"{ o g a0’ B g Y
1 1 L 10
o 1070 10T 10 5 crulfl i ’
fy 60x10° | 2 soxiot > ! crum:
N ot - ot
e o 17 crumt
3,0x10*] o 3,0x10° O R
o 1o crum 3
o o oo * 10°crumt
00 o o crom! s o 1 crum?
1x10°  2x10°  3x10°  4x10’  sx10’ 1x10°  2x10°  3x10°  4x10'  &x10
Z'(Ohm) Z'(Ohm)
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Table 1 0= 1 — Rt
Values of the equivalent circuit el from fitted imped results. Ret candiday
Modified electrode Candida Rer Q n . . ’ .
concentration (CFU (k) ©S) where Rct(Biosensor) is the charge transfer resistance for the initial
mLY) biosensor system and Rct(Candida) is the charge transfer resistance
Bare gold electrode 0.101 0.216 0442 recorded after interaction with Candida spp. samples. Surface coating
PTAA 0124 0314 0373 rep ilable CLAVMO ition sites already occupied by
PTAA TiO,NPs 0.137 0.304 0619 yeasts; the results are showed plotted in Fig. 5b as 8% in function of
PTAA TIOaNPs ClaveninMO B179:  Qaoh 10471 sample concentration. A directly proportional relationship was
10 0976 7.97  0.667 : 3 : . 3
10% 182 A4 0.672 observed, where 0% increased with the increasing amounts of Candida
Savac i 10° 1.98 2.96 0.689 bounded from 10' to 10° CFU mL . From 10" CFU mL ' 0% increased
Carniin, oo 10" 2.53 2.54 0.712 noticeably in all samples and at 10% CFU mL ' 6% is found to be 88 % and
1"; 277 227 0719 91 % for C. tropicalis and C. albicans respectively, while C. glabrata and
:g, g‘zf 3 f;: 2‘32 C. krusei presented lower values, 73% and 53% respectively. This
107 141 16.2 0.654 is a ion ob d from a single element of the
A . 10" 1.56 13.4 0.673 equivalent circuit, and it is not a rep ion of the di of the
ClavaninMO C. tropicalis A 3 s
105 173 11.9 0.685 materials attached at the surface [21]. Of note, what theta represents is
10 187 106 0697 the kinetics of the redox probe instead. In this context, surface coverage
10° 2.29 876 0715 s the bi 5 5 ot 9080 %
10! 0542 104 0731 b 5 g i L -
107 0.603  8.88 0.747 coverage is the percentage of surface area hindered by the sample.
] 5 q Randl P n
ClavaninMO C. glabrata . 966 802 t978e Data from Ra equ circuit also gave useful in-
10 0679  7.41 0.766 formation related to the differentiation of Candida spp. after binding to
}g,, g;ig ?if g;:i the biosensor. Three variables, Rct, Q and n showed a characteristic
X 6.35 % ¢ i A
100 0328 383 0.597 value for each Candida species. Accordingly, a 3D plot with these ele-
107 0.355 32.8 0.613 ments was created, as shown in Fig. 6. We can observe an effective data
QavaninMO.C. krusel 1:; g-gg 229 g-g; dxstrlb‘xuon in the plot as a- function of the studied specxef. C. albicans
1 5 221 . lue circles) and C. tropicalis (purple triangles) are located in the region
10° 0422 208  0.66 4 PP s e
10° 0.469 18.7 0'27; of higher Rct, indicating a higher blocking effect of the AMP-modified

small value assures the linearity of the biosensing response within the
range of study and therefore the accuracy of the measurements.

To understand the capture progress of yeasts, the coverage (6) of the
biosensing sites (biosensor surface) can be calculated as follow:

sensor and higher insertion and permeabilization of these microorgan-
isms to CLAVMO. On the other hand, C. glabrata is located in an area of
lower Rct and higher n values and C. krusei also located in lower Rct,
higher n values. Although these results correlate to a small blocking
effect, the pseudocapacitive dispersion is larger.

Clavanin A (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH3) is a cationic
peptide used successfully to detect bacteria [16,17]. The increment of

non-polar amino acid residues (FLPII) sh

hali

1 improved hydrop icity
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Fig. 6. 3D plot for values of n, Q, and Rct shown in Table 1.

towards lipids. However, most yeasts™ cell wall comprises carbohydrates
related to immune recognition such as mannans, glucans, chitin, and
proteins [12,22] while lipids represent a minor component [23]. Our
results show two distinct groups of impedimetric responses. C. Albicans
and C. tropicalis, close related species are known for being diploid cells
pr d higher impedimetric resp than haploid species C.krusei
and C. glabrata. Phenotypically, this behavior might be associated to the
fact that diploid yeasts possess two sets of identical DNA molecules,
directly boosting their larger volume when compared to haploids.
However, at the molecular level, one should note that the cell wall
components of diploid yeasts are downregulated. In contrast, haploid
cells are expected to have more dynamic biochemistry originated from
their mating pheromone pathways [14]. Therefore, CLAVMO appears to
have particular membrane affinity and a mode of action triggered by the
pH, involving both membrane lipids and membrane proteins. In any
case, our electrochemical biosensor was able to discriminate C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei in terms of their ploidy related
features. Ploidy was confirmed by MALDI-TOF MS analyses. The ob-
tained spectra revealed differences among the studied species (please
see supplementary material). C. glabrata and C. krusei showed a higher
diversity of peaks than C. albi and C. tropicalis. This behavior can be
explained due to diploidy of these species, which encode gene expres-
sion repressor proteins. The peaks refer to proteins ionized by the laser
and detected according to their mass/charge ratio. Each protein has its
mass annotation in Daltons. In microorganisms, the proteins detected
are mainly ribosomal, as they are the most conserved and useful in
identification and diagnosis.

In account of our biosensor, biorecognition was promoted by both

Candida spp. negatively charged surface with cationic CLAVMO which
increased the membrane potential following its permeabilization [24].
The pattern obtained in the 3D graph enables the distinction among
Candida species in clinically relevant rations. To the best of our
knowledge, the CLAVMO-based biosensor is a novel approach in
discriminating yeasts such as Candida through electrochemical analyses.
Altogether, the detection event and its electrochemical evaluation took
less than 20 min to perform. A comparison of the proposed biosensor
with other reported biosensors developed for the identification of
Candida spp. with their LOD is shown in Table 2.

4. Conclusions

A fast and sensitive detection of Candida strains by a novel electro-
hemical AMP-based bi was d rated. The sensor system
based on electropolymerized PTAA nanofilms, TiO;NPs, and peptide
CLAVMO was able to discriminate Candida species by means of their
ploidy, where Candida albicans and Candida tropicalis presented the
highest electrochemical response analyzed through the impedimetric
technique. An excellent limit of detection was achieved for each ploidy
group and the impedimetric responses showed linearity from 10' CFU
mL " and 10° CFU mL . In addition, changes in the charge transfer
resistance and other electrical components modelled by the electrical
equivalent circuit revealed a remarkable separation of the results,
allowing an easy differentiation of species and ploidy groups after the
binding event. In a typical biotechnological process, single-strain cul-
tures are grown during the seed train to increase viable cells. Thereafter,
during bioreactor culture, nutrient utilization, biomolecules production,
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Table 2
C of sensor pl developed to detect path Candida spp. and present work.
Sensing clement Target fungi Detection limit (CFU mL") Technique Reference
Antibody C. albicans 10! (EIS) 1251
Antibody C. albicans 50 Field-effect Transistor [261
- C. krusei 500 PCR + Electrospray ionizatie Sp o y (ESI-MS) (271
C. guilliermondii
Antibody C. albicans 10° Surface Plasmon Resonance (SPR) (281
3 C. albicans 10" Surfi I d Raman sp py (SERS) [291
Lectin C. albicans 32 UV resonance Raman spectroscopy 01
Antimicrobial peptide (Clavanin-MO) C. albicans, 24 Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) This work.
C. krusei,
G tropicalis
C. glabrata

and vitality of yeast can be monitored on the basis of its ploidy. In this
context, our biosensor addresses an important quandary that is currently
subjectively inferred with flow cytometry or analyzed with the more
complicated MALDI-TOF. PTAA_TiO;NPs_CLAVMO biosensor system
can become an alternative biomedical application or could be used in
biotechnological processes as a strategy to monitor the ploidy modes of
culture to improve production yields.
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Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
GRU 200 29409161915468590.pdf
Comprovante de pagamento de GRU 200 68590.pdf
Procuragao Procuragdo UBEC.pdf
Relatério Descritivo Relatério descritivo.pdf
Reivindicagao Reivindicagoes.pdf
Desenho Desenhos.pdf
Resumo Resumo.pdf
Cadastro SisGen Cadastro SisGen.pdf

Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaragéo Positiva de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengao foi
obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético Brasileiro,
realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinagdes da Lei 13.123 de
20 de maio de 2015, informando ainda:

Nimero da Autorizagdo de ADA3C3A
Acesso:
Data da Autorizagdo de Acesso: 13/11/2019

Origem do material genético e do conhecimento tradicional associado, quando for o caso

Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei

Declaragao de veracidade

MDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO gty solicitacao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 27/02/2020 as
ELETRONICO 17:04, Petigao 870200026623
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U B E c UNIAO BRASILEIRA
DE EDUCAGAOQ CATOLICA

PROCURACAO

OUTORGANTE: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCAGCAO CATOLICA (UBEC), associagdo civil,
confessional, de direito privado, sem fins econdmicos, de carater educacional, assistencial, cultural e
filantrépico, inscrita no CNPJ sob o N° 00.331.801/0001-30, com Sede na QS 01, Rua 212, Lotes 19, 21
e 23, Sala 2.903, Ed. Connect Towers, Taguatinga, Distrito Federal, Cep 71950-550 ¢ com Escritério
Executivo no SMPW, Quadra 05, Conjunto 13, Lote 08, Nicleo Bandeirante, Distrito Federal, filial
inscrita no CNPJ N° 00.331.801/0010-20, Mantenedora da UNIVERSIDADE CATOLICA DE
BRASILIA (UCB), reconhecida pela Portaria N° 1.827, de 28/12/94, do Excelentissimo Senhor
Ministro de Estado da Educagido e do Desporto, publicada no DOU em 30/12/94, Segdo 1, Pagina
21.241, inscrita no CNPJ sob o N° 00.331.801/0004-82, com Sede na QS 07, Lote 01 — EPCT, Aguas
Claras, Taguatinga, DF, Cep 71966-700, neste ato representada por seu representante legal José
Romualdo Degasperi, brasileiro, solteiro, Conselheiro Presidente da UBEC, portador da cédula de
identidade RG 3.613.570 SSP/DF, inscrito no CPF/MF sob N° , residente e domiciliado
em Brasilia, DF, no exercicio da competéncia que lhe foi delegada pela Ata da Assembleia Geral Eletiva
N° 125 da UBEC, de 23 de novembro de 2018.

OUTORGADO: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), autarquia educacional
vinculada ao Ministério da Educagdo, por meio do Decreto Lei N° 9.388, de 20/06/45 (Decreto N°
62493, de 01/04/68 e Decretos N° 53, de 18/11/66 e 252 de 28/02/67), inscrita no CNPJ/MF sob o N°
24.134.488/0001-08, com Sede na Avenida Professor Moraes Rego N° 1.235, Cidade Universitaria,
Recife, Pernambuco, representada por seu Magnifico Reitor Alfredo Macedo Gomes, brasileiro,
divorciado, professor universitario, portador da RG N° 2.680.490 SSP/PE e inscrito no CPF/MF sob o
Ne° ; , nomeado pelo Decreto Presidencial de 09 de outubro de 2019, publicado no D.O.U.
de 10.10.2019, Segéo 2, pag. 01, e a Diretora de Inovagdo do Gabinete do Reitor Maira Galdino da
Rocha Pitta, brasileira, solteira, professora universitdria, residente e domiciliada em Recife, portadora
do CPF , cujos poderes lhe foram outorgados pelo referido Magnifico Reitor no
exercicio da competéncia que lhe foi delegada pela Portaria N° 4.195 de 24 de outubro de 2019.

PODERES: por este instrumento particular de mandato ficam outorgados poderes especiais para o
OUTORGADO representar o OUTORGANTE no pais e em terceiros paises, perante a Unido, os
Estados, o Distrito Federal e os Territorios, seus 6rgdos de administragdo direta e indireta, inclusive o
Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI e perante o poder Judiciario, para o fim de obter a
protegdo de direitos relativos a Propriedade industrial e/ou Intelectual e agir na defesa ativa e passiva
dos interesses do Outorgante especificamente para o pedido de patente de invengéo de cotitularidade da
UBEC/UCB e UFPE, “NANOSSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM PEPTIDEO
ANTIMICROBIANO CLAVANINA-MO PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS
PATOGENICOS E USOS”, podendo, para tais efeitos, depositar pedido de patente de invengo ou de
modelo de utilidade, pagar as retribuigdes e anuidades devidas, requerer as prorrogagdes ou renovagdes
cabiveis; apresentar protestos, oposi¢Ges, peti¢des, recursos, réplicas e defesas, escritas ou orais;
requerer licengas compulsdrias, caducidade, e instaurag@o de processos administrativos ou de nulidade,
retirada de certificado, bem como praticar todo e qualquer outro ato que se faga necessério ao bom e fiel
cumprimento desta procurag@o, podendo ainda agir em separado, independente da ordem de nomeagéo,
ficando ratificados os atos eventualmente ja praticados.

~.

%MF, 06 de janeiro de 2020.
ds 1o,
S‘Oﬁs v
o 7.
Unifio Brasileira 444 catolica - UBEC

José Romualdo Degasperi
Conselheiro Presidente
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NANOSSENSOR BASEADO EM PEPTIDEO ANTIMICROBIANO
CLAVANINA-MO PARA DETECGAO DE MICROORGANISMOS
PATOGENICOS

Campo Técnico

01. A presente invengao refere-se a métodos e composi¢oes
para identificagdo de microorganismos patogénicos, sendo aplicavel
a area de diagndstico através do uso de biossensores
eletroquimicos nanoestruturados. A invengao baseia-se na aplicagao
de um peptideo antimicrobiano, a Clavanina-MO, ligado
quimicamente a nanoparticulas metdlicas de Oxido de titanio
(TiO2Nps) funcionalizadas com aminopropiltrietoxisilano (APTES)
adsorvido na superficie do eletrodo de ouro previamente modificado
com uma camada de filme de acido poli-3-tiofeno acético (PTAA) na
construgdo de uma plataforma biossensora capaz de detectar
microorganismos  patogénicos em amostras com baixas
concentragbes. Em particular, na presente invengdo, foi
desenvolvido um biossensor para detecgdo de fungos do género

Candida spp causadores de candidiases invasivas.

02. O advento da nanotecnologia permitiu o desenvolvimento
de ferramentas inovadoras com propriedades singulares que
apresentam baixo custo, portabilidade e possibilidade de
miniaturizagdo associada ao uso de componentes nanoestruturados,
materiais que se destacam pela sua facil sintese e elevada
funcionalidade. Biossensores que fazem uso de nanomateriais como
AuNPs, AgNPs, TiO2NPs, etc. se destacam pela sua sensibilidade
aprimorada e analise em tempo real, promovendo a eficiéncia na
deteccao do alvo terapéutico. A introdugdo de técnicas como a
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espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e voltametria
ciclica (VC), amplamente utilizadas na area de biossensores
auxiliam na identificagdo do biorreconhecimento com um sinal
elétrico mensuravel a ser lido na forma de um diagrama de Nyquist e
voltamograma ciclico, respectivamente. Nanoparticulas de 6xido de
titdnio (TiO,NPs) como as usadas no presente trabalho dispdem de
caracteristicas atrativas como biocompatibilidade e elevada razédo
area-volume, caracteristicas que possibilitam a integragao de
moléculas bioldgicas ativas em sua estrutura, como fragmentos de
DNA, enzimas, peptideos, etc.,, considerados elementos de

biorreconhecimento na area dos biossensores.

03. Ademais, destacamos o desenvolvimento de uma
metodologia inovadora de biossensor por ser o primeiro protétipo
que faz uso do peptideo antimicrobiano (AMP) Clavanina-MO, cuja
estrutura apresenta a habilidade de identificar e diferenciar diversos
microorganismos como fungos do género Candida.

Estado da Técnica

04. Infecgbes hospitalares (IH) permanecem sendo um
problema de saude publica. Dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) indicam que cerca de 1,4 milhdes de pessoas no
mundo sofrem algum tipo de infeccdo no ambiente hospitalar
(NAZIR; KADRI, 2014).

05. Dentre os microrganismos causadores de IH, fungos do
género Candida sp. tem causado um alarmante impacto na area
médica. Apesar de algumas espécies serem simbiontes comensais,
Candida sp. sdo conhecidos como um dos principais patégenos

Petigiio 870200026623, de 27/02/2020, pig. 14/37
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oportunistas envolvidos em IH. Estudos revelaram que Candida spp.
destaca-se um dos quatro principais patdgenos presentes em
infecgdes da corrente sanguinea (candidemia), juntamente com
espécies especificas de estafilococos e Enterococcus spp.,
permanecendo um dos maiores desafios para entidades clinicas.

06. Entre os casos de infecgdo fungica, sete espécies de
Candida se destacam como causadoras de infecgdo da corrente
sanguinea associada a candidiase invasiva, correspondendo a mais
de 95% dos casos de candidemia em nivel mundial: C. albicans, C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. guilliermondii, C. lusitaniae e
C. tropicalis (SULEYMAN; ALANGADEN, 2016). Dentre os fatores
que aumentam a predisposicao a infecgdo fungica, se destacam
pacientes submetidos a quimioterapia e antibioticoterapia de amplo
espectro, transplantes de orgéaos, e principalmente aqueles que
fazem uso de cateter venoso central e urinario (LAGUNES; RELLO,
2016).

07. Os métodos padrdes para o isolamento e a identificagdo
de Candida em casos de Candidiase Invasiva e candidemia em
cultura de amostras de sangue e de outros fluidos em meios de
cultura especificos ou da pesquisa histopatoldgica. Apesar da
grande aplicabilidade, a hemocultura exige tempo para obtencéo de
resultados. Os conhecidos ensaios bioquimicos e soroldgicos, em
alguns casos, carecem de especificidade e sensibilidade das
espécies. Além disso, também sé&o utilizados os ensaios de base
molecular que se destacam por sua sensibilidade aprimorada, mas
dependem de equipamentos e reagentes de alto custo. Portanto,
notou-se a importancia do desenvolvimento de métodos mais

rapidos, sensiveis e eficientes na detecgéo de espécies de Candida
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em casos hospitalares (MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI,
2015).

08. Biossensores eletroquimicos se destacam como uma
alternativa inovadora de andlise biolégica como a detecgdo de
microorganismos patogénicos. Desde o primeiro biossensor criado
na década de 50 por Clark e Lyon, inUmeras portas se abriram na
area médica diagnostica (SALEEM, 2013). Basicamente, um
biossensor € constituido por um elemento sensor bioldgico ativo que
se destaca por ter afinidade com algum analito (ex: fragmentos de
DNA, enzimas, peptideos, etc.), um transdutor fisico-quimico cujo
objetivo é a conversao da interagcao elemento sensor/analito em um
sinal mensuravel (ex: eletroquimico) e um analisador de dados
(GRIESHABER et al., 2008).

09. Transdutores eletroquimicos apresentam baixo-custo e
analise de facil entendimento, fornecendo informacdo sobre as
reagbes que ocorrem na interface eletrodo de trabalho/solugéo
eletrolitica (FARIDBOD; NOROUZI; GANJALI, 2015). Técnicas
impedimétricas como a EIS sdo as mais utilizadas. Os valores de
resisténcia a transferéncia de carga (Rct) sé@o o principal parametro
de avaliagéo, o qual apés a interagdo com o analito-alvo, 0 Rcr
tende a aumentar proporcionalmente de acordo com a concentragao
do analito presente na amostra clinica (LISDAT; SCHAFER, 2008).

10. Alguns elementos bioldgicos tém oferecido ampla gama
de aplicacdes inovadoras na pesquisa em saude, como é o caso dos
peptideos antimicrobianos (AMPs). Tais peptideos possuem
atividade antimicrobiana de largo espectro, assim como estabilidade
e capacidade de ligacdo semi-seletiva as superficies celulares de

microrganismos, sendo adequados, portanto, para o uso na
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construcdo de plataformas biossensoras como elementos de
reconhecimento, destacando que ndo apresentam atividade
citotoxica contra células sanguineas (PETERS; SHIRTLIFF; JABRA-
RIZK, 2010). Em adigdo, de acordo com a diferente constituicdo da
parede celular dos microorganismos, AMPs podem se inserir e
permeabilizar a membrana microbiana, liberando um sinal elétrico
especifico a ser detectado pela técnica impedimétrica (SILVA
JUNIOR et al., 2018).

11. Com base no exposto, novas técnicas de diagnostico vém
sendo desenvolvidas com o intuito de diagnosticar Candida sp. com
o objetivo de elaborar metodologias que promovam resultados
rapidos e eficientes. A patente US20120156688A1 consiste num
biossensor baseado num peptideo antimicrobiano imobilizado em
um componente sensor que possui um anodo e um catodo capaz de

se ligar a bactérias, fungos, protozoarios e outros alvos.

12. A patente CN109576349A demonstra um nanobiossensor
com nanoparticulas de ouro que detecta Candida albicans a partir da
amplificacdo da temperatura constante. A patente de numero
CN104076025A fornece um sensor de eletroquimiluminescéncia que
compreende uma camada de L-cisteina, uma camada de
nanoparticulas de ouro e uma camada de peptideo antimicrobiano

montadas em eletrodo de ouro.

13. Ademais, pode-se citar a patente a patente
US10436779B2 que consiste em um biossensor para detectar
diferentes patdgenos, o qual a detecgdo é baseada em calorimetria.
Este incorpora particulas magnéticas funcionalizadas com um
substrato quimico especifico para que os patdgenos sejam

detectados. Nenhuma das patentes citadas anteriormente utiliza
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sistemas de biossensores com dispositivos nanoestruturados
baseados em TiO,, PTAA e o peptideo Clavanina-MO em sua
composigao. Embora tais documentos apresentem semelhanga em
relagdo a presente patente, as diferengas existentes podem ser
observadas através da comparagdo de seus componentes,
apresentada na Tabela | abaixo:

14. Tabela 1 — comparativo entre sensores desenvolvidos
para a detecgao de microorganismos.

Nanoparticulas PTAA Peptideo
modificadas Antimicrobiano
Invengao Proposta Sim Sim Sim
US20120156688A1 Nao Nao Sim
CN109576349A Nao Nao Nao
CN104076025A Sim Nao Sim
US10436779B2 Sim Nao Nao

15. A novidade da presente invengao esta na composicao da
plataforma sensora formada por filmes de PTAA, TiO:NPs
funcionalizadas com APTES e um novo peptideo antimicrobiano, a
Clavanina-MO (FLPIIVFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2) nunca
antes explorada na construgéo de biossensores, utilizando a técnica
impedimétrica para a biodeteccdo de microorganismos de interesse

clinico.
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Problemas do estado da técnica

16. Apesar de efetivos, os métodos tradicionais sdo marcados
por falso-positivos. Em adigao, testes que utilizam meios de cultura
liquidos, sdlidos e semissdlidos exigem de no minimo 24h a 48h
para o crescimento do microorganismo em questao, resultando na
demora da aplicagdo imediata de um medicamento adequado ao
paciente (TERATO et al., 2014). Denota-se também que abordagens
moleculares requerem equipamentos e reagentes de elevado custo
(LOPEZ et al., 2009).

Obijetivo da invencao

17. O objetivo da presente invengdo é apresentar um
biossensor eletroquimico nanoestruturado com TiO,NPs de o
peptideo Clavanina-MO. Esta permite a detecgao e diferenciagéo de
candidas patogénicas, podendo ser usada como uma eficiente

técnica no diagndstico de candidemias e candidiase invasiva.

18. Com foco inicial em leveduras da espécie Candida sp., 0
presente biossensor objetiva a aplicagdo na biodetecgdo de

microorganismos de uma maneira geral.

19. A detecgao dos microorganismos e analise dos resultados
se da por até 10 minutos, utilizando uma pequena quantidade de

amostra suspeita de conter o analito alvo (2 pL).

20. O limite de detecg&o obtido foi de 10" UFC mL™", podendo

alcancar até 10° UFC mL". Ademais, o biossensor proposto
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apresenta a capacidade de miniaturizacdo por associar a técnica
eletroquimica com nanomateriais.

Solucéo do Problema

21. Como ato inventivo, a presente invengdo denota a
obtencdo de um biossensor eletroquimico constituido com camadas
automontadas de filme nanoestruturado de acido poli-3-tiofeno
acético e nanoparticulas de 6xido de titanio funcionalizado com
aminopropiltrietoxisilano que lhe conferiu grupamentos amina a sua
superficie, constituindo um sistema eficiente na imobilizagdo de
moléculas biolégicas, como a Clavanina-MO, a qual completa o
biossensor com sua capacidade de interagir com a parede celular de
espécies de Candida e outros microorganismos. A abordagem
inovadora aqui demonstrada provém um diagnostico rapido e
preciso, com obtengdo de resultados em um curto periodo de tempo

(~10 minutos).

Vantagens

22. O dispositivo apresentado na invengdo é capaz de
detectar, através de técnicas eletroquimicas, carboidratos presentes
da superficie da parede celular de fungos do género Candida,
demonstrando sensibilidade e capacidade de diferenciar espécies
desse género, utilizando um novo peptideo antimicrobiano como
elemento detector, nunca antes utilizado na construgdo de
biossensores.
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23. A modificagdo de superficie por filmes de PTAA, que

auxiliam na conducéo dos elétrons presentes na solucgéo eletrolitica.

24. A construgdo da plataforma sensora em inumeras
superficies, com destaque para superficies metalicas como a de

ouro, platina, cobre, etc.

25. Nanoparticulas metalicas, sobretudo as TiO.NPs que
também tem um papel essencial na migragéo estavel dos elétrons,

favorecendo e aprimorando a sensibilidade da técnica.

26. Com um limite de detecgdo de 10" UFC mL™, o biossensor
proposto se destaca dentre as demais técnicas disponiveis no

ambiente clinico.

27. Facil sintese e manuseio, permitindo sua aplicagdo em

laboratérios clinicos e centros de pesquisa.

Descricédo da Invencao

28. Os exemplos a seguir ndo tém o intuito de limitar o escopo
da invengdo, mas sim de somente ilustrar uma das inumeras

maneiras de se realizar a invengao.

29. Resumidamente, a montagem da plataforma inicia-se,
primeiramente, pela polimerizacdo eletroquimica do PTAA no
eletrodo de ouro, em seguida a modificagdo de superficie das
TiO2NPs com APTES, seguida de sua adigao ao eletrodo modificado
e posterior acoplamento do peptideo Clavanina-MO ao sistema

sensor.
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30. A polimerizacdo do PTAA foi realizada da seguinte forma:
Inicialmente, O eletrodo do disco de ouro foi inicialmente polido em
lixa com agua deionizada. Para uma limpeza completa, permaneceu
30 minutos embebido em NaClO, finalmente foi enxaguado com
agua ultrapura. Posteriormente, 20 mL de uma solugéo 0,5M de
acido 3-tiofeno acético (3TAA) em HCI (0,1M) foram preparados e,
em seguida, a polimerizagdo do monémero 3TAA em poli (acido
tiofeno-3-acético) (PTAA). O fime PTAA foi preparado por
polimerizagéo potenciostatica pela técnica de voltametria ciclica (VC)
na superficie do eletrodo de ouro. Através da VC, foram aplicados 40
ciclos de polimerizagdo em uma faixa de potencial de -0,2 a +1,5V
com uma velocidade de varredura de 100 mV s™'. Finalmente, o filme
foi lavado com agua deionizada para remover mondémeros nao

absorvidos.

31. A madificagdo quimica das NPsTiO2 consistiu na adicéo
de grupos amino em sua superficie. Para isso, foi utilizado 3-
amminopropiltrietoxissilano (APTES) via reagdo de co-condensacgao.
Para isso, 0,5g de TiO,NPs (Oxido de Titanio V) foram dispersos
em aproximadamente 50 mL de DMSO. A dispersao foi submetida a
um banho ultrassénico durante cerca de 1 hora. Subsequentemente,
400 pL de APTS foram adicionados a solugdo que permaneceu
durante a noite sob agitacédo. Finalmente, a solugdo foi lavada com
metanol para remover o excesso de APTES e, apds filtragéo, seco a
60 °C em estufa. O peptideo antimicrobiano Clavanina-MO é
dissolvido em agua deionizada ultrapura numa concentragdo entre
100-500 pM

32. A construgdo do biossensor segue a seguintes etapas:
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33. (1) Apos o processo de polimerizacdao do 3TAA (1), para
ativar os grupamentos carboxilicos livres do filme de PTAA e
acoplamento dos grupos amino seguintes, foi aplicado 2uL de
EDC:NHS. (2) Ap6s 2 minutos de incubagédo, 2uL da solugéo de
TiO2NPs-APTES foram aplicados no eletrodo modificado. 10 minutos
depois, o EDC:NHS foi novamente adicionado para ativar os grupos
amino livres presentes na superficie das TiO,NPs; (3) o eletrodo
previamente modificado por PTAA_EDC:NHS_TiO,NPs_EDC:NHS
foi submetido a 2L de solugédo de Clavanina-MO por 10 minutos; (4)
por fim, 2uL de solugdo contendo diferentes concentragdes (10" a
10® UFC mL™") de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata e Candida krusei foram incubadas na superficie do eletrodo

modificado por 10 minutos, seguida da analise eletroquimica.

34. (3) o eletrodo previamente modificado por
PTAA_EDC:NHS_TiO2,NPs_EDC:NHS foi submetido a 2uL de
solugdo de Clavanina-MO por 10 minutos; (4) por fim, 2uL de
solugdo contendo diferentes concentragées (10" a 10° UFC mL™") de
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida
krusei foram incubadas na superficie do eletrodo modificado por 10

minutos, seguida da analise eletroquimica.

35. A caracterizagao de construgao da plataforma biossensora
e caracterizagdo da detecgdo dos analitos-alvo foi realizada por meio
da técnica eletroquimica. Analises impedimétricas foram realizadas
com o auxilio de um potenciostato/galvanostato PGSTAT 128N
(Ecochemie, Metrohm Autolab, The Netherlands) conectado a um
software controlado e por um computador. Os espectros de
impedancia foram registrados na faixa de frequéncia de 100 mHz a

100 kHz com um potencial de onda senoidal de 10 mV. Todas as
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medigbes foram realizadas em um sistema convencional de trés
eletrodos: um eletrodo com superficie de ouro foi utilizado como
eletrodo de trabalho, o eletrodo de fio de platina como contra-
eletrodo e o de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia, todos imersos
numa solugao de 10 mM de [Fe(CN)s]*/ [Fe(CN)e]* (1:1) em PBS pH
7.4, usada como sonda redox. Todas as medidas eletroquimicas
foram realizadas a 24 ° C + 1 ° C, dentro de uma gaiola de Faraday.

Listagem e Descricdo de Figuras

36. A invengao proposta sera descrita mais detalhadamente

por meio de figuras.

37. Na figura 1 temos uma representacao esquematica da
montagem da plataforma biossensora, o qual se inicia com a
eletropolimerizagdo do 3TAA em fiimes de PTAA, seguindo a
ativagao dos grupos carboxilicos livres com o EDC:NHS, e finaliza-
se com a ligagdo covalente do PAM Clavanina-MO, deixando o
sensor apto para o biorreconhecimento dos analitos

38. Na figura 2 observa-se o voltamograma ciclico referente a
eletrodeposigado do 3TAA em filmes de PTAA. Observa-se o pico de
oxidagao crescente em 1,3 V, indicando o crescimento do filme de
PTAA na superficie de ouro do eletrodo de trabalho.

39. Na figura 3 temos a avaliagao eletroquimica da montagem
da plataforma biossensora por meio da espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Como descrito na tabela interna, o
espectro preto refere-se ao eletrodo limpo. O filme de PTAA é

caracterizado pelo espectro vermelho. A associagdo das
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nanoparticulas de TiO» funcionalizadas ao filme de PTAA aumentou
a resisténcia a transferéncia de carga, dando origem ao espectro em
azul. Por fim, a ligacdo do C-terminal do peptideo Clavanina-MO a
amina livre na TiO2NPs resultou no aumento do Rcr com o blogueio
da passagem da corrente de elétrons da sonda redox ao eletrodo,

resultando no espectro de cor verde.

40. Por fim, na figura 4 temos a resposta impedimétrica do
biossensor frente as diferentes espécies de Candida em diferentes
concentragdes: a) C. albicans, b) C. glabrata, C) C. tropicalis e d) C.
krusei. Foi possivel avaliar por meio das respostas demonstradas
nos diagramas de Nyquist o aumento do diametro do semicirculo de
forma gradual, demonstrando um aumento consecutivo com o
aumento da concentragdo da amostra bioldgica testada (10" a 10°
UFC mL™), evidenciando que quando aplicado o potencial sobre o
eletrodo de trabalho, ha um maior impedimento na passagem da
corrente de elétrons. Além disso, o biossensor respondeu de formas
diferentes para cada tipo de Candida, indicando que o dispositivo é
capaz de diferenciar as espécies de acordo com sua interagdo com

carboidratos presentes na parede celular do fungo analisado.
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REIVINDICAGOES

1. BIOSSENSOR ELETROQUIMICO configurado para a detecgdo de
microrganismos, constituido por:
(a) suporte para imobilizagao das moléculas;
(b) fonte de corrente elétrica;
(c) uma camada de filme de acido poli-3-tiofeno acético (PTAA);
(d) nanoparticulas metalicas de éxido de titanio aminadas (TiO2NPs);
()

e) molécula de reconhecimento (Clavanina-MO).

2. BIOSSENSOR ELETROQUIMICO, conforme reivindicagdo 1,
caracterizado por terem eletrodos conectados a um potenciostato e

circuito para medida da impedancia.

3. BIOSSENSOR ELETROQUIMICO, conforme reivindicagdes 1 e 2,

caracterizado por sistema preferivel com trés eletrodos;

4. BIOSSENSOR ELETROQUIMICO, conforme reivindicagéo 3,
caracterizado pelos trés eletrodos serem um eletrodo de trabalho com
superficie preferivelmente metalica, um eletrodo de referéncia Ag/AgCl e
um contra-eletrodo de platina.

5. METODO PARA OBTENGAO DO BIOSSENSOR ELETROQUIMICO DA
REIVINDICAGAO 1, caracterizado por:

(a) superficie de suporte preferivelmente de ouro, objetivando uma
maior condutibilidade elétrica e biocompatibilidade ao dispositivo
facilitando interagdes moleculares;

(b) formagéo de filme de PTAA preferivelmente executada por meio
da voltametria ciclica na presenga de HCI e 40 ciclos
voltamétricos;
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(c) TiO2NPs funcionalizadas com aminopropiltrietoxisilano (APTES)
para obtencdo superficial de grupos amino (-NH3) uteis na
interacdo com grupos carboxilicos do filme de PTAA;

(d) adsorgéo de peptideo antimicrobiano Clavanina-MO, molécula de
biorreconhecimento.

6. METODO PARA CARACTERIZACAO DE MONTAGEM DO
BIOSSENSOR  ELETROQUIMICO DA  REIVINDICAGAO 1,
caracterizado por possuir as etapas:

(a) Imersao dos trés eletrodos em uma solugdo de 10 mM ferro-
ferricianeto de potassio em tampao fosfato de pH 7.4;

(b) aplicagcéo da técnica eletroquimica espectroscopia de impedancia
eletroquimica nas frequéncias de 100 mHz a 100 kHz com
amplitude e onda senoidal variando entre 1-15 mV.

7. METODO DE PROCEDIMENTO APOS PREPARO DO BIOSSENSOR
ELETROQUIMICO DA REIVINDICAGAO 1, caracterizado por possuir as
etapas:

(a) Aplicar a amostra liquida suspeita de conter microorganismos de
interesse clinico a superficie do biossensor montado;

(b) tempo de adsorcdo da amostra contendo analito-alvo de 10
minutos;

(c) insergé@o do eletrodo contendo o biossensor ap6s interagdo com
amostra biologica na célula eletroquimica;

(d) analise impedimétrica da resposta do biossensor frente aos
microorganismos suspeitos seguindo os mesmos parametro
observados na reivindicagao 6;

(e) avaliacdo dos espectros de impedancia obtidos apds interacao
com a amostra contendo microorganismos, adquirindo os valores
da resisténcia a transferéncia de carga (Rcr) através da variagéo

do didametro do semicirculo alcancado na analise.
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8. USO DO BIOSSENSOR ELETROQUIMICO DA REIVINDICAGCAO 1,
onde os analitos-alvo sao microrganismos, compreendendo
principalmente fungos do tipo leveduras do género Candida, além de

bactérias e protozoarios.
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RESUMO

NANOSSENSOR BASEADO EM PEPTIDEO  ANTIMICROBIANO
CLAVANINA-MO PARA DETECCAO DE MICROORGANISMOS
PATOGENICOS

A presente invengao refere-se a métodos e composigdes para identificagao de
microrganismos patogénicos, sendo aplicavel a area de diagndstico clinico
através do uso de biossensores eletroquimicos nanoestruturados. A invengéo
baseia-se na aplicagdo de um peptideo antimicrobiano, a Clavanina-MO, ligada
quimicamente a nanoparticulas metdlicas de Oxido de titanio (TiO2NPs)
funcionalizadas com aminopropiltrietoxisilano (APTES) adsorvido na superficie
do eletrodo de ouro previamente modificado com uma camada de fiime de
acido poli-3-tiofeno acético (PTAA). Microorganismos como bactérias e
leveduras da espécie Candida podem ser identificados por meio do dispositivo
aqui apresentado. A composigao da parede celular de cada microorganismo
avaliado induzira uma resposta eletroquimica especifica apds interagir com a
Clavanina-MO, elemento de biorreconhecimento da invengdo proposta. A
interagao inicial se da por interagao eletrostatica entre a estrutura catiénica do
peptideo com a superficie eletronegativa dos microorganismos, seguida de
inser¢ao da Clavanina-MO na membrana celular. A técnica espectroscopia de
impedancia eletroquimica foi utilizada para caracterizar a montagem da
plataforma biossensora, bem como avaliar a interacdo do biossensor
desenvolvido com os microorganismos estudados. O sistema sensor apresenta

um limite de detecgdo de 10" UFC mL™.
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com anticorpos monoclonais fluorescentes (CDs); exposi¢ao das células mesenquimais as proteinas
morfogenéticas 6sseas; e, avaliar a citomorfologia das células-tronco mesenquimais diferenciadas sob a
influéncia das proteinas morfogenéticas 6sseas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador refere riscos relativo aos procedimentos médicos normais durante uma cirurgia de parto
Cesareo. E, que em nenhum momento sera realizado quaisquer tipos de procedimentos diretos ou indiretos
no corpo da parturiente, além daqueles que, normalmente, ocorrem no parto Cesareo. Apresenta como
proposta para minimizar estes riscos da cirurgia cesariana a realizagao por profissionais altamente treinados
e, em ambiente hospitalar com todos os equipamentos necessarios para atender a parturiente caso ocorra
algum imprevisto. Considera ainda, como forma de minimizar a ocorréncia de eventual constrangimento
para a parturiente, que a pesquisadora converse com a mesma antes do parto de forma respeitosa para
tranquiliza-la sobre a cirurgia de uma forma geral.

O pesquisador apresenta como beneficios: “Os beneficios consistem no esclarecimento e orientagoes as
parturientes sobre o parto. Indiretamente os resultados da pesquisa poderdao ajudar futuramente a
compreender melhor as aplicagdes terapéuticas das células-tronco em humanos”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa para coleta de cordées umbilicais a serem doados voluntariamente por
parturientes saudaveis, submetidas a cirurgia Cesariana no Hospital De Avila. Sao descritas a técnica de
coleta do cordao por secgao utilizando pingca hemostatica reta e tesoura cirdrgica imediatamente apés o
parto. A colocacgao em frasco boro estéril contendo solucéo fisiolégica estéril de tampao fosfato salino (PBS),
Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) (2 mM), antibiéticos — penicilina (150 Ul/ml) e estreptomicina
(150 g/mL) e antifungico- anfotericina B (5 g/ml). A acomodacao e o transporte de 6rgaos em automoével
particular até o Laboratério de Biofisica das Membranas e células-tronco Dr. Oleg Krasilnikov, do Depto de
Biofisica e Radiobiologia do Centro de Biociéncias da UFPE sendo posteriormente armazenados em
geladeira. Estao descritas a forma de processamento, isolamento e cultivo, bem como a caracterizacao
imunofenotipica das células-tronco mesenquimais, a exposicao das células-tronco mesenquimais as
proteinas morfogenéticas 6sseas e a analise citomorfolégica das células diferenciadas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresenta a documentagao necessaria.
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Recomendacoes:
Sem Recomendagoes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem Pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estda APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apés o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apés apreciacao desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntério participante (item V.3.,
da Resolucao CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagées nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugao, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/12/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1462945.pdf 12:36:53
Outros CARTA_RESPOSTA_PENDENCIAS P | 21/12/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
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Outros ETO_CELULA_TRONCO_ODONTOLO 12:26:08 [RODRIGUES Aceito
GIA.pdf
Orgamento ORCAMENTO_MODIFICADO_PROJET| 21/12/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
O PIBITI 2019 2020.pdf 11:52:55 |RODRIGUES
Projeto Detalhado/ [PROJETO_MODIFICADO.pdf 21/12/2019 [CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Brochura 11:52:33 [RODRIGUES
Investigador
TCLE/Termosde |TCLE_CLAUDIO_GABRIELNOVO.pdf 01/11/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Assentimento / 10:44:23 |RODRIGUES
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado/ [PROJETO_CLAUDIO_GABRIEL.pdf 01/11/2019 [CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Brochura 10:44:05 |RODRIGUES
Investigador
Declaragao de Curriculo_Taynara_Souza.pdf 31/10/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Pesquisadores 17:04:30 | RODRIGUES
Declaragao de Curriculo_Marcia_Silva.pdf 31/10/2019 [CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Pesquisadores 17:02:46 | RODRIGUES
Declaragao de Curriculo_Lara_Marques_Moreno.pdf 31/10/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Pesquisadores 17:01:46 | RODRIGUES
Declaragao de Curriculo_Claudio_Gabriel_Rodrigues.p | 31/10/2019 [CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Pesquisadores df 16:45:52 | RODRIGUES
Declaragao de CARTA_ANUENCIA_HOSPITAL_DEAVI| 31/10/2019 [CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Instituicao e LA_PROJETO_PIBITI_2019.pdf 16:40:33 |[RODRIGUES
| Infraestrutura
Declaragao de CARTA_ANUENCIA_CHEFIA_DEPART| 31/10/2019 [CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Instituicao e AMENTO_PROJETO_PIBITI_2019_202 16:40:12 [RODRIGUES
Infraestrutura 0.pdf
TCLE/ Termosde |TERMO_CONF_PROJETO_PIBITI_201| 31/10/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
Assentimento / 9_2020.pdf 16:39:34 [RODRIGUES
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FOLHA_ROSTO_PROJETO_PIBITI_20 | 31/10/2019 |CLAUDIO GABRIEL | Aceito
19 2020.pdf 16:24:59 | RODRIGUES

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))
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