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RESUMO

As infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um sério problema de
saude publica, resultando em milhares de mortes anualmente. O uso indiscriminado
de antibioticos contribui para a disseminacdo de microrganismos resistentes. As
abordagens convencionais para a identificacdo de microrganismos patogénicos, como
0 cultivo microbiologico, ELISA e técnicas moleculares, enfrentam desafios como
reacOes laboriosas, falsos-positivos e custos elevados de equipamentos e reagentes.
Nesse contexto, 0s biossensores eletroquimicos emergem como uma inovacao rapida
e econO6mica na deteccdo de infeccBes relacionadas a saude, utilizando elementos
biolégicos, como enzimas, acidos nucléicos e anticorpos para reconhecimento
especifico. Os peptideos antimicrobianos (PAMs) destacam-se como biorreceptores
altamente eficazes, estabelecendo interacdes especificas com a parede celular de
microrganismos. A amplificacdo do sinal € alcancada por meio da integracdo de
nanomateriais, como polimeros condutores, nanoparticulas e derivados de grafeno,
sendo os nanotubos de carbono multicamadas notaveis por suas capacidades Unicas
de grupamentos carboxilicos e propriedades condutoras. Este estudo apresenta uma
plataforma sensora inovadora que utiliza nanotubos de carbono multicamadas
eletrodepositados em conjunto com o peptideo antimicrobiano temporina PTa (T-PTa)
para a identificacdo de bactérias clinicamente relevantes. A eficacia do sistema sensor
€ evidenciada pela aplicacdo de técnicas eletroguimicas, como voltametria ciclica
(VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Foram registrados picos de
corrente anddica (ipa) e catddica (ipc), além da resisténcia a transferéncia de carga
(RcT), para investigar a velocidade de resposta dos elétrons diante das modificagbes
na superficie do eletrodo de ouro. Andlises morfologicas por meio de microscopia de
forca atbmica (AFM), microscopia eletronica de varredura (MEV), além da andlise dos
grupos funcionais através da espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), demonstraram a incorporacdo e atividade dos nanomateriais. A
camada de nanotubos facilitou a imobilizacdo do peptideo, devido aos grupos em sua
superficie, estabelecendo uma ligacdo amida-amina presente na estrutura do T-PTa.
Além disso, as nanoparticulas eletrodepositadas amplificaram a sensibilidade do
biossensor, intensificando o sinal detectado. Os resultados da interacdo com
suspensdes bacterianas revelaram uma variagdo crescente no Rcrt por analise
impedimétrica, seguindo concentracdes de 10' a 10° UFC.mL?. O biossensor
demonstrou alta sensibilidade, com um limite de deteccdo de 10 UFC.mL?,
equivalente a técnicas padrao. Este biossensor representa uma promissora alternativa
na identificacdo de microrganismos clinicos, podendo complementar as técnicas
convencionais.

Palavras-chave: Biossensor; Eletroquimica; Bactérias; Peptideo antimicrobiano;
Nanotubo de carbono.
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peptide. 2024. 64 péaginas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
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ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAIs) are a serious public health problem, resulting
in thousands of deaths annually. The indiscriminate use of antibiotics contributes to
the spread of resistant microorganisms. Conventional approaches for identifying
pathogenic microorganisms, such as microbiological culturing, ELISA, and molecular
techniques, face challenges such as laborious reactions, false positives, and high
costs of equipment and reagents. In this context, electrochemical biosensors emerge
as a rapid and cost-effective innovation in the detection of healthcare-related
infections, utilizing biological elements such as enzymes, nucleic acids, and antibodies
for specific recognition. Antimicrobial peptides (AMPs) stand out as highly effective
bioreceptors, establishing specific interactions with the cell walls of microorganisms.
Signal amplification is achieved through the integration of nanomaterials such as
conductive polymers, nanoparticles, and graphene derivatives, with multi-walled
carbon nanotubes being notable for their unique carboxylic groupings and conductive
properties. This study presents an innovative sensor platform using electro-deposited
multi-walled carbon nanotubes in conjunction with the antimicrobial peptide temporin
PTa (T-PTa) for the identification of clinically relevant bacteria. The sensor system's
effectiveness is demonstrated through electrochemical techniques such as cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Anodic (ipa)
and cathodic (ipc) current peaks, as well as charge transfer resistance (Rct), were
recorded to investigate the electron response rate to modifications on the gold
electrode surface. Morphological analyses through atomic force microscopy (AFM),
scanning electron microscopy (SEM), and analysis of functional groups using Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR) demonstrated the incorporation and activity of
nanomaterials. The nanotube layer facilitated peptide immobilization due to the groups
on its surface, establishing an amide-amine bond present in the T-PTa structure.
Additionally, electro-deposited nanoparticles amplified the biosensor's sensitivity,
enhancing the detected signal. Results from the interaction with bacterial suspensions
revealed an increasing variation in Rct through impedance analysis, following
concentrations from 10! to 1068 CFU/mL. The biosensor demonstrated high sensitivity,
with a detection limit of 10 CFU/mL, equivalent to standard techniques. This biosensor
represents a promising alternative in identifying clinical microorganisms, potentially
complementing conventional techniques.

Keywords: Biosensor. Electrochemistry. Bacteria. Antimicrobial peptide. Carbon
nanotube.
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1. INTRODUCAO

A disseminacdo e aumento de infec¢cbes causadas por microrganismos
multirresistentes representam um sério problema de ameaca a saude publica. O
acronimo ESKAPE destaca os patdgenos oportunistas mais comuns em infeccdes
relacionadas a assisténcia em saude (IRAS), como Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter (Ma et al., 2020). Além desses,
outros patégenos, como Enterococcus faecalis e Bacillus spp., ganham destaque nas
infecgbes alimentares, resultando em elevada mortalidade e aumentando os gastos
com tratamento (Enosi Tuipulotu et al., 2021).

As opcbes convencionais para deteccdo e quantificacdo de bactérias
geralmente envolvem métodos tradicionais, incluindo semeio de culturas bacterianas,
testes bioquimicos e de suscetibilidade a antibioticos. No entanto, esses métodos
frequentemente demandam mais de 24 horas para fornecer resultados,
comprometendo o tempo de diagndstico e tratamento (Chen et al., 2018). Métodos
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), oferecem alta
especificidade e precisdo, mas podem gerar falsos-positivos ao amplificar material
genético de células ndo viaveis, além do alto custo associado (Hoyos-Nogués; Gil;
Mas-Moruno, 2018). A espectrometria de ionizacdo e dessor¢ao a laser assistida por
matriz € uma técnica precisa para identificacdo de microrganismos, mas sua aplicacéo
clinica é limitada devido ao espectro restrito e a semelhanca entre diversas espécies
microbianas (Rychert, 2019). Diante desse cenario, a busca por alternativas
inovadoras que oferecam sensibilidade, especificidade e baixo custo € constante,
destacando-se a ascensédo dos biossensores.

O campo de biossensores esta em constante progresso e representa um
mercado multidisciplinar avaliado em mais de US$ 25 bilh6es em 2021, prevendo-se
alcancar US$ 37 bilhdes até 2026 (Sannegowda, 2021).Uma plataforma biossensora
tipica envolve um biorreceptor (anticorpos, oligonucleotideos, enzimas, peptideos,
aptameros) com afinidade ao analito, um transdutor fisico-quimico (amperomeétrico,
impedimétrico, potenciométrico e condutométrico) para converter a interacao
biorreceptor-analito em um sinal elétrico, e um amplificador junto com sistema e

software de analise associado a um computador (Maduraiveeran; Sasidharan;
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Ganesan, 2018).

A integracéo da nanotecnologia com biossensores potencializa a sensibilidade
desses dispositivos, visto que nanoparticulas melhoram reacgfes eletroquimicas e
proporcionam amplificagdo de sinal (Naresh; Lee, 2021). Os nanotubos de carbono
(CNT) sao particularmente eficazes, facilitando a transferéncia de elétrons e podendo
fornecer imobilizacdo de moléculas através de aprisionamento fisico ou formacao de
ligacBes covalentes com grupos carboxilicos em sua superficie (Heydari-Bafrooei,;
Ensafi, 2019). Tensoativos idnicos, como o brometo de cetriménio (CTAB), tém sido
empregados para a deteccdo de biomoléculas, promovendo transferéncia de carga
entre a superficie do eletrodo e os analitos (Abraham et al., 2020).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém se destacado como ferramentas
biotecnoldgicas no combate a microrganismos resistentes, sendo provenientes de
mecanismos de defesa de diversas espécies vivas (Pardoux; Boturyn; Roupioz, 2020).
O tegumento de anfibios é uma das fontes mais documentadas de peptideos
antimicrobianos, tais quais bombininas, negrocinas, brevininas, tigerininas,
esculentinas e temporinas (Conlon et al., 2008). Temporinas sao comumente
utilizadas contra bactérias gram-positivas e ndo possuem acao toxica contra células
eucariodticas. Devido a sua natureza catibnica, elas agem de modo a provocar a lise
da membrana citoplasmatica de microrganismos (Avitabile et al., 2013).

O presente estudo delineia o desenvolvimento de uma plataforma eletroquimica
composta por nanotubos de carbono multicamadas (MWCNTS) e o peptideo
antimicrobiano Temporina-Pta como elemento de biorreconhecimento. A avaliacdo do
sistema, conduzida por meio da técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS), almeja capacitar a plataforma para identificar e diferenciar
amostras bacterianas de importancia médica em diversas concentragdes. Este avanco
tecnolégico representa uma contribuicdo significativa para o campo da deteccao
microbiologica, oferecendo uma abordagem eficaz e especifica para o

reconhecimento de microrganismos relevantes em diferentes contextos clinicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTEXTO HISTORICO DAS INFECCOES CAUSADAS POR MICRORGANISMOS

Desde a invencao do microscopio por Antoine Philips van Leeuwenhoek no
século XVI, que possibilitou a identificacdo pioneira de microrganismos, 0S avancos
na microscopia tém sido cruciais para os campos da medicina e biologia (Prithvi; S; K,
2020). Essa ferramenta revolucionaria permitiu uma compreensao mais profunda da
estrutura e comportamento desses organismos microscépicos, impulsionando o
desenvolvimento de técnicas de diagndstico. Esses avancos tém sido fundamentais
para o diagndstico preciso e eficaz de doencas causadas por virus, bactérias, fungos
e protozoarios, resultando em melhores resultados clinicos e uma abordagem mais
direcionada para clinica do paciente (Velez-Hoyos; Jimenez-tobon, 2022).

Ao longo da historia, diversos microrganismos causadores de pandemias tém
apresentado desafios significativos para a saude publica. O virus da gripe, provocou
pandemias em 1918, 1957, 1968 e 2009, resultando em impactos de larga escala na
saude global (Akin; Gozel, 2020). O HIV, descoberto na década de 1980,
desencadeou uma pandemia global continua, afetando milhdes de individuos em todo
o mundo. O Ebola, responsavel por surtos periodicos na Africa desde 1976,
representa uma ameaca grave devido a sua alta taxa de letalidade, e recentemente,
a pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2.

A enfermidade respiratéria aguda, causada pelo coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), surgiu na China no final de 2019 e desde
entdo tem se propagado rapidamente pelo globo. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) declarou a doenca, denominada COVID-19, como uma emergéncia de saude
publica de alcance global (Muralidar; Visaga; Sekaran, 2020). Em 20 de janeiro de
2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou o primeiro relatério de
situacao da pandemia de COVID-19, indicando 282 casos confirmados em laboratorio
e 6 Obitos em escala global. Esse nimero aumentou consideravelmente para
21.294.845 casos confirmados em laboratério e 761.779 6bitos até 16 de agosto de
2020 (Culp, 2020). Na conjuntura pés-pandémica, os casos confirmados ascenderam

a 676.609.955, ao passo que as fatalidades atingiram a marca de 6.881.955 até 10 de
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outubro de 2023, quando apés trés anos de monitoramento continuo de dados sobre
a COVID-19 em todo o mundo, a Universidade Johns Hopkins encerrou as operacfes
do Centro de Recursos do Coronavirus (JOHN HOPKINS UNIVERSITY, 2023).

A pandemia de COVID-19 teve um impacto significativo no Brasil desde o seu
inicio em fevereiro de 2020, com a disseminacéo generalizada da doenca por todo o
territério nacional. Isso resultou em uma sobrecarga do sistema de saude, afetando
milhdes de pessoas (Candido, 2021). Mesmo com as diversas medidas para conter a
propagacado do virus, o pais enfrentou desafios na gestdo da pandemia, com uma
resposta politica fragmentada, subnotificacdo de casos e escassez de recursos
médicos em algumas regibes (Poz; Levcovitz; Bahia, 2021). Dessa forma, o
diagnéstico rapido representa uma estratégia fundamental para retardar a transmissao

do virus e compreender a epidemiologia da COVID-19 (Avelino et al., 2021).

2.2 INFECCOES BACTERIANAS

Durante a pandemia, pacientes hospitalizados com COVID-19 foram
submetidos a terapia antibiética empirica para prevenir ou tratar infec¢des bacterianas
secundarias (Lingas, 2022). Esse amplo uso de antibiéticos promoveu o
desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes aos medicamentos. Ademais, a
superlotacdo de hospitais com pacientes de COVID-19 possibilitou a disseminac¢éo
ampliada de bactérias multirresistentes, enquanto o foco predominante dos
laboratorios na deteccdo do virus da COVID-19 interrompeu indiretamente a
identificacdo desses microrganismos (Ruiz-Garbajosa; Cantén, 2021).

Os patdgenos entéricos podem ser transmitidos entre seres humanos pela rota
fecal-oral, tanto por contato direto quanto indireto através de fluidos contaminados,
como agua superficial, alimentos e objetos inanimados. Isso ocorre principalmente
apos eventos zoonoticos que desencadeiam a transmisséo sustentada de fezes para
a boca (de Graaf et al., 2017). Devido a esses mecanismos de transmisséo, as
Enterobacteriaceae desempenham um papel significativo como uma causa importante
de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Kang et al., 2018).

Ademais, Salmonella spp. causa salmonelose, uma doenca gastrointestinal
com sintomas como dor abdominal, diarreia, febre e vomitos, podendo resultar em
complicagbes graves, incluindo bacteremia e infeccbes sistémicas. Cepas

patogénicas de Escherichia coli, como E. coli 0157:H7, causam doencas transmitidas
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por alimentos, incluindo sindrome hemolitica urémica, além de infec¢bes do trato
urinario, gastroenterite e infec¢des do trato respiratorio e sanguineas (Puligundla; Lim,
2022). Shigella provoca disenteria bacilar, com sintomas semelhantes aos da
salmonelose (Schnupf; Sansonetti, 2020). Yersinia enterocolitica e Yersinia
pseudotuberculosis sdo associadas a gastroenterite, enterite terminal, apendicite
aguda e linfadenite mesentérica, com febre, dor abdominal e diarreia (Riahi; Ahmadi;
Zeinali, 2021). Os principais sitios corporeos acometidos por infec¢cdes bacterianas

estdo apresentados na imagem (fig.1).
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Figura 1. Principais sitios corpéreos suscetiveis a infec¢des bacterianas. Fonte: Proprio
autor (2024).

Os fatores que levam a quadros patoldgicos relativos a infeccdo bacteriana
resultam de habitos de higiene inadequados, descuido ambiental e falta de eficacia na
sanitizacdo da 4gua. Da mesma forma, a escassez de ferramentas eficientes para
deteccdo e erradicagdo oportuna de contaminantes também se encontram como
problematica, inclusive em paises desenvolvidos (Mbuya; Humphrey, 2016).

A contaminacé&o de recursos hidricos por microrganismos em decorréncia das
mudancas climaticas emerge como uma preocupacio cada vez mais premente. A
medida que os padrBes climaticos se tornam mais extremos, com eventos como
chuvas intensas e secas prolongadas se tornando mais frequentes, 0s ecossistemas

aguaticos sao afetados em decorréncia de variacbes climaticas: temperatura,
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precipitacdo e elevacao do nivel do mar (Islam et al., 2018). A contaminacdo da agua
para consumo humano por bactérias patogénicas representa uma séria preocupacao
em termos de saude publica. A presenca desses microrganismos em fontes de agua
potencialmente expde a populacdo a uma variedade de infec¢cdes oportunistas,
destacando infec¢des hospitalares (IRAS) envolvendo circuitos de agua como fonte
de contaminantes (Capelletti; Moraes, 2016).

Entre 0s microrganismos  oportunistas comumente relacionados,
Staphylococcus aureus € reconhecido por sua capacidade de causar uma gama
diversificada de infecc¢oes, que vao desde infec¢gOes cutaneas moderadamente graves
até pneumonia fatal e sepse (Cheung; Bae; Otto, 2021). Pseudomonas aeruginosa é
particularmente preocupante devido a sua resisténcia a antimicrobianos e formacéao
de biofilme (Azam; Khan, 2019). Bacillus subtilis, embora mais comumente encontrado
no solo, possuem esporos resistentes ao calor que podem germinar mesmo apos
periodos muito longos contaminando fontes de agua, representando um risco especial

para individuos imunocomprometidos (Stulke et al., 2023).

2.3 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

Outro desafio persistente em salde publica, tanto para paises desenvolvidos
guanto em desenvolvimento, como o Brasil, no século XXI, € a prevaléncia de
infeccdes hospitalares. As IRAS representam condigbes infecciosas que se
desenvolvem durante o processo de tratamento médico e que ndo estavam presentes
no momento da admissdo do paciente na unidade de saude. Essas complicacdes
infecciosas podem surgir em uma ampla variedade de cenarios, abrangendo desde
ambientes hospitalares até instalacdes de cuidados prolongados e clinicas
ambulatoriais (Rinke et al., 2020).

As IRAS mais significativas estdo diretamente associadas ao uso de
dispositivos invasivos, como cateteres centrais, que podem desencadear infec¢des da
corrente sanguinea; cateteres associados ao trato urinario, que aumentam o risco de
infeccbes do trato urinario; ventilacdo mecanica, vinculada a pneumonias; e
procedimentos cirdrgicos, suscetiveis a infecgcdes em locais especificos (Bennett et
al., 2018). O impacto dessas infec¢Oes se estende ao prolongamento do tempo de

tratamento, acarretando custos elevados para o0s centros de saude, incluindo
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despesas adicionais com o aumento do consumo de medicamentos e a realizacdo de
testes (Gozel et al., 2021).

Nos paises em desenvolvimento, as limitacdes financeiras impdem desafios
significativos no controle das IRAS. Além dos problemas derivados da prolongada
internacédo do paciente, essas infec¢cdes podem ser transmitidas aos familiares por
meio de contatos casuais, colocando em risco sua saude fisica (Bedir Demirdag et al.,
2021). Essas contaminacfes ndo estdo restritas a pacientes especificos, afetando
qualquer individuo, inclusive profissionais de saude, contribuindo para o0 aumento da
taxa de mortalidade nos hospitais (Vidakovic¢ et al., 2020).

Anualmente, nos Estados Unidos da América, cerca de 1,7 milhdo de pacientes
hospitalizados adquirem IRAS durante o tratamento para outras condi¢des, resultando
em mais de 98.000 6bitos, conforme relatado pelo Centro de Controle e Prevencéo de
Doencas (Sartelli; Mckimm; Bakar, 2018). Essa situacao acarreta custos significativos,
ultrapassando a marca de U$ 30 bilh6es anualmente (Leoncio et al., 2019). Essas
infeccdes representam uma ameaca significativa a saide dos pacientes e impdem um
impacto consideravel nos recursos econémicos. No sul da Europa, nos proximos 10
anos, as Infec¢Oes Hospitalares acarretardo aproximadamente 1,4 milhao de dias de
ocupacao de leitos hospitalares, gerando custos de hospitalizagdo que ultrapassam
os €320 milhdes (Barmpouni et al., 2023).

No Brasil, as IRAS apresentam uma taxa de incidéncia de 22,8%, contrastando
com paises desenvolvidos europeus, onde as taxas sao inferiores a 9% (Gomes et al.,
2020). A disparidade no namero de casos de IRAS entre paises em desenvolvimento
e desenvolvidos ndo se limita apenas a diferencas culturais, mas esta essencialmente
enraizada em fatores econdmicos.

Essa disparidade destaca a necessidade continua de aprimorar as praticas de
controle de infeccdo e prevencdo no contexto da assisténcia a saude no pais. Para
Isso, abordagens inovadoras surgem como metodologias simples e eficazes, uma vez
gue meétodos tradicionais para identificar bactérias de interesse clinico exigem

ambientes especializados, equipes capacitadas e recursos dispendiosos.

2.4 ABORDAGENS CONVENCIONAIS PARA IDENTIFICAGAO DE MICRORGANISMOS

Na pratica clinica, uma variedade de métodos de diagndstico € amplamente

empregada para identificar e caracterizar microrganismos causadores de doengas.



23

Estes métodos desempenham um papel crucial na determinagéo rapida e precisa do
agente infeccioso, permitindo que os profissionais de saude iniciem o tratamento
apropriado. A figura 2, apresenta uma selecdo dos principais métodos empregados
na identificagdo de microrganismos, classificando-os em categorias como cultura

bacteriana, microscopia, testes de sensibilidade a antibidticos e técnicas de biologia
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Figura 2. Principais técnicas utilizadas para diagnéstico de bactérias de interesse clinico. a)
Cultura microbiana b) Coloracdo de Gram c) Técnicas moleculares d) Testes de
sensibilidade. Fonte: Proprio autor (2024).

A cultura bacteriana € um dos métodos mais antigos e fundamentais para o
diagnéstico microbiano. Consiste em semear uma amostra clinica em meios de cultura
especificos e incuba-la sob condicbes favoraveis ao crescimento bacteriano. Apds um
periodo adequado, as colbnias bacterianas podem ser identificadas e caracterizadas
guanto a sua morfologia, padrdes de crescimento e bioquimica. No entanto, este
método pode ser lento, exigindo varios dias para obtengéo de resultados, o que pode
atrasar o inicio do tratamento (Franco-Duarte et al., 2019).

Um procedimento associado a cultura bacteriana é a coloracao de Gram, é uma
das técnicas de coloracdo mais cruciais na microbiologia. Seu nome deriva do
bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram, que a introduziu pela primeira vez
em 1882, principalmente para identificar organismos causadores de pneumonia

(Tripathi; Sapra, 2023). Esta técnica baseia-se na composicdo da parede celular
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bacteriana, onde bactérias Gram-positivas sdo constituidas por uma parede celular
espessa de peptidoglicano, conferindo-lhes cor violeta na coloragcdo de Gram,
enquanto as Gram-negativas tém uma parede celular mais fina de peptidoglicano,
envolvida por uma membrana externa lipidica com lipopolissacarideos (Vijayakumar
et al., 2023). Entretanto, possui suas limitagcdes, como a incapacidade de identificar
todas as espécies bacterianas e a possibilidade de resultados variaveis devido a
fatores como a idade da cultura, técnicas de preparacéo inadequadas ou variagdes
na estrutura da parede celular.

Os testes de sensibilidade a antibiéticos sao frequentemente realizados em
conjunto com a cultura bacteriana para determinar quais antibiticos sdo eficazes
contra o agente infeccioso identificado. Estes testes envolvem expor as coldnias
bacterianas a diferentes antibiéticos e observar sua resposta. Além disso, varios
sistemas comerciais tém otimizado e parcialmente automatizado o acompanhamento
de culturas de Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (AST). Sistemas como Vitek
e Microscan realizam medicdes automatizadas de turbidez para culturas liquidas em
multiplas cavidades (Vasala; Hytonen; Laitinen, 2020). Embora essenciais para guiar
o tratamento antimicrobiano, esses testes também tém limitacdes. Por exemplo, eles
podem néo refletir a eficacia dos antibidticos in vivo, e a interpretacdo dos resultados
pode ser complexa devido a diferentes critérios de sensibilidade adotados por
diferentes laboratorios.

As técnicas de biologia molecular, como a reacao em cadeia da polimerase
(PCR), baseada na capacidade da DNA polimerase purificada de sintetizar DNA de
fita dupla (dsDNA) in vitro a partir de um molde de DNA de fita simples (ssDNA) e um
primer de oligonucleotideo 5', além da sequenciacdo gendmica, revolucionaram o
diagndstico microbiano, permitindo a deteccéo rapida e especifica de DNA ou RNA de
patdégenos (Schmitz et al., 2022). No entanto, elas também tém suas desvantagens,
como O custo elevado, a necessidade de equipamentos especializados e a
possibilidade de resultados falsos positivos devido a contaminacdo cruzada ou

amplificacdo de material genético residual.

2.5 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Um problema crucial no controle de doencas de facil transmisséo é alcancar

um método de avaliacdo rapido, seletivo e especifico para a deteccdo de patdgenos.
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Os biossensores se mostram como alternativa, uma vez que sao dispositivos de
analise utilizados para medir e caracterizar uma substancia especifica, combinando
um elemento biolégico com um detector fisico-quimico em sua estrutura para
guantificar uma resposta bioldgica ou bioquimica (Kulkarni; Ayachit; Aminabhavi,
2022).

Os biossensores sdo compostos por um componente biologico seletivo,
responsavel por se conectar de maneira especifica ao analito-alvo; uma superficie
funcional, para imobilizagéo do sistema; um transdutor que converte a interagdo em
um sinal mensuravel, e um sistema de deteccdo para registrar e processar o sinal

(Kim et al., 2023). A figura 3 demonstra a integracdo desses componentes.

~

* -7 9
" wral s

X

Enzimas

~ Proteinas - Optic‘o . >~ P
\_) Antigenos Eletroguimico
L DNA Aclstico O
Células Calorimétrico

Bactérias z J
J

[ ors  Soracor s S

Figura 3. Exposicdo do mecanismo de operacdo de um biossensor empregado na detec¢ao
de um analito especifico. Fonte: Préprio autor (2024).

As saidas transdutoras dos biossensores desempenham um papel crucial na
deteccgdo e quantificacéo de substancias-alvo. Esses dispositivos geram sinais opticos
ou elétricos, proporcionalmente ao nimero de interacfes entre um analito e um
bioreceptor. A categorizacdo desses transdutores, com base em seus principios de
operacdo, abrange transdutores O&pticos, térmicos, eletrbnicos e gravimétricos
(Naresh; Lee, 2021).

Biossensores eletroquimicos constituem uma categoria de dispositivos
analiticos que desempenham um papel significativo em vérias areas de aplicacao,
incluindo saude, meio ambiente e agricultura (Huang et al., 2017). A metodologia
subjacente a esses biossensores envolve a utilizagdo de transdutores eletroquimicos
para converter as interagfes entre o biorreceptor e o analito em sinais elétricos

mensuraveis (Ang et al., 2023). Existem diferentes mecanismos de sinal, tais como
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voltametria de pulso diferencial (DPV), voltametria ciclica (CV), polarografia,
voltametria de onda quadrada (SWV), voltametria de stripping, voltametria de corrente
alternada (ACV) e voltametria de varredura linear (LSV) (Banakar; Hamidi; Zohaib et
al., 2022).

Biorreceptores sédo elementos fundamentais em sistemas sensores e
biomoleculares, desempenhando o papel de reconhecimento especifico, como 0s
apresentados no esquema (fig.3). Essas biomoléculas possuem a capacidade Unica
de se ligar seletivamente a seus ligantes, englobando elementos como anticorpos,
aptameros, DNA, enzimas, células completas, dentre outros componentes (Mittal et
al., 2017).

2.6 MONOCAMADAS AUTOMONTADAS

A técnica versatil e eficiente de deposicdo de filmes finos em substratos solidos
€ representada pelas monocamadas automontadas ou SAM (do inglés self-assembled
monolayers). Esta abordagem baseia-se na formacdo espontanea de cadeias
moleculares auto-organizadas, onde moléculas precursoras com determinados
grupos funcionais sdo depositadas em substratos sélidos e interagem entre si através
de forcas intermoleculares (Li et al., 2023). A auto-organizacao resulta na formacéo
de camadas monomoleculares extremamente homogéneas e ordenadas. Ao
incorporar técnicas eletroquimicas no estudo e desenvolvimento de SAM, é possivel
exercer controle preciso na deposicdo de camadas moleculares sobre substratos
sélidos (Brothers et al.,, 2020). A abordagem de SAM para a funcionalizacdo de
superficies € amplamente reconhecida pela sua notavel versatilidade e eficacia,
destacando-se especialmente na imobilizacdo de biomoléculas e nanoparticulas,

sendo essencial na elaboragao de biossensores (Singh; Kaur; Comini, 2020).

2.7 NANOMATERIAIS

Os nanomateriais tém um grande potencial para serem aplicados em
biossensores devido as suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas singulares.
Uma variedade de nanomateriais, incluindo nanomateriais metalicos, magnéticos,
pontos quanticos e outros, tém sido empregados em biossensores. Esses materiais

oferecem propriedades Unicas que os tornam ideais para aplicacbes neste campo,
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destacando-se pela sensibilidade, seletividade e capacidade de deteccdo de
biomoléculas especificas (Sondhi; Maruf; Stine, 2020). Nanoparticulas facilitam a
rapida movimentacao de ions em biossensores devido a sua elevada area superficial
e tamanho reduzido, melhorando sensibilidade e velocidade de resposta. Suas
propriedades Unicas permitem otimizacdo da conducdo ibnica para deteccao precisa

e rapida de analitos biomoleculares (Purohit et al., 2020).

2.7.1 Nanomateriais Baseados em Alétropos de Carbono

Nanomateriais baseados em alétropos de carbono tém sido amplamente
estudados na utilizacdo para elaboracdo de biossensores devido a diversidade de
formas de carbono, como grafite, fulerenos, diamantes, lonsdaleita, grafeno, nanorods
e nanotubos, como ilustrado na figura 4 (Pirzada; Altintas, 2019). Esses materiais em
nanoescala sdo naturalmente flexiveis e termicamente estaveis, possuindo uma
relacdo peso-resisténcia superior, juntamente com elevada mobilidade de elétrons
(Minhaj Pirzada, 2015). Os grupos funcionais em componentes de carbono
desempenham um papel essencial na promocao da biocompatibilidade, tornando
esses materiais altamente adequados para aplicacbes biomédicas. Superficies
modificadas com grupos como hidroxilas e carboxilas facilitam a ligagdo com
moléculas bioldgicas, como proteinas e enzimas, por meio de interacdes covalentes
ou nao covalentes (Diez-Pascual, 2021). Dessa forma, se mostra um componente

promissor em virtude das diferentes possibilidades de conjugacéo.
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Figura 4. Apresentacao dos al6tropos de carbono. Fonte: Préprio autor (2024).

2.7.2 Nanotubos de Carbono Multicamadas

Uma dessas possibilidades € o uso de nanotubos de carbono de multicamadas,
uma estrutura cilindrica composta por multiplas camadas concéntricas de grafeno,
uma forma alotropica de carbono. Cada camada de grafeno é uma folha plana de
atomos de carbono organizados em uma estrutura hexagonal. Essas camadas
concéntricas conferem aos nanotubos multicamadas uma estrutura tubular em escala
nanométrica (Ganji; Kachapi, 2015). As cavidades internas dessas nanoparticulas
apresentam a notavel capacidade de proporcionar uma carga ampliada para diversos
agentes terapéuticos e dispositivos de diagnostico, abrangendo desde farmacos até
acidos nucleicos e proteinas (Tan et al., 2020).

2.8 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos antimicrobianos destacam-se como componentes promissores para
o desenvolvimento de biossensores. Estes pequenos fragmentos de proteinas fazem
parte do sistema imunoldgico inato de diversos organismos, exibindo notavel
especificidade e eficacia na eliminacdo de uma variedade abrangente de patégenos,
gue incluem bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, virus, fungos e até mesmo

células cancerigenas (Nguyen; Haney; Vogel, 2011).
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Figura 5. Apresentacédo da interacdo eletrostatica do peptideo antimicrobiano Temporina-

PTa com membrana de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Fonte: Proprio autor.

Dentre os peptideos antimicrobianos presentes na pele de anfibios, as
temporinas destacam-se como um grupo de compostos com potencial terapéutico
(André et al., 2020). A temporina-PTa em especifico, é proveniente da espécie
Hylarana picturata, caracterizando-se como peptideos curtos, variando de 8 a 17
residuos de aminoécidos, cuja regido N-terminal € composta por aminodcidos
hidrofébicos, como fenilalanina, leucina e isoleucina. Além disso, os peptideos
similares a temporina geralmente apresentam cargas positivas na faixa de +3
(residuos de lisina) em suas regides centrais ou C-terminais. Em ambientes
semelhantes a membranas, esses peptideos podem adotar uma estrutura a-
helicoidal, exibindo atividades biolégicas contra bactérias, biofilmes, virus,
protozoarios e linhagens celulares cancerigenas (Patricia Souza et al., 2022). Devido
a sua carga positiva, esse peptideo é atraido pelas membranas celulares
negativamente carregadas das bactérias, facilitando a adsor¢cédo e promovendo danos
a integridade da membrana. Essa interacdo seletiva destaca a eficacia notavel desses

peptideos na eliminacao e deteccdo de bactérias (Vejzovic et al., 2022).
2.9 TECNICAS DE CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA
A avaliagdo dos biossensores desempenham um papel crucial em seu

desenvolvimento. Técnicas eletroquimicas permitem uma resposta rapida e sensivel,

possibilitando a deteccdo de substancias e biomoléculas em niveis extremamente
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baixos. A complexidade dos sinais eletroquimicos é notavel, apresentando uma
variedade consideravel que depende dos materiais escolhidos para os eletrodos,
destacando o desafio em identificar e classificar esses materiais com base nos sinais
eletroquimicos (Deebansok et al., 2024).

A compreensao da cinética eletroquimica € essencial para elucidar processos
de oxidacao e reducédo. A interacdo quimica entre os componentes imobilizados e 0s
analitos conduz a producédo ou consumo de ions ou elétrons, impactando a corrente
elétrica, o potencial elétrico e outras propriedades elétricas da solucdo (Gonzéalez et
al., 2016). Esse processo esta intimamente ligado ao desempenho dos componentes
essenciais de uma célula eletroquimica apresentados na figura 6. O eletrodo de
referéncia desempenha um papel crucial ao fornecer um potencial constante e
conhecido, servindo como base para as medi¢des. O contra eletrodo, por sua vez,
facilita a transferéncia de elétrons entre a célula e o circuito externo. Ja o eletrodo de

trabalho é responsavel pela reacdo eletroquimica de interesse, onde ocorre a

conversao de energia quimica em elétrica (Samar; Bernhard, 2020).

A) CE ET ER B)
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Figura 6. Célula eletroquimica (a) e eletrodo comercial (b) compostos pelo eletrodo de
trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e contra eletrodo (CE). Fonte: Préprio autor
(2024).

Além das técnicas eletroquimicas, outros meétodos de analise também séao
utilizados para sua validacao. A avaliacdo da morfologia oferece perspectivas valiosas
sobre a estrutura e a superficie dessas tecnologias, desempenhando um papel crucial

na otimizacdo do reconhecimento molecular (Chauhan; Saxena; Jain, 2022).
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Paralelamente, as técnicas Opticas, como a espectroscopia, possibilitam a deteccéo

sensivel das interac8es biomoleculares (Singh et al., 2023).

2.9.1 VoOLTAMETRIA CicLICcA

A técnica eletroquimica conhecida como voltametria ciclica (VC) € amplamente
utilizada em analises quimicas e na investigacdo de sistemas redox. Descrito
primeiramente por Randles em 1948, este método, é baseado na aplicagdo de uma
voltagem a uma célula eletroquimica que é varrida repetidamente, enquanto a
corrente elétrica gerada é registrada (Yan; Kawamata; Baran, 2017). O carater
dindmico dessa célula é evidenciado pela presenca de uma corrente elétrica (I > 0),
gue é diretamente relacionada a aplicacdo controlada da voltagem. Essa abordagem
fornece informagBes valiosas sobre a cinética e termodindmica de reacdes
eletroquimicas, além de oferecer informacfes sobre as propriedades de diferentes
espécies quimicas presentes na solucao (Costentin; Fortage; Collomb, 2020). AVC é
empregada para investigar os processos de reducdo e oxidacdo de espécies
moleculares, além de ser inestimavel para estudar rea¢fes quimicas iniciadas por
transferéncia de elétrons, como a catalise. Essa técnica permite ndo apenas a analise
das correntes de pico correspondentes aos processos redox, mas também a
determinacao de parametros cinéticos, como a velocidade de reacédo e a constante de
transferéncia de carga, fornecendo uma compreensdo mais completa dos

mecanismos envolvidos (Rossmeisl et al., 2020).

Pa
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Figura 7. Apresentacado grafica de um voltamograma ciclico, indicando os parametros: Ipa
(corrente de pico anddica), Ipc (corrente de pico catddica), Epa (potencial de pico anddico) e
Epc (potencial de pico catddico). Fonte: Proprio autor (2024).
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Na figura 7, temos o diagrama resultante dessa técnica, onde no eixo X, temos
um parametro controlado do sistema, neste caso, o potencial aplicado (E), enquanto
no eixo y, temos a resposta gerada, representada pela corrente resultante (i). A taxa
de varredura refere-se a velocidade com que o potencial aplicado a célula
eletroquimica é alterado ao longo do tempo. Essa taxa € representada pela letra grega
"uU" e € medida em volts por segundo (V/s). Quando falamos em catodo e anodo na
VC, estamos nos referindo aos dois processos principais que ocorrem durante a
varredura do potencial. No catodo, ocorre a reducdo de espécies quimicas, onde
elétrons sdo ganhos pelo analito. Isso resulta em um aumento na corrente registrada.
Por outro lado, no &nodo, ocorre a oxidacao das espécies quimicas, onde elétrons séo
perdidos pelo analito. Isso resulta em uma diminui¢cdo na corrente registrada. Durante
a varredura do potencial, o catodo e o anodo alternam-se conforme o potencial é

varrido em direcdo positiva e negativa (Elgrishi et al., 2018).

2.9.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) teve origem entre os anos
1880 e 1900, quando o matematico Oliver Heaviside introduziu o célculo operacional
para resolver equacdes diferenciais de circuitos elétricos (Ferreira et al., 2023). A EIS
fundamenta-se na teoria de sistemas lineares e invariantes no tempo, que exibem
comportamentos mais previsiveis em comparacao com sistemas nédo-lineares. Essa
técnica possibilita uma analise detalhada das propriedades da interface entre o
eletrodo e a solugcéo em estudo (Abdulrahim et al., 2020). Esta abordagem permite
uma analise abrangente do comportamento de sistemas complexos, mas com
multiplos processos ocorrendo em taxas diferentes. EIS € uma ferramenta
amplamente utilizada em pesquisas que investigam o transporte de elétrons em
dispositivos semicondutores e € usada para estudar processos cinéticos
eletroquimicos (Pauliukaite et al., 2010).

Essa técnica € vastamente utilizada para medicéo sistematica da amplitude e
fase da impedancia superficial de objetos metalicos revestidos em diferentes
frequéncias. Essa abordagem tem como objetivo a avaliacdo formal da eficacia
protetora de um revestimento ou a estabilidade de uma camada de produto de

corrosdo desenvolvida na superficie metalica (Grassini, 2013).
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O circuito de Randles é uma configuracéo equivalente utilizada para estimar a
migracdo e a reducdo (ou oxidacdo) de ions na interface eletrodo-eletrdlito,
frequentemente utilizado EIS. Os componentes principais incluem uma resisténcia de
solucdo (Rs), que representa a resisténcia do eletrélito, uma resisténcia de
transferéncia de carga (Rct), que modela a resisténcia associada a transferéncia de
elétrons na interface eletrodo-eletrdlito, um elemento de capacitancia (Cdl), que
representa a capacitancia dupla formada, e o elemento de Warburg (Zw), que reflete
em frequéncias mais baixas, o impacto do transporte de massa das espécies
eletroativas na impedéancia (Chen et al., 2019).

O diagrama de Nyquist é uma representacao grafica usada na EIS para analisar
sistemas eletroquimicos. Ele consiste em dois eixos: real (Z’') e imaginario (-Z”). No
diagrama de Nyquist, os espectros de impedancia exibem uma por¢cdo semicircular
em frequéncias altas, indicando o processo que limita a transferéncia de elétrons.
Esse gréafico bidimensional representa a parte real da impedancia no eixo x e a parte
imaginaria no eixo y. O diametro dessa semicircunferéncia reflete a resisténcia de

transferéncia de carga (Rct) (Tincu et al., 2022).
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Figura 8. Exibicdo do grafico de Nyquist (a) em relacdo aos componentes do circuito
equivalente de Randles (b). Fonte: Préprio autor (2024).

2.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma técnica que oferece alta
resolucao e informacdes detalhadas da superficie de amostras. Usando um feixe de
elétrons focalizado, a MEV escaneia a superficie da amostra e coleta sinais gerados
pela interagdo dos elétrons com os &tomos da amostra. Isso permite a obtengédo de

informacbes sobre a topografia e composicdo da superficie em tempo real, com
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resolucdo a partir de menos de 1 nandmetro (NANOSCIENCE INSTRUMENTS,
2018).

A MEV é capaz de analisar uma ampla variedade de materiais solidos, embora
amostras biolégicas, como componentes imobilizados em superficies sensoras, e
isolantes, frequentemente necessitam de técnicas especializadas, como baixa
voltagem ou vacuo reduzido, para evitar o carregamento da superficie e danos ao
feixe (Ogura, 2019).

Detectores de elétrons secundarios (SED) e elétrons retroespalhados (BSD)
sdo usados para imagens de alta resolugdo, enquanto a composicao da superficie
pode ser analisada usando detectores de espectroscopia de raios-X por dispersao de
energia (EDS). O revestimento de amostras isolantes com uma fina camada de ouro
ou platina pode minimizar o carregamento da superficie durante a analise (Martiny;
Pinto, 2008).

2.11 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

O microscopio de forca atbmica (AFM) € uma ferramenta essencial na
caracterizagdo tridimensional topogréafica com uma faixa de centenas de micrometros
a uma resolucédo sub nanométrica (Xia; Youcef-Toumi, 2022). Sua operacédo baseia-
se no conceito de medir as for¢as de interacao entre uma ponta extremamente afiada,
montada em uma estrutura flexivel chamada cantilever, e a superficie da amostra. O
cantilever atua como uma mola, respondendo as for¢as de atracédo ou repulsdo entre
a ponta e os atomos ou moléculas da superficie. Uma luz laser é refletida na parte
traseira do cantilever, e sua deflexdo € detectada por meio de um fotodetector,
permitindo a obtencdo de informac¢cdes topograficas e mecéanicas. A ponta do
cantilever é crucial para a obtencdo de resultados precisos, sendo fabricada com
materiais como silicio ou nitreto de silicio, e possui uma ponta extremamente fina na
escala de alguns atomos, garantindo uma interacéo sensivel com a amostra (Bian et
al., 2021).

Ao operar em escalas nanométricas, esta técnica desempenha um papel
crucial na avaliacdo de biossensores devido a sua capacidade de fornecer
informagdes detalhadas sobre a topografia e impressdes biomecanicas de diferentes
componentes de sistemas bioldgicos ao mapear a distribuicdo de biomoléculas em

uma superficie (Holuigue et al., 2022).
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Figura 9. Representacdo esquematica dos componentes das técnicas de microscopia
eletrdnica de varredura (a) e da microscopia de forca atbmica (b). Fonte: Préprio autor
(2024).

2.12 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica analitica usada para identificar e caracterizar materiais com base nas
interacBes moleculares em regides especificas do espectro infravermelho (Tiernan;
Byrne; Kazarian, 2020). O principio fundamental dessa técnica é baseado na absor¢éo
de energia infravermelha por moléculas, que resulta na vibracdo de suas ligacbes
guimicas. Durante uma analise FTIR, o feixe de luz infravermelha é direcionado para
a amostra, e as moléculas presentes absorvem a energia em frequéncias especificas,
correspondentes as vibracdes de suas ligacbes quimicas. Em seguida, a luz
transmitida através da amostra € coletada e processada por meio de um interferémetro
de Fourier, que converte os sinais de interferéncia em um espectro de intensidade de
absorcao em funcdo do numero de onda. Esse espectro, composto por picos de
absorcéao em diferentes regides do espectro infravermelho, fornece informacdes sobre
a composicdo quimica, estrutura molecular e identificacdo de grupos funcionais

presentes na amostra (Tucureanu; Matei; Avram, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma plataforma biossensora nanoestruturada baseada em
nanotubos de carbono multicamadas eletrodepositados e no peptideo antimicrobiano

T-PTA para identificar bactérias de interesse clinico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Eletrodeposig¢ao dos nanotubos de carbono multicamadas (MWCNTSs) na
superficie dos eletrodos de trabalho com superficie de ouro, seguido pela
imobilizagédo do peptideo T-PTA,;

> Caracterizar a plataforma biossensora por meio das técnicas de
voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS);

> Avaliar o comportamento interfacial da capacitancia da dupla camada
elétrica (CDL), resisténcia de transferéncia de carga (Rcr), resisténcia da
solugéo eletrolitica (RS) e impedéancia de Warburg (ZW) por meio da
avaliacdo dos diagramas de Nyquist e determinagdo do circuito
equivalente de Randles;

> Avaliar o desempenho do biossensor em relagdo as amostras de
diferentes espécies de bactérias por meio de analises eletroquimicas;

> Obter dados estatisticos de desempenho, como reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade;

> Analisar morfologicamente e estruturalmente o sistema sensor antes e
apos a interagdo com 0s microrganismos através da microscopia de
forga atdbmica, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier.
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4. METODOLOGIA

Realizou-se uma pesquisa experimental que envolveu o desenvolvimento e a
avaliacdo de um sistema sensor em relacéo a bactérias de relevancia clinica. Foram
conduzidas analises qualitativas e quantitativas, juntamente com a aplicacdo

estatistica para interpretar os resultados obtidos.

4.1 MATERIAIS

Nanotubos de carbono multicamadas (MWCNTs), brometo de cetrimdnio
(CTAB), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida
(NHS) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (EUA). Ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)g]), ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]), fosfato de sddio monobasico e
fosfato de sodio dibasico foram obtidos pela VETEC (Brasil). O peptideo T-PTa
(FFGSVLKLIPKIL-NH2) foi adquirido pela Aminotech Company. Agua deionizada
ultrapura foi utilizada em todas as etapas dos experimentos, obtida pelo sistema de
purificacdo Milli-Q (Billerica, EUA).

4.2 MODIFICACAO DA PLATAFORMA SENSORA COM MWCNTS E T-PTA

O eletrodo de trabalho com superficie de ouro (¢ = 2 mm) foi lavado em agua
deionizada, suavemente polido em lixa a base d'agua com alumina, e posteriormente
submetido a um banho em HCIO. Em seguida, o eletrodo foi imerso na solucéo acida
de MWCNTs para eletrodeposicdo, onde as nanoparticulas foram previamente
dispersas por meio de banho ultrassénico (Bolat, 2020). A eletrodeposicdo foi
realizada com a solucdo MWCNTs_CTAB na faixa de potencial entre -0,8 V e +1,2 V
(vs. Ag/AgCl) por 20 ciclos, com uma taxa de varredura de 100 mV s-1. Os agentes
acopladores EDC-NHS (0,4 M e 0,1 M, na proporc¢ao 1:1) foram aplicados no eletrodo
para a conversdo do grupo carboxilico e ativagdo do éster NHS. Por fim, o peptideo
temporina Pta (T-PTa) foi adicionado na concentragédo de 678 uM por 30 minutos, e

apos a lavagem com agua deionizada para remoc¢ao das moléculas ndo aderidas.
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4.3 AVALIACAO DA INTERACAO BACTERIANA

O estudo da interacdo do biossensor com as amostras bacterianas de
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
foi preparado em diferentes concentracdes de UFC.mL* (10! a 108 UFC.mL?). O
eletrodo funcionalizado foi imerso nas suspensdes bacterianas durante 5 minutos,
onde, por fim, foi lavado com dgua deionizada para remoc¢éao de células ndo aderidas

e submetido a analise eletroquimica.

4.4 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA E MORFOLOGICA

4.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A analise morfolégica do biossensor antes e apoés a interacdo com o MWCNT
foi realizada através de um microscopio eletrénico de varredura (MEV) TM4000
(Hitachi, Japéo), operando com velocidade de aceleracdo de elétrons de 15kV em

temperatura ambiente (24°C £ 1°C).

4.4.2 Microscopia de Forgca Atdmica

A andlise morfologica do biossensor antes e apds a interagcdo com as bactérias
foi realizada através de um microscopio de forca atbmica (AFM) SPM-9700 (Shimadzu
Corporation, Japao). Cantilevers com ponta de silicio foram utilizados no modo néo-
contato, e todos os registros topograficos foram realizados em temperatura ambiente
(24°C £ 1°C).

4.5 CARACTERIZAGAO DOS GRUPOS FUNCIONAIS

A avaliacdo dos grupamentos funcionais fora realizada através de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier do biossensor foram
realizadas a 22 °C + 2 °C usando um espectrometro FTIR Agilent Cary 630 (Agilent
Technologies, Rowville, Austrélia) com o software Agilent Microlab 5.7.

4.6 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA
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Para a realizacdo da caracterizagdo eletroquimica das camadas e deteccéo das
diferentes espécies de microrganismos, utilizou-se um potenciostato/galvanostato
Autolab 128N (Metrohm, Holanda) controlado pelo programa NOVA 1.11. A solucéo
redox de ferro-ferricianeto de potassio (10 mM) foi colocada em uma célula
eletroquimica contendo um sistema de trés eletrodos: eletrodo de ouro utilizado como
eletrodo de trabalho (ET), fio de platina como contra-eletrodo (CE) e prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl, saturado com KCI| 3M) como eletrodo de referéncia. A voltametria
ciclica (VC) foi realizada com potencial entre -0.2V e 0.7 com taxa de varredura de
50mV.st. Os espectros impedimétricos foram registrados com uma faixa de
frequéncia de 100mHz a 100kHz com amplitude do potencial de onda senoidal de 10
mV.
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5. RESULTADOS OU RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SENSOR MWCNTSs_T-PTA

A imobilizacdo dos MWCNTSs e de T-PTa foi realizada através da modificagdo
da superficie de ouro (BGE), conforme ilustrado no esquema de montagem da

plataforma sensora na figura 10.

£ Nanotubo de carbono Peptideo
: multicamadas € antimicrobiano Bactéria
(MWCNTs) 5 Temporina PTa
. EDC:NHS
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Figura 10. Representagéo esquemaética da plataforma MWCNTs_T-PTa. Fonte: Proprio
autor (2023).

5.2 CARACTERIZAGCAO TOPOGRAFICA E MORFOLOGICA

5.2.1 Microscopia de Forga Atdmica

As caracteristicas topogréficas do biossensor elaborado foram avaliadas por
meio de Microscopia de Forga Atdmica (AFM), conforme ilustrado na Figura 11. Essa
abordagem permitiu a avaliacdo individual de cada componente imobilizado na
plataforma do biossensor, bem como a analise da superficie sensora ap0s a interacao

com 0S microrganismos.

| sonm
'~ 0nm

Figura 11. Imagens 3D (5.0 ym x 5.0 ym) via AFM da topografia do processo de
modificacdo do ET. a) MWCNTSs, b) MWCNTs_Pta, ¢) Pseudomonas aeruginosa
d)Staphylococcus aureus. Fonte: Préprio autor (2024).
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A disposicao vertical dos MWCNTSs cria uma matriz tridimensional ordenada,
expandindo a area superficial e transformando os MWCNTs em fios condutores.
Durante o processo de eletrodeposicdo dos MWCNTs na superficie do ouro, formou-
se uma camada condutora com uma espessura aproximada de 41 nm (Fig. 11a), em
conformidade com estudos anteriores, como o trabalho de Chen et al. (Chen et al.,
2023). Apos a adsorcédo do peptideo antimicrobiano T-Pta, observou-se um aumento
de 9 nm na altura e uma mudanca perceptivel na rugosidade do perfil topografico (Fig.
11b), indicando sua ades&o, em concordancia com estudos semelhantes, como o
trabalho de da Silva-Junio et al (da Silva-Junio et al., 2022).

Quando o sistema interagiu com a bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa, houve um aumento de 26 nm na rugosidade e no perfil topogréafico (Fig.
11c), enquanto a Gram-positiva Staphylococcus aureus apresentou um aumento de
32 nm (Fig. 11d). Essas variages sdo atribuiveis as caracteristicas morfoldgicas das
bactérias, onde as Gram-positivas, devido a presenca de uma camada espessa de
peptidoglicano com 10 a 20 camadas, exibem uma topografia mais acentuada. Além
disso, a presenca de acido lipoteicoico (LTA) na parede celular contribui para a
complexidade dessa topografia. Em contraste, as bactérias Gram-negativas, com uma
camada de peptidoglicano mais fina, geralmente em uma Unica camada, resultam em

uma topografia menos proeminente (Kochan et al., 2018).
5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A anadlise das caracteristicas morfolégicas da BGE (Figura 12a) e sua
subsequente modificacdo pela eletrodeposicdo de MWCNTs (Figura 12b) foi
conduzida através de microscopia eletrénica de varredura (MEV). A ampliagdo de 20x
com uma aceleracdo de voltagem de 15kV, utilizada para avaliacdo das amostras,
revela na Figura 12b os MWCNTs sobre a BGE, apresentando uma variedade de
formas entrelagcadas de maneira aleatdria, criando espagos porosos sutis. Essa
configuracéo evidencia um aumento notavel na rugosidade da plataforma, refletindo
em um consequente incremento da area superficial. Essas caracteristicas sao
consistentes com estudos anteriores, como o trabalho de Karim-Nezhad et al. (Karim-
Nezhad et al., 2018).
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Figura 12. Microscopia Eletrénica de Varredura. a) Eletrodo de ouro, b) Eletrodeposicéo de
MWCNTSs. Fonte: Préprio autor (2024).

5.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

A caracterizacao dos grupos funcionais por meio da técnica de espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier é evidenciada na Figura 13. Nela, a
configuracdo dos picos na plataforma € apresentada referente a camada
eletrodepositada com MWCNTs_CTAB. Picos em 2916.64 cm™ e 2851.41 cm™ apés
a modificacdo, sdo indicativos de vibragcbes simétricas e assimétricas,
respectivamente, dos grupos metil (CH3) nas cadeias alquilas do CTAB (Han et al.,
2023). O pico em 2081.71 cm™, localizado em uma regido elevada, sugere a presenca
de grupos funcionais associados a ligagées 1. Esta caracteristica pode indicar
desordem estrutural nos MWCNTSs ou a presenca de grupos especificos, como nitrilos
(Tabatabaei Rezaei et al., 2017). O pico em 1470.43 cm™, relacionado a vibractes de
deformacdo angular de grupos metil (CH3) ou grupos metileno (CH2), reforca a
presenca das cadeias alquilas do CTAB (Asyigin Anas et al., 2020). O pico em 909.47
cm! pode estar relacionado a ligacdes C-H, indicando a presenca de grupos alquil ou

caracteristicas especificas na estrutura dos MWCNTs (Nemoto et al., 2017).

— MWCNTs-CTAB

2081.71

T%

2851.41

1470.43
2916.64

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Ndamero de onda (cm™)

Figura 13. Caracterizacdo dos grupamentos funcionais da plataforma eletrodepositada com
MWCNTs_CTAB através da técnica de FTIR. Fonte: Proprio autor (2024).
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5.4 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA SENSORA

A modificagdo da superficie da BGE por CTAB e MWCNTs em meio &cido (0,5
M H2SOg) foi ilustrada na Figura 14. Na primeira varredura, observou-se um pico de
oxidagcdo bem definido em +1,0 V (vs. SCE), e na varredura reversa, um pico de
reducdo em +0,5 V (vs. SCE) surgiu no processo de eletrodeposicédo, conforme
destacado no estudo de Bolat (Bolat, 2020). Ao longo das varreduras subsequentes,
as respostas de corrente aumentaram progressivamente, culminando na formacéo de
um filme alaranjado apos 20 ciclos, indicando claramente a geragcdo do composito na
superficie da BGE. A utilizacdo da molécula surfactante CTAB facilitou a dispersao
homogénea de MWCNTs na solugcdo acida de eletrodeposicdo, prevenindo
aglomeracdo, uma questdo comum em agua e na maioria dos solventes organicos
(Bolat; Yaman; Abaci, 2018).
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Figura 14. Voltograma obtido durante a eletrossintese de 20 ciclos de (MWCNTs_CTAB)
em 0,5 mol L — 1 H,SO.. (Ei: -0,8 V, Ef: +1,2 V, taxa de varredura: 100 mVs - 1). Fonte:
Préprio autor (2023).

A Figura 15 mostra a caracterizacdo atraves de voltametria ciclica (VC),
correntes associadas aos picos anodicos e catddicos revelaram alteracbes
significativas nos voltamogramas a medida que a BGE passava pelo processo de
modificacdo. O voltamograma representa a superficie de ouro do eletrodo antes da

modificacdo, exibindo uma corrente de pico anddica (iPA) de aproximadamente 33.8
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HA. A tendéncia do aumento dos picos ocorre devido a melhor condutividade elétrica
dos componentes do MWCNTs em um efeito de amplificac&o sinérgica. Este resultado
indica que o nanocompasito induz um incremento da area de superficie especifica
(Congur; Eksin; Erdem, 2019). Entretanto, ap0s a imobiliza¢éo covalente do T-PTa no
MWCNTSs, foi observada uma reducéo da iPA para 15.3 pA. Os resultados revelaram
gue o peptideo de carga negativa foi adsorvido em polimeros catibnicos de
MWCNTs_CTAB por meio de interacdo eletrostatica, repelindo ions [Fe(CN)s]*’* e
impedindo seu acesso a superficie do eletrodo, resultados que se apresentam
consistentes com as observagdes feitas por Aydogdu Tig et al. em sua pesquisa sobre

biorreceptores de carga negativa (Tig; Zeybek; Pekyardimcl, 2016).

4.0x10°
— BGE

—— CTAB(MWCNTS)_T-PTA

2.0x10°
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o
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-4.0X10_5 T T T T T T T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Potencial (V. vs Ag/AgCl)

Figura 15. Avaliacdo voltamétrica do processo de modificagdo da plataforma sensora.
Obtido através do potencial de varredura entre -0.2V a +0.7 com uma taxa de varredura de
50 mV s na presenc¢a de uma solugdo de 10mM de [Fe(CN)g]>/[Fe(CN)s]* (1:1). Fonte:
Proprio autor (2023).

ApoGs as andlises realizadas na plataforma sensora, foi notado que leituras
consecutivas da VC resultavam na remocdo da camada eletrodepositada. Este
fendbmeno pode ser atribuido a possivel acdo da varredura ciclica, onde a aplicacéo
repetida de voltagem permite a oxidacdo e reducédo sequenciais dos MWCNTSs,
levando a renovacao da BGE. Essa renovacao da superficie promove a eliminacao de
impurezas, residuos que podem se acumular durante o processo eletroquimico (Stan

et al., 2022). Em razao disso, a VC foi empregada exclusivamente na avaliacdo da
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plataforma sensora, sendo deliberadamente evitada na andlise do sensor frente
amostras bacterianas, uma vez que esta analise comprometia de maneira significativa
na integridade da plataforma.

Os Diagramas de Nyquist, registrados pela Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS), foram empregados na avaliacdo do processo de montagem do
biossensor e na avaliacdo frente as amostras bacterianas. Na Figura 16, o eletrodo
com superficie limpa (Rct = 0,101 kQ) exibiu um pequeno semicirculo, resultado da
difusdo do par redox no eletrodo. Apés modificacdo, observou-se um aumento
gradual no valor do semicirculo (Rct = 4,16 kQ), sugerindo uma diminuigdo na
capacidade de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, indicando o
recobrimento do eletrodo pelos MWCNTs CTAB e T-PTa. Essa reducdo é
principalmente atribuida ao comportamento dielétrico do T-PTa, que cria uma barreira
impedindo que ions ferro/ferricianeto alcancem o eletrodo (Guterman; Gazit, 2018).
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Figura 16. Avaliacdo impedimétrica do processo de modificagcdo da plataforma sensora.
Obtido através da utilizacdo de uma solugdo de 10mM de [Fe(CN)g]*>/[Fe(CN)s]* (1:1).
Fonte: Proprio autor (2023).

5.5 PERFORMANCE ANALITICA DO BIOSSENSOR
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Ao analisarmos os gréaficos de impedéancia de Nyquist apresentados na Figura

17, observamos distingdes sutis nos perfis de biorreconhecimento. Ha um aumento

perceptivel na resisténcia a transferéncia de cargas, manifestado pelo aumento no

didmetro do semicirculo, especialmente nas bactérias Gram-negativas, como P.

aeruginosa (a) e E. coli (b). Trabalhos prévios corroboram com os resultados obtidos

neste estudo (da Silva Junior et al.,
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Figura 17. Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa (a), Escherichia coli (b), Bacillus
subtilis (c) e Staphylococcus aureus (d) pelo sistema sensor MWCNTs_CTAB-T-Pta. Obtido
através da utilizacdo de uma solugdo de 10mM de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (1:1). Fonte:

Préprio autor (2023).

O circuito de Randles foi utilizado para ajustar os dados impedimétricos (Figura

18) para uma avaliagdo quantitativa dos fendmenos interfaciais na plataforma

sensora. Esse circuito inclui a resisténcia da solugéo eletrolitica (RS), o elemento de

fase constante (CPE), a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) € a impedancia de

Warburg (Zw). Os valores de Rct e CPE estdo diretamente ligados as alteragdes na

interface eletroquimica do eletrodo. Dessa maneira, as mudancas no perfil
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impedimétrico da superficie do eletrodo em resposta ao par redox sdo caracterizadas
pelo Rct, que esta intimamente associado a massa bacteriana exposta ao biossensor
(Andrade et al., 2015). Os valores dos elementos relativos ao circuito da plataforma e

das etapas de biorreconhecimento de cada bactéria estdo apresentados na Tabela 1.

CId]
[

M}—E—
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Figura 18. Circuito equivalente de Randles. Fonte: Proprio autor (2024).

Tabela 1. Valores dos elementos do circuito equivalente de Randles apds exposicdo a
distintas. Fonte: Préprio autor (2024).

Eletrodo UFC mL* Rct(kQ) CPE (uF) Rs(KQ) W (UF)
modificado

T-PTA - 4.16 1.49 0.75 0.24

10t 5.96 1.07 0.74 0.26

10? 7.91 0.80 0.79 0.28

103 9.12 0.87 0.63 0.29

P. aeruginosa 104 12.40 0.76 0.67 0.33

10° 15.00 0.71 0.79 0.35

10° 17.14 0.64 0.65 0.37

10! 10.60 1.94 0.23 0.90

10? 10.80 1.77 0.25 0.43

103 11.10 1.70 0.25 0.30

E. coli 10* 12.90 1.52 0.25 0.28

10° 14.30 1.08 0.26 0.36

10° 15.90 0.80 0.27 0.54

10t 8.99 1.62 0.56 0.35

10? 10.30 1.37 0.53 0.32

B. subtilis 108 10.80 1.19 0.52 0.32

10* 11.00 1.26 0.52 0.31

10° 11.30 1.20 0.52 0.31

10t 12.60 0.67 0.57 0.25

10? 13.00 0.63 0.57 0.28

S. aureus 10® 13.30 0.59 0.56 0.32

10* 13.60 0.52 0.55 0.36

10° 14.90 0.50 0.55 0.37

Mesmo apos o aumento do Rcr frente as diferentes concentragdes microbianas
de diferentes tipos, a identificacdo de Gram-negativas em triplicatas se destaca,
chegando a identificacdo de amostras com 108 UFC/mL e concentragdo. Isso se deve
a sua conformacédo anfifilica do AMP, que possui uma superficie policatidnica. O
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mecanismo de interacdo com bactérias Gram-negativas esta relacionado ao
lipopolissacarideos (LPS) carregado negativamente, enquanto as bactérias Gram-
positivas possuem superficie anidnica devido ao contetdo de &cido lipoteicoico (LTA)
(de Miranda et al., 2017).

Para avaliar a capacidade analitica do biossensor, foi empregada uma curva
de calibracdo fundamentada na variacdo da resisténcia a transferéncia de cargas
(ARcT). A relacao linear entre o Rct % e a concentracdo do analito € expressa pela

seguinte equacao:

R —R
ARCT _ CT(bact.) CT(plataf.)

x 100
Rer(plataf)

Nessa equacado, Rct (Bact.) refere-se ao valor de Rct obtido apds a exposicao
as suspensOes bacterianas, enquanto Rcrt (Plataf.) esta relacionado ao Rcr da
plataforma MWCNTs_CTAB quando ocorreu a imobilizacdo do T-PTa. Esses

resultados estdo representados de forma gréfica na Figura 19.
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Figura 19. ARcT do sistema sensor apds exposicéo a diferentes espécies: P. aeruginosa
(preto), E. coli (vermelho), B. Subtilis (azul) e S. aureus (magenta). Fonte: Proprio autor
(2024).

Conforme evidenciado, observa-se uma relacdo entre a concentracao e o tipo
bacteriano analisado. A natureza linear desse perfil de reconhecimento € explicada

pela divergéncia na composi¢cdo dos componentes bacterianos. Portanto, os valores
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de ARcr obtidos para o S. aureus e B. Subtilis, conforme previsto, permaneceram
inferiores em comparacdo com os de P. aeruginosa e E. coli. Essa distincdo é
claramente representada ao tracar a reta da curva de calibrac&o, resultando em um
coeficiente de determinacao (R?) superior a 0,90. A relagdo entre ARct e a massa
bacteriana, nas trés espécies analisadas, € visualmente destacada na Figura 20.
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Figura 20. A variagdo percentual na resisténcia a transferéncia de cargas (ARct%) apés a
exposicao a diferentes espécies bacterianas. Fonte: Proprio autor (2024).

Ao quantificar o recobrimento da camada sensora (8), podemos avaliar os

sitios de ligacdo ocupados pelas bactérias usando a seguinte equacao:

R
0=1— CT(plat)
Rerpac)

Onde Rct (plat) se refere a resisténcia a transferéncia de cargas (Rcrt) da
plataforma MWCNTs_CTAB-T-PTa, enquanto Rct (bac) corresponde aos valores de
Rct apds a exposicdo as amostras bacterianas. Os resultados obtidos séo
apresentados na Figura 21. Ao examinar o gréafico, observa-se que o aumento de 0
estd diretamente associado a quantidade de coldnias bacterianas expostas, com
destaque para um crescimento mais pronunciado nas Gram-negativas. Assim, 0S
valores representados por 6 coincidem com os dados obtidos no ARcr. Essa

observacédo sugere que o0 sistema sensor ndo apenas interage com as células
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bacterianas, mas também apresenta respostas especificas de acordo com a

composicao da parede bacteriana.

Figura 21. A cobertura da camada sensora (8) apds o reconhecimento bacteriano (10 — 10°
UFC mL™?). Fonte: Préprio autor (2024).
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6. CONCLUSAO

Foi desenvolvida uma plataforma biossensora nanoestruturada utilizando
nanotubos de carbono multicamadas eletrodepositados em um eletrodo de superficie
de ouro, combinado com o peptideo antimicrobiano T-PTa. A camada de nanotubos
facilitou a imobilizagcdo do peptideo, possuindo grupos carboxilicos livres em sua
superficie, permitiu a formacdo de uma ligagdo amida com as aminas presentes na
estrutura do T-PTa. Além disso, as nanoparticulas eletrodepositadas contribuiram
para aprimorar a sensibilidade do biossensor, amplificando o sinal detectado. A
confirmagdo da formacdo da camada sensora no eletrodo foi obtida por andlises
topograficas e morfolégicas, utilizando microscopia de forca atbmica e microscopia
eletrénica de varredura. A verificacdo dos grupos funcionais por espectroscopia por
transformada de Fourier e as avaliages eletroquimicas, como voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, confirmaram nao apenas a montagem
bem-sucedida do sistema sensor, mas também sua estabilidade diante de amostras
bacterianas. Apos testes de interacdo do biossensor com diferentes suspensdes
bacterianas, a analise impedimétrica revelou a formacdo do complexo biossensor-
bactéria pela variacdo da resisténcia a transferéncia de carga (Rcr). Tal variacao se
mostrou de forma crescente, seguindo as concentracdes de 10! a 10° UFC.mL™.
Todos os microrganismos, apresentaram limite de deteccdo de 10 UFC.mL", tdo
sensivel guanto técnicas amplamente utilizadas. Ao analisar os célculos de ARcr € 6,
foi observada uma correlagcéo linear entre a concentracdo bacteriana aplicada e a
resposta do biossensor, sendo gquantitativamente mais expressiva para as cepas
Gram-negativas. O biossensor proposto se caracteriza como uma alternativa
promissora na identificacdo de microrganismos de interesse clinico, podendo auxiliar
técnicas consideradas padrdo ouro. Em perspectiva, os proximos passos deste estudo
envolvem uma analise mais aprofundada em amostras clinicas, visando a validagéo e
aplicacdo prética dos resultados obtidos. Além disso, a investigacdo seguira para
testes em eletrodos descartaveis/miniaturizados, buscando a viabilidade de
implementacdo em ambientes praticos e de rapida aplicacdo. Estamos também
planejando estender nossos experimentos para incluir testes com outros
microrganismos relevantes, a fim de ampliar a aplicabilidade e a compreensao da
tecnologia desenvolvida. Esses passos estratégicos sdo cruciais para consolidar a

eficacia e o potencial impacto desta pesquisa em aplicacfes praticas e clinicas.
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