VIRTUS IMPAVID 4
L B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

WINNE FERNANDA SOUTO MAIOR DA SILVA

BIOSSENSOR NANOESTRUTURADO BASEADO EM PEPTIDEO
ANTIMICROBIANO Hp-MAP1 E NANOTUBOS DE CARBONO PARA DETECCAO
DE BACTERIAS DE INTERESSE CLINICO

Recife
2024



WINNE FERNANDA SOUTO MAIOR DA SILVA

BIOSSENSOR NANOESTRUTURADO BASEADO EM PEPTIDEO
ANTIMICROBIANO Hp-MAP1 E NANOTUBOS DE CARBONO PARA DETECCAO
DE BACTERIAS DE INTERESSE CLINICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Inovacdo  Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtengdo do titulo de mestre
em Inovacao Terapéutica.

Area de concentracdo: Farmacos, Medicamentos
e insumos Essenciais para a Saude

Orientador: Prof. Dr. César Augusto Souza de Andrade
Coorientadora: Prof.a Dr. 2 Maria Danielly Lima de Oliveira

Recife
2024



Catalogacao na Fonte
Bibliotecario: Marcos Antonio Soares da Silva
CRB4/1381

Silva, Winne Fernanda Souto Maior da.
Biossensor nanoestruturado baseado em peptideo antimicrobiano Hp-MAP1 e nanotubos de caborno para

deteccao de bactérias de interesse clinico. / Winne Fernanda Souto Maior da Silva. — 2024.

116 1. : il., fig.; tab.

Orientador: César Augusto Souza de Andrade.
Coorientadora: Maria Danielly Lima de Oliveira.

Dissertagao (mestrado) — Programa de Pdés-Graduagéo em Inovacgao Terapéutica da Universidade
Federal de Pernambuco, 2024.
Inclui referéncias, apéndice.

1. Biossensor. 2. Peptideo antimicrobiano. 3 .Eletroquimica. 4. Bactérias. 5. Nanotecnologia. 6.
Nanomateriais. I. Andrade, César Augusto Souza de (Orient.) . Il. Oliveira, Maria Danielly Lima de

(Coorient.). lll. Titulo.

616 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2024-164




WINNE FERNANDA SOUTO MAIOR DA SILVA

BIOSSENSOR NANOESTRUTURADO BASEADO EM PEPTIDEO
ANTIMICROBIANO Hp-MAP1 E NANOTUBOS DE CARBONO PARA DETECCAO
DE BACTERIAS DE INTERESSE CLINICO

Aprovada em: 26/06/2024

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Inovagcdo  Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, Centro
Académico Ciéncias Bioldgicas, como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em Inovagéo
Terapéutica. Area de Concentragdo: Farmacos,
Medicamentos e Insumos essenciais para a Saude.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. César Augusto Souza de Andrade (Orientador)
Programa de PoOs-graduacédo em Inovacao Terapéutica - UFPE

Profé. Dra. Maria Danielly de Oliveira (Coorientadora)
Programa de PoOs-graduacédo em Inovacao Terapéutica - UFPE

Dr. Alberto Galdino da Silva Junior (Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Kleber Goncalves Bezerra Alves (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco



A Deus, a quem tudo governa. Ao meu marido, meus pais e amigos os quais foram
essenciais nesta jornada. A minha persisténcia e disciplina que foram minhas

companhias durante esta caminhada.



AGRADECIMENTOS

Primordialmente a Deus, meu Pai, Guia e Protetor, por todas as béncaos e
livramentos diarios, por ser minha fonte de esperanca e resiliéncia. Torno-me a minha
melhor versdo a cada dia gracgas as tuas béncgéos e permissdes. Pela tua vontade boa
e agradavel sigo firme perseguindo 0os meus sonhos e objetivos sem nunca cessar.
Agradeco por me conceder sabedoria, discernimento e direcionamento durante esta
jornada.

Ao meu marido, Douglas Ferreira, meu companheiro, melhor amigo e
confidente. Seria impossivel descrever nestas poucas frases todo 0 meu sentimento
por ti, por isso por agora, agraco pelos incentivos na minha trajetoria, antes, durante
e apos o mestrado, pelo seu companheirismo, amor, carinho, alegria e esperanca que
me contagiam e motivam para seguir em busca dos meus sonhos. Nosso amor é
bélsamo e luz na minha vida. Agradeco a Deus por té-lo ao meu lado. Para sempre,
amo Voce.

Aos meus pais, Antbnio e Severina, minha base. Minha histéria comeca com
vocés, minha formacgao é oriunda e pautada nos seus principios, 0s quais tornaram-
me quem sou hoje, por isso Ihes agradecerei para sempre. Sou grata por cada
conselho, incentivo, ensinamento, investimento, todo amor e pelas a¢fes diarias que
s&o continuas em minha vida. E dificil resumir em poucas palavras a minha gratido,
mas saibam, vocés séo tudo. Amo-os.

A minha familia do coracdo, especialmente meu sogro Berialto Ferreira,
cunhados Daivyd Ferreira e Luana Ferreira, muito de quem sou deriva de vocés.
Obrigada por toda torcida, motivacao e alegria dedicadas a mim.

Aos meus orientadores, Prof. Dr. César Andrade e Profa. Dra. Maria Danielly.
Agradeco pelas licbes, treinamento, motivacdo e amizade ao longo desta etapa.
Vocés foram béncédo na minha vida, devo-os tudo que aprendi no mestrado. Obrigada
por todas as oportunidades e confianca devotadas a mim. Grata!

Ao Prof. Dr. Ludovico Migliolo e a Dra. Patricia Souza da Universidade Catodlica
Dom Bosco — MS pela parceria e fornecimento do peptideo Hp-MAPL1.

Ao Prof. Dr. Vojtéch Adam (in memoriam) da Universidade Mendel em Brno,
Republica Tcheca do Departamento de Quimica e Bioquimica, pela parceria na
realizacdo das leituras via microscopia eletrénica de varredura.

Aos colegas do grupo de pesquisa em Biodispositivos Nanoestruturados
(BioNano), com destaque para Maurilia Palmeira, Karen Avelino e todos os outros que
contribuiram de alguma forma. Gostaria de expressar minha especial gratiddo a
Alberto Galdino e Raiza Lucena, cujas valiosas contribuicdes enriqgueceram
significativamente esta pesquisa. Agrade¢o também pelo apoio, disponibilidade e pelo
papel fundamental na construgédo do meu conhecimento.

As minhas queridas amigas, Kamila Vilar e Thamires Heloise, que sempre
estiveram ao meu lado, torcendo por mim e celebrando cada conquista. Agradeco pela
amizade que comecou l4 na graduacdo e que se fortaleceu com o tempo, pela
paciéncia e pelo apoio incondicional. E um agradecimento especial as minhas alunas
de iniciacédo cientifica, Raissa Da Cruz e Débora Vitoria, que iluminaram os meus dias


https://www.linkedin.com/in/ACoAAAr5ZJgBW5toTtvDHplvhF0HCUUjFPJtD6Q

mais dificeis durante este processo. Hoje, além de colegas de pesquisa, considero-as
grandes amigas. Obrigada pelos sorrisos, pelas palavras de motivacéao e pelo carinho
em cada momento, especialmente durante essa reta final. Vocés foram verdadeiros
pilares para mim, como costumo dizer, e fizeram toda a diferenca nessa jornada.

A minha sogra Joselita Ferreira (in memoriam), por ter me dado o meu maior
presente e companheiro de vida. Finalizo este trabalho em sua homenagem, para que
outras pessoas possam usufruir deste conhecimento e salvar vidas. Fazia-me um bem
enorme, motivo de grande alegria, hoje é uma grande saudade e motivagao.

A FACEPE pelo apoio financeiro concedido a mim e esta pesquisa.

A todos os professores, funcionarios e alunos do Programa de Pds-graduacéo
em Inovacédo Terapéutica (PPGIT) e do Departamento de Bioquimica.

Sou grata a todos os citados anteriormente pela contribuicdo em minha vida
pessoal e académica.

Esse é s6 0 comeco. Meus sinceros agradecimentos!



RESUMO

As InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) representam um problema
de saude global. O crescente niumero de ébitos devido a resisténcia antimicrobiana
aumenta exponencialmente a cada ano, sendo uma das principais razdes para o
desenvolvimento e aplicagdo de biossensores como alternativa diagnéstica. Os
biossensores apresentam uma ampla gama de vantagens para o diagnostico clinico,
como alta especificidade e sensibilidade. O Hp-MAP1, um peptideo antimicrobiano
sintético derivado da Temporina PTa extraida da pele da rd de barriga de fogo
Hylaranna picturata da Malasia, tem a capacidade de detectar e diferenciar entre
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Nesta dissertacdo descrevemos o
desenvolvimento de um biossensor eletroquimico impedimétrico baseado no peptideo
Hylaranna picturata de multiatividade antimicrobiana (Hp-MAP1) e nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNTS), com o objetivo de detectar bactérias de
interesse clinico associadas as IRAS. A superficie do eletrodo de ouro foi modificada
através da automontagem de monocamadas de MWCNTS, associadas ao Hp-MAP1.
As técnicas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e voltametria ciclica
(VC) foram utilizadas para avaliar o desempenho eletroquimico da plataforma
sensora, com ferri-ferrocianeto sendo usado como par redox. Os microrganismos
utilizados nos ensaios foram Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A técnica de microscopia de forgca atdbmica
demonstrou a eficaz imobilizagdo da plataforma sensora nanoestruturada na
superficie do eletrodo de ouro. As variagbes nas respostas impedimétricas, como o
aumento da resisténcia a transferéncia de carga que resulta visualmente no aumento
do didmetro do semicirculo do diagrama de Nyquist, sdo atribuidas ao complexo
peptideo-bactéria, onde a interacdo eletrostética inicial se deve principalmente as
caracteristicas da parede celular microbiana. A plataforma sensora desenvolvida
demonstrou capacidade para detectar e diferenciar bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, com destaque nas respostas para o grupo das Gram-negativas. Limites de
deteccdo excelentes foram observados para P. aeruginosa (0,60), K. pneumoniae
(0,42), E. coli (0,67) e S. aureus (0,59), destacando a eficacia do biossensor
MWCNTs_Hp-MAP1 na identificacdo microbiana. Portanto, pode ser considerada uma

alternativa inovadora para auxiliar no diagndstico bacteriano.



Palavras-chave: biossensor; peptideo antimicrobiano; eletroquimica; bactérias;

nanotecnologia; hanomateriais.



ABSTRACT

Healthcare-Associated Infections (HAIS) represent a global health problem. The
increasing number of deaths due to antimicrobial resistance grows exponentially each
year, being one of the main reasons for the development and application of biosensors
as a diagnostic alternative. Biosensors offer a wide range of advantages for clinical
diagnosis, such as high specificity and sensitivity. Hp-MAP1, a synthetic antimicrobial
peptide derived from Temporin PTa extracted from the skin of the fire-bellied frog
Hylarana picturata from Malaysia, has the ability to detect and differentiate between
Gram-negative and Gram-positive bacteria. In this dissertation, we describe the
development of an impedimetric electrochemical biosensor based on the multi-activity
antimicrobial peptide Hylarana picturata (Hp-MAP1) and multi-walled carbon
nanotubes (MWCNTSs), aimed at detecting clinically relevant bacteria associated with
HAls. The surface of the gold electrode was modified through the self-assembly of
MWCNTSs, associated with Hp-MAPL. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
and cyclic voltammetry (CV) techniques were used to evaluate the electrochemical
performance of the sensor platform, with ferro/ferricyanide being used as the redox
pair. The microorganisms used in the assays were Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus. Atomic force
microscopy (AFM) demonstrated the effective immobilization of the nanostructured
sensor platform on the gold electrode surface. Variations in impedance responses,
such as increased charge transfer resistance, resulting visually in the increased
diameter of the Nyquist plot semicircle, are attributed to the peptide-bacteria complex,
where the initial electrostatic interaction is mainly due to the characteristics of the
microbial cell wall. The developed sensor platform demonstrated the ability to detect
and differentiate Gram-negative and Gram-positive bacteria, with notable responses
for the Gram-negative group. Excellent detection limits were observed for P.
aeruginosa (0.60), K. pneumoniae (0.42), E. coli (0.67), and S. aureus (0.59),
highlighting the efficacy of the MWOCNTs_Hp-MAP1 biosensor in microbial
identification. Therefore, it can be considered an innovative alternative to assist in

bacterial diagnosis.

Keywords: biosensor; antimicrobial peptide; electrochemistry; bacterial,

nanotechnology; nanomaterial;
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1 INTRODUCAO

Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) configuram-se como um
problema de saude publica global em ascensdo. Descrevem-se como toda infec¢ao
adquirida pelo paciente durante ou ap0s o atendimento hospitalar, abrangendo
ambientes como hospitais, clinicas e domicilios. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), as IRAS causam cerca de 40.000 mortes por ano,
chegando a 25% nos paises em desenvolvimento e de 5-15% nos paises

desenvolvidos (Lemiech, et al., 2021).

Segundo dados da carga global de morbidade (GBD), cerca de 5 milhdes de
pessoas foram a Obito devido a doencas relacionadas a resisténcia antimicrobiana
(RAM). As populacbes mais afetadas sdo idosas e criangas, em 2019, 1 em cada 5
mortes de criangcas com menos de 5 anos foi causada por RAM. Alguns patégenos
tém maior incidéncia nas mortes relacionadas as RAMs, como os pertencentes ao
grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). Este grupo de
microrganismos foi considerado como agentes patogénicos prioritarios pela OMS
(Murray, et al., 2022).

Meios tradicionais de diagnéstico microbiolégico sdo amplamente aplicados na
pratica clinica, todavia, apresentam diversas limitacdes. A técnica de coloragéo
bacteriana é tida como padréo ouro para diagnostico dada sua simplicidade e eficacia.
A principal deficiéncia nesta técnica € o tempo requerido para cultivo, isolamento e
crescimento das cepas bacterianas, sendo necessario normalmente de 24-48 horas.
Técnicas moleculares como Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e Ensaio de
Imuno absorcdo enzimética também sdo utilizadas em virtude de sua acuracia e
reprodutibilidade com limite de deteccédo (LOD) na ordem de 10! — 10* unidades

formadoras de colonias por mL (UFC/mL) (Castle, et al., 2021).

Apesar de suas vantagens PCR e ELISA séo técnicas que necessitam de
instalacdes laboratoriais, equipamentos especificos e pessoal treinado para sua
execucgao, tornando dificil implementa-las para uso em campo e diagnéstico rapido.

O desenvolvimento de métodos de identificagdo bacteriana que possibilitem a
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diminuicdo no tempo de resposta, aumento da sensibilidade e especificidade e que
minimize 0s custos com saude publica e tratamentos medicamentoso faz-se

necessario e possivel com a criagdo de biossensores (Fatima, et al., 2022).

Os biossensores sao biodispositivos de diagnéstico que surgem como uma
alternativa inovadora e eficaz para identificacdo bacteriana rapida que ndo necessita
de pessoal treinado para seu uso, viabilizando também os testes do tipo point-of-care
(Castle, et al., 2021; Fatima, et al., 2022). O biossensor € um sensor biolégico que
consiste em um elemento de bioreconhecimento (peptideos, anticorpos, fragmentos
de DNA, RNA, células, enzimas, etc) e um transdutor fisico-quimico responsavel por

converter o sinal eletroquimico em um dado mensuravel (Chadha, et al., 2022).

Diferentes tipos de técnicas podem ser empregados para analisar as respostas
geradas pelos biossensores, as técnicas de deteccao elétricas e eletroquimicas sao
amplamente difundidas devido ao tempo de resposta curto e simplicidade de
deteccado. A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) € um tipo de técnica
eletroquimica altamente sensivel e utilizada nos estudos de interface-superficie. A
EIE utiliza propriedades elétricas (potencial, carga e corrente), que quando alteradas
geram um aumento ou diminuicdo no diametro do semicirculo de Cole-Cole no

diagrama de Nyquist (Da silva-junio, et al., 2022a).

Os nanomateriais vém sendo aplicados no desenvolvimento de biossensores
devido as suas vantagens como versatilidade, aumento da estabilidade quimica,
biocompatibilidade, etc. Destes, os Nanotubos de Carbono (CNTs) podem ser
divididos em de paredes simples (SWCNTSs) ou Paredes Mdltiplas (MWCNTS). Os
MWCNTs destacam-se por apresentarem caracteristicas como, atividade
eletrocatalitica, rapida cinética de transferéncia de elétrons, aumento da area
superficial de contato e aumento da condutividade do sistema (Bekmezci, et al., 2020;
Yoon, et al., 2020).

Peptideos antimicrobianos (PAMs) séo proteinas de baixo peso molecular com
atividade antimicrobiana, tornando-os destacadas alternativas frente ao grande
problema da resisténcia antimicrobiana aos antibidticos. Amplamente disponiveis na

natureza, podendo ser encontrados em animais, plantas e microrganismos tornaram-
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se alvos de pesquisas. Podem ser classificados de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas, os PAMs conseguem interagir de diversas formas com o analito,

sendo uma delas a interacdo eletrostatica (Souza e silva, et al., 2022).

O peptideo Hylarana picturata Multiatividade 1 (Hp-MAP1) (AAGKVLKLLKKLL-
COOH) é um PAM sintético derivado da Temporina-PTa (FFGSVLKLIPKIL-COOH)
retirada de secrecdes da pele do sapo da espécie Hylarana picturata conhecido
popularmente como sapo de riacho manchado da Malasia. Classifica-se como um
PAM anfipético, catibnico a-hélice e carga positiva de +4, e consegue interagir
eletrostaticamente com a parede celular bacteriana e romper a membrana

citoplasmatica gerando apoptose (Souza e Silva, et al., 2022).

Neste trabalho, o PAM Hp-MAP1 foi utilizado como elemento de
bioreconhecimento na plataforma sensora MWCNTs_Hp-MAP1 para identificacdo de
bactérias patogénicas Gram negativas e Gram positivas causadoras de IRAS,
baseado na capacidade de identificagcio da parede celular do microrganismo pelo Hp-
MAP1 (Zare; Sheraki, 2019; Souza e Silva, et al.,, 2022).. Assim, a presente
dissertacdo, objetivou principalmente o desenvolvimento de um biossensor
nanoestruturado impedimétrico como alternativa inovadora para aplicacdo no auxilio

ao diagnostico microbiologico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma plataforma biossensora nanoestruturada baseada
em camada eletrodepositada de MWCNTSs e peptideo antimicrobiano Hp-MAP1 para
0 bioreconhecimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas de interesse

clinico através da técnica de EIE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar e avaliar a eletrodeposicdo dos MWCNTSs e a imobilizagdo do PAM
Hp-MAPL1 sobre a superficie do eletrodo de ouro;

e Avaliar a morfologia da solucéo de eletrodeposi¢céao por Microscopia eletronica
de varredura (MEV);

e Avaliar as caracteristicas eletroquimicas da interacdo das bactérias com o
sistema sensor,

e Definir e avaliar o circuito equivalente para obtencdo de parametros
eletroquimicos;

e Determinar e avaliar o limite de deteccdo (LOD) e faixa linear obtido pelo
biossensor;

e Determinar a capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl) através de calculos
tedricos a partir de resultados experimentais e da resisténcia a transferéncia
de carga (RcT);

e Analisar a morfologia e estrutura do sistema sensor antes e apds o contato
com os patégenos alvo utilizando a técnica de AFM;

e Avaliar a composicao quimica e a presenca de grupos funcionais presentes na
solucdo de eletrodeposicdo de MWCNTs utilizando a técnica de

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 CONTEXTO DAS INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), também conhecidas
como Infec¢des Hospitalares (IHs), sdo definidas pelo Ministério da Saude (MS) como
infeccbes que abrangem o0s ambientes hospitalar, domiciliar e ambulatorial
(FIOCRUZ, 2010). As infecgbes podem ocorrer durante a internagdo ou manifestar-
se de 48 horas até 30 dias ap0s o atendimento (Suetens, et al., 2018). Normalmente,
as IRAS estdo associadas a hospitalizacdo em unidades de terapia intensiva (UTIs)
(Gil, et al., 2018; Monegro; Muppidi; Regunath, 2023).

O registro das infecgcdes causadas por microrganismos em ambientes
hospitalares data de séculos atras, iniciando com a criacdo de grandes centros
hospitalares em meados dos séculos XIX. Esta principalmente ligado a incidéncia de
epidemias e pandemias que ocorriam frequentemente em locais com populacdes
pobres. As condicbes precarias de saneamento basico e higiene da época
configuram-se como o principal fator para o desencadeamento de surtos, como a
pandemia de Cdlera no século XIX, com relatos de casos até os dias atuais (Ferraz,
2020).

O cenario das praticas de saude comecou a sofrer mudangas na segunda
metade do século XIX, com as contribuicbes de Louis Pasteur e Robert Koch. Seus
estudos trouxeram conhecimentos primordiais nas areas da microbiologia e medicina,
apontando a higienizacdo das mé&os como fator importante para diminuicdo da
contaminacgdo cruzada. O conceito de imunidade também foi introduzido, e métodos
como a pasteurizagcdo tornaram-se populares, diminuindo as infec¢des por
microrganismos através da ingestdo de alimentos (Cavaillon; Legout, 2022; Ferraz,
2020).

As IRAS surgiram aproximadamente durante as primeiras décadas de
cuidados em UTIs (1950-1970). Nos primeiros relatos, as IRAS predominavam em
sitios cirurgicos, sendo as principais infec¢des do trato urinario e bacteremia, com os

principais agentes patogénicos sendo Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli,
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Klebsiella sp e Staphylococcus aureus. Embora estas infecgdes fossem suscetiveis
aos tratamentos com antibidticos, posteriormente, nas décadas de 1980-1990, houve
um crescimento consideravel na associacdo das IRAS com a resisténcia
antimicrobiana (RAM) (Kollef, et al., 2021).

Apesar do avanco da medicina e tecnologia ao longo dos anos, as IRAS ainda
prevalecem e configuram-se como um grande problema de saude publica global. De
acordo com dados da OMS, as IRAS séao responsaveis por cerca de 40,000 mortes
por ano, o que representa um nivel de infeccbes nosocomiais de 25% nos paises em
desenvolvimento e de 5-15% nos paises desenvolvidos. Mundialmente, cerca de 234
milhdes de pacientes passam por procedimentos cirdrgicos invasivos, nos quais
aproximadamente 1 milhdo vao a 6bito e 7 milhdes apresentam complicacdes no pos-
operatorio devido a essas infecgbes (Ardisson; Miranda; Teixeira 2018; Ewelina, et
al., 2021).

A maior incidéncia de IRAS ocorre em paises em desenvolvimento, 0 que
reflete principalmente nos aspectos econdmicos. Segundo o relatério do
desenvolvimento humano publicado em 2019 pelo Programa das Nac¢des Unidas para
o Desenvolvimento (UNDP), a América Latina ainda apresenta elevados niveis de
falta de saneamento basico e infraestrutura hospitalar em regiées pobres. Além disso,
0 uso de equipamentos desatualizados e a falta de politicas publicas para o controle
de infecgbes sdo comuns, especialmente devido a coexisténcia de problemas de
saude adversos que afetam a populacdo. Todos esses fatores contribuem para o

aumento do risco de IRAS (Conceicéo, 2019).

As IRAS geram inumeras complicagfes para 0s pacientes e também para o
setor de saude, pois, aumentam o tempo de permanéncia na unidade hospitalar,
provocam altas taxas de morbidade e mortalidade, diminuem a qualidade de vida e
acarretam custos adicionais para o sistema de saude. Além disso, geram custos
extras relacionados ao tempo prolongado de hospitalizagdo ou a readmissao de

pacientes (Maria; Gomes, 2021; Nguemeleu, et al., 2020).
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3.1.2 Fatores predisponentes as IRAS

Pacientes hospitalizados tém normalmente uma maior susceptibilidade para
desenvolver infeccbes adversas. As IRAS ocorrem por duas vias: exdgena, onde a
infeccd@o é provocada por fatores externos, como contato com profissionais de saude
el/ou artigos hospitalares (Gurgel, et al., 2022). A via endégena engloba realizacdo de
procedimentos cirdrgicos invasivos e/ou imunossupressao. Além disso, outros fatores
contribuem para a instalacdo da infecgéo, tais como idade (neonatos ou idosos),
estado nutricional, uso de drogas e tabagismo (Gil, et al., 2018).

As infeccdes hospitalares costumam afetar areas especificas do paciente. As
taxas mais elevadas, sdo geralmente observadas em infec¢des de sitio cirdrgico,
responsaveis por 14 a 16% de todas as IHs assim como em infec¢6es no pulméo, no
sistema urinario e sanguineo. As infec¢des pulmonares estéo relacionadas ao uso de
ventiladores mecanicos e traqueostomias, enquanto as infec¢des do sistema urinario
podem surgir devido a cateteres, além de serem influenciadas por doencas de base
como diabete mellitus, imunocomprometimento, e estado nutricional precéario (Verli;
Gongalves, 1967).

O uso indiscriminado de antimicrobianos também representa um fator de risco
para a instalagdo da infecgdo. O Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CDC)
e a OMS classificam os patdégenos resistentes aos antimicrobianos como uma
ameaca iminente a saude humana, tornando a resisténcia antimicrobiana (RAM)
atualmente um problema cronico de saude publica em nivel global. Embora a RAM
ocorra de forma natural no meio ambiente, o uso de antibiéticos gerou pressao
seletiva para a presenca de genes de resisténcia nos microrganismos (De oliveira, et

al., 2020).

Em 2019, com a pandemia gerada pelo COVID-19, os indices de RAM
aumentaram ainda mais, com previsao de causar aproximadamente 10 milhdes de
mortes por ano em todo o mundo até 2050. Segundo dados do CDC, no primeiro
trimestre de 2021, foram registrados recordes de hospitalizacdo nos Estados Unidos

da América (EUA), com um aumento no numero de casos de bacteremia, infeccbes
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no trato urinario e em cateteres, infecgcdes associadas a ventilagdo mecanica e

infeccdes de sitio cirdrgico (Weiner-lastinger, et al., 2022).

3.1.3 Microrganismos prevalentes nas IRAS

Em um estudo conduzido por Mesquita et al., (2023), foram observados 0s
agentes patogénicos responsaveis pelas infec¢des hospitalares em pacientes. Alguns
microrganismos destacaram-se em relagéo a outros. Pseudomonas aeruginosa foi o
mais prevalente nos principais sitios de infeccao, seguido de Klebsiella pneumoniae,
gue foi encontrada principalmente em infeccdes pulmonares e, em menor quantidade,
na corrente sanguinea (causando bacteremia). Além disso, observou-se a presenca
de Staphylococcus aureus em infeccdes de sitio cirargico e pulmonares, enquanto
Escherichia coli estava presente em todos os sitios de infeccdo, com énfase no trato

urinario (Mesquita, et al., 2023).

Existe uma grande variedade de patégenos capazes de gerar IRAS. Fatores
como regido geogréfica, tipo populacional, sistema de saude e instalacdes de salde
variam em cada pais. De acordo com um levantamento realizado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2004), os principais microrganismos
envolvidos séo bactérias, fungos e virus. Em um estudo, constatou-se que o0s
microrganismos mais isolados foram Enterobacterales (34,4%), incluindo espécies
como E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter, seguidos por S. aureus (30,1%), P.
aeruginosa (28,7%), Estafilococos coagulase-negativos (19,1%), e fungos (17,1%)
(Cordeiro Baptista, et al., 2020; Reynolds; Kollef, 2021).

3.1.3.1 Virus, protozoarios e fungos

Apresentam-se em menor propor¢do em relagdo as bactérias, todavia,
infeccdes virais como a COVID-19, influenza, citomegalovirus, HIV, HSV, rotavirus e
as hepatites B e C tém potencial para comprometer o sistema imunoldgico do paciente
e torna-lo suscetivel a instalacdo das IRAS (Sikora; Zahra, 2020; Furnkranz;
Walochnik, 2021). Os principais meios de infecgao viral ocorrem por transfusoes
sanguineas, procedimentos de didlise, injecdes e endoscopia (Zilberbeg; Khan; Shorr,
2023).
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Protozoarios como a Giardia lamblia e Entamoeba sp. sdo facilmente
transmitidos, especialmente entre criancas, podendo desencadear infec¢des. Os
fungos s&o organismos oportunistas que geralmente causam infeccbes quando o
sistema imunoldgico do paciente esta comprometido. Entre o0s pacientes
imunocomprometidos, 0s casos mais prevalentes envolvem Candida albicans,
Aspergillus spp., Cryptococcus neoformans e Cryptosporidium (Furnkranz;
Walochnik, 2021; Suleyman, Alagaden, 2021).

3.1.3.2 Bactérias gram-negativas e gram-positivas

Apesar de diversos agentes patogénicos apresentarem potencial para causar
IRAS, as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas se destacam (Hassan; Aftab;
Riffat, 2015). Essas bactérias podem ser classificadas em comensais e patogénicas.
As comensais, como a E. coli, estdo presentes na microbiota de individuos saudaveis,
oferecendo protecdo contra bactérias patogénicas, porém, podem causar infeccoes
em condi¢cdes como imunossupressao e uso excessivo de antibioticos. Por outro lado,
as bactérias patogénicas sédo altamente virulentas e resistentes, podendo causar
infec¢Oes isoladas ou epidémicas, independentemente do estado do hospedeiro
(Fitzgerald, et al., 2020).

A presenca de enzimas de resisténcia e elementos de viruléncia, como
plasmideos recombinantes, sdo caracteristicas que tornam as bactérias patogénicas
perigosas, com alta incidéncia nas IRAS, e podem ser divididas com base na
composicao de sua parede celular (Fitzgerald, et al., 2020). As principais distingcdes

entre as paredes celulares das bactérias podem ser observadas na Figura 1.

Figura 1: Esquematizacdo da parede celular bacteriana Gram-positiva e Gram-negativa
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A composicao basica da parede celular bacteriana normalmente consiste em,
sua maioria, peptideoglicano (PG) e uma camada formada por filamentos de
polissacarideos, compostos por uma estrutura principal de —[N — acetilglucosamina
(GIcNAc)- acido N acetilmuramico (MurNAc)], reticulados por meio de pontes
peptidicas curtas ligadas ao residuos MurNAc. Além de tudo, a camada de PG pode
ser complementada com polimeros de parede celular secundaria, como &cidos
teicoicos (polimeros de poliol-fosfato), ou polissacarideos de capsula que estédo

covalentemente ligados ao PG (Dorr; Moynihan; Mayer, 2019; Huan, et al., 2020).

As bactérias Gram-negativas da ordem Enterobacterales, como Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa, entre outros,
frequentemente causam IRAS devido a sua capacidade de colonizacdo nos sitios
onde os pacientes estdo mais imunocomprometidos, como areas de insercao de
sondas, cateteres e canulas, resultando em diversas infec¢des, como infecgdes de
sitio cirargico, pulmonares, peritoniais e bacteremia (Li; Plésiat; Nikaido, 2015;
Mehrad, et al., 2015). O grupo das bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
sp., Enterococcus sp., Streptococcus pyogenes e outros, causam um vasto nimero
de infec¢bes, incluindo infec¢gbes pulmonares, désseas, das valvas cardiacas e

corrente sanguinea (Iskandar, et al., 2021).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria com formato de bastdo, Gram-
negativa e aerdbia ndo fermentativa. Possui como mecanismo de defesa e resisténcia
a producdo de um biofilme polissacarideo que a protege da defesa do hospedeiro,
sendo considerada um microrganismo encapsulado (Thi; Wibowo; Rehm, 2020).
Manifesta-se normalmente em infeccdes do trato urinario, sitio cirargico, pneumonia
e bacteremia. Estima-se que sua prevaléncia atinja cerca de 7,1% a 7,3% entre todas
as IRAS. Um mecanismo comum de viruléncia € a presenca de flagelos e pili em sua
superficie, conferindo motilidade e fixacdo ao epitélio respiratério (Reynolds; Kollef,
2021).

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria bacilar Gram-negativa encapsulada,
sem motilidade, anaerdbia facultativa e oxidase negativa, pertencente a ordem

Enterobacterales. Normalmente, é encontrada em infec¢des do trato gastrointestinal,
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pele e regido orofaringea. Seus mecanismos de viruléncia incluem a presenca de
capsula polissacaridicas, lipopolissacarideo (LPS) revestindo a parede celular,
fimbrias que proporcionam adesdo e a presenca de sidero6foros que sequestram o
ferro do organismo (Farzand, et al., 2021).

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete,
oxidase negativa e anaerdbia facultativa. Dentre as infec¢cdes mais comuns causadas
por E. coli, destacam-se pneumonia, infec¢des do trato urinério e feridas, meningite
em neonatos e gastroenterite, especialmente em pacientes hospitalizados
imunocomprometidos. Alguns elementos comuns de viruléncia sdo observados na
ordem Enterobacterales, como a presenca de endotoxinas, capsula e RAM (Pakbin;
Bruck; Rossen, 2021).

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva com formato esférico,
reconhecida por ser a mais perigosa entre todas as bactérias estafilococicas comuns.
E um dos principais patégenos causadores de pneumonia e outras infecgdes do trato
respiratorio, sitio cirdrgico, infecgbes cardiovasculares, bacteremia e infec¢des de
préteses articulares. Devido a resisténcia aos antimicrobianos, os S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) sdo os mais clinicamente relevantes (Cheung; Bae;
Otto, 2021).

Os métodos tradicionais de diagndstico microbiolégico englobam véarias
técnicas, como a técnica de coloracdo de Gram, considerada o padrdo ouro para
diagnéstico (Castle, et al., 2021). Outras técnicas empregadas em laboratorios de
maior porte incluem a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o ensaio
imunoabsorvente enzimatico (ELISA). Embora oferecam boa especificidade em
matrizes de amostras complexas, esses meétodos requerem instalacdes laboratoriais
adequadas, operadores capacitados e preparacdes complexas, além de um tempo
prolongado para entrega dos resultados, tornando-os inadequados para aplicacdo em
campo (Karbelkar; Furst, 2020).

Dessa forma, torna-se necessario buscar e implementar técnicas alternativas
inovadoras para o diagnostico microbioldgico, visando a diminuicdo do tempo de

resposta, melhor deteccdo do analito e tornando-o mais acessivel e de facil uso em
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campo. Com o avanc¢o da nanotecnologia e o desenvolvimento tecnoldgico, é possivel
atualmente criar biodispositivos analiticos de diagndstico, como 0s biossensores

eletroquimicos.

3.2 BIOSSENSORES

Os biossensores configuram-se como excelentes ferramentas analiticas
alternativas para o diagndstico, apresentam rapidez e sensibilidade na detec¢éo de
analitos de interesse clinico. S&o instrumentos biotecnoldgicos criados para facilitar
os procedimentos analiticos, como o0s processos de interacdo bioldgica que ocorrem
com o analito (Karbelkar; Furst, 2020). Na figura 2, € demonstrado como 0s

biossensores sdo compostos.

Figura 2: Representacdo geral de um biossensor
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Fonte: Adaptado de Bag; Mandal, 2022.

Os biossensores em comparacao com as metodologias analiticas tradicionais,
oferecem inumeros beneficios, incluindo a possibilidade de miniaturizacdo, alta
sensibilidade e especificidade, diagnostico rapido, preparacdo minima de amostra,
alto rendimento e portabilidade. Essas vantagens, juntamente com o custo-beneficio
e os testes de diagnostico no ponto de atendimento (POC - point-of-care), tornam os
biossensores cada vez mais importantes para pesquisas na area das analises clinicas
(Fatima, et al., 2022). A figura 3 apresenta um esquema sobre as vantagens dos

biossensores.
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Figura 3: Vantagens dos biossensores
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Fonte: Préprio autor, 2023.

3.2.1 Classificagéo por tipo de biorreceptor

Os biossensores sao dispositivos compostos por moléculas biologicas
imobilizadas em transdutores, capazes de reconhecer e amplificar sinais de deteccéo,
fornecendo informacdes analiticas sobre a amostra. Os receptores biologicos
utilizados incluem biocataliticos/enzimaticos (proteinas, tecidos, antigenos,
anticorpos, acidos nucléicos, peptideos, entre outros) e bioligantes (lectinas,
proteinas, DNA/RNA), que interagem especificamente com o analito-alvo, gerando
reacoes bioquimicas mensuraveis (Amaral, et al., 2023; Huang; Zhu; Kianfar, 2021,
Roushani, et al., 2020).

Os biossensores biocataliticos incorporam elementos como enzimas, células
ou tecidos para identificar o analito e gerar espécies eletroativas, enquanto 0s
biossensores bioligantes interagem seletivamente com o analito por meio de uma
ligacdo especifica. Eles sdo utilizados para detectar substancias como glicose,
lactose e xantino, além de terem aplicagcbes em areas como controle de toxinas
alimentares, diagnostico biomédico, identificacdo de microrganismos, etc (Amaral, et
al., 2023; Huang; Zhu; Kianfar, 2021; Roushani, et al., 2020). Na tabela 1, s&o
apresentados alguns exemplos de biorreceptores.
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Tabela 1: principais biorreceptores utilizados na montagem de biossensores.

Biorreceptor Plataforma Transdutor Alvo LOD Referéncia
sensora microbiano (UFC/mL)
Temporin- MBA_Fe304 VC e EIE K. pneumoniae, 10! UFC/mL da Silva-Junio,
PTA (T-PTa) @Au_T-PTa A. baumanii, B. et al., 2022.
subtilis, E.
faecalis, C.

albicans, e C.

tropicalis
cDNA AUNPs_SiNPs DPV V. cholerae 1,1513 x Futra, et al,,
_GA_CcDNA 10 13 pg/uL 2023
Anticorpo Ab-N_S- VC e EIE HEV 0,8 fg/mL 1 Chowdhury, et
Anti-HEV GQD@AUNP_ al., 2019
PAni
Enzima Lac_(PLLY)CA VC, DPV e 17B-Estradiol 1,3x 10 Wang, et al.,
Lacase -GR_GCE EIE 13 mol/mL 2019
Hp-MAP1 MWCNTs_Hp- EIE P. aeruginosa, 10! UFC/mL Esse trabalho
MAP1 K. pneumoniae,
E. coli e S
aureus

Fonte: Proprio autor, 2024.

No estudo de da Silva-Junior, et al., (2022), o PAM Temporin-PTA foi utilizado
na montagem de um biossensor composto por acido mercapto-benzéico (MBA) e
nanocomposito de nanoparticulas de oOxido de ferro e ouro (Fe304@Au) para
deteccdo de microrganismos patogénicos, apresentando limite de deteccdo de 10!
UFC/mL. Futra, et al.,, (2023) construiu um genosensor baseado em CcDNA,
nanoparticulas de ouro (AuNPSs) e silica (SiNPs) e imina com glutaraldeido (GA) para
deteccdo do DNA de Vibrio cholerae, com limite de deteccéo de 1,1513 x 10 73 pg/uL.

Outro estudo conduzido por Chowdhury, et al., (2019), utilizou um anticorpo
especifico para o virus da hepatite E (anti-HEV) conjugado a pontos quanticos de
grafeno codificados com nitrogénio e enxofre (Ab-N_S-GQDs) combinados aos
nanofios de polianilina incorporados em ouro (AuNP-PAni), apresentando limite de
deteccdo de 0,8 fg/mL 1. Wang, et al., (2019), construiram um biossensor baseado
na plataforma composta por enzima Lacase (Lac), filme de L-lisina, modificado por

acido citrico@grafeno (CA-GR), o qual apresentou LOD de 1,3 x 10 mol/mL.
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3.2.1.1 Classificacdo baseada no tipo de transdutor

O transdutor é o elemento responsavel por imobilizar um biorreceptor, e este
processo ocorre fisicamente ou quimicamente. Ele converte o sinal obtido de uma
reacao quimica em um dado mensuravel. A converséao é feita por varios meios, e 0s
biossensores podem ser classificados conforme o sistema de conversao aplicado. Os
principais sistemas s&o: O6pticos (baseados em luminescéncia, absorcdo e
ressonancia plasménica de superficie), sistema baseados em massa (medigcédo de
flexdo, e mudanca de frequéncia de ressonancia) e sistemas eletroquimicos (mensura

mudancas de impedancia, corrente, potencial, etc) (Huang; Zhu; Kianfar, 2021).

3.3 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Os biossensores eletroquimicos desempenham um papel crucial em um
campo cientifico multidisciplinar, os biossensores eletroquimicos destacam-se como
uma das areas de pesquisa mais dindmicas na quimica analitica. Sua adocao
frequentemente reduz a necessidade de procedimentos complexos de preparacéo de
amostras, sendo avaliados através de experimentos capazes de mensurar
parametros como sensibilidade, limite de deteccdo (LOD), faixas de linearidade e
dindmica, reprodutibilidade, precisdo da resposta e seletividade (Magar; Hassan;
Mulchandani, 2021).

Atualmente, os biossensores eletroquimicos sdo considerados o grupo mais
promissor para deteccdo de patdégenos devido a suas vantagens, como analise em
tempo real, portabilidade, reprodutibilidade, baixo custo, rapidez e alto rendimento
(Cesewski; Johnson, 2020). Como resultado, o desenvolvimento desses
biossensores tem crescido exponencialmente nos dltimos anos (Pan, et al., 2024;
Zhang; Zhou; Du, 2019).

A eletroquimica é o estudo das rea¢fes quimicas que ocorrem na interface de
um condutor eletrdnico (eletrodo) e um condutor idnico (eletrdlito). Essas reacdes
englobam processos de oxidacdo e reducdo das espécies eletroativas a partir da
transferéncia de elétrons na interface presente entre o eletrélito a superficie do

eletrodo de trabalho. Essas reacGes ocorrem dentro de uma célula eletroquimica,
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constituida pelos seguintes itens, como apresentado na figura 4 (Magar; Hassan;
Mulchandani, 2021; Rubino; Queirds, 2023).

Eletrodo: dispositivo com superficie condutora de elétrons, local onde ocorrem todas
as reacoes eletroquimicas e as principais trocas de elétrons;

Eletrdlito: condutor ibnico que permite a livre movimentacdo entre os eletrodos
presentes na reacao;

Célula eletroquimica: local onde sdo dispostos os eletrodos e eletrdlitos.
Normalmente, feito em vidro temperado e teflon;

Céamara: conhecida como gaiola de Faraday, € um involucro feito de material condutor
e usado para blindar o seu interior de interferéncias eletromagnéticas externas;

Potenciostato: equipamento que controla a variagcao do potencial e corrente.

Figura 4: Representacdo dos componentes para conducdo de experimentos com
biossensores.
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Na composicdo de wuma célula eletroquimica, diferentes eletrodos
desempenham func¢des especificas. O eletrodo de trabalho, geralmente feito de
materiais inertes como ouro, prata ou carbono vitreo, € onde ocorrem as reacdes de
interesse. O contra eletrodo, composto por material inerte como grafite ou platina,
completa o caminho da corrente na célula, possuindo uma area de superficie maior
gue o eletrodo de trabalho para garantir estabilidade na andlise da cinética
eletroguimica. O eletrodo de referéncia fornece um potencial estavel e conhecido
durante os experimentos, sendo os mais comuns o de prata/cloreto de prata
(Ag/AgCl), cobre/sulfato de cobre, (CSE), mercurio/6xido de mercurio (Hg/HgO) e
calomelano saturado (SCE) (Huang; Zhu; Kianfar, 2021).
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A quantidade de eletrodos em um sistema eletroquimico varia de acordo com
a técnica e finalidade do experimento. Uma célula com dois eletrodos requer apenas
CE e ET, sendo adequada para estudos de armazenamento de energia em
dispositivos de conversdo, como painéis fotovoltaicos, supercapacitores e baterias
(HAIDER, et al., 2020). J4 uma célula com trés eletrodos, comumente utilizada na
construcdo de biossensores, inclui ET, ER e CE, permitindo o controle do potencial
na interface do ET por meio do ER (possui potencial constante) (Ndlle et al., 2020).
Células com quatro eletrodos adicionam dois ER e sdo empregadas em aplicacfes
gue requerem medicdo de potencial entre fases imisciveis ou separadas por
membrana, permitindo calcular a resisténcia da interface e a condutividade da
membrana (Grossi; Ricco, 2017). Sendo assim, existem diferentes configuracdes de
eletrodos disponiveis, como observado na figura 5:

Figura 5: Disposicéo de eletrodos utilizados nos estudos eletroquimicos, sistema com dois
eletrodos (a), trés eletrodos (b) e quatro eletrodos (c).
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Fonte: Adaptado de Grossi; Ricco (2017).

3.3.1 Classificacdo dos métodos eletroanaliticos

Conforme o sinal mensuravel, os métodos eletroanaliticos sdo categorizados
em potenciométricos, coulométricos, voltamétricos e impedimétricos. Na
potenciometria, sdo utilizados dois eletrodos (referéncia e indicador) em uma célula
eletroquimica simples, registrando o potencial entre os dois eletrodos para fornecer
informacgdes sobre a concentracdo da amostra. Alteracdes de potencial (em relacao
ao eletrodo de referéncia) sdo correlacionadas com as alteracdes do analito alvo

guando a corrente € nula (Ding; Qin, 2020).

Nas analises de coulometria, as medicBes sao realizadas por eletrolise

exaustiva do analito, aplicando potencial constante em uma superficie do eletrodo de
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trabalho (ET) em relacédo a um eletrodo de referéncia (ER). Embora o uso de titulagdes
coulométricas seja comum em medicdes de amostras, a coulometria de potencial
constante ndo esta sujeita aos efeitos de interferentes, pois o potencial do ET é
controlado em um valor onde apenas uma reacao eletroquimica é gerada (Majeed, et
al., 2022; Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

A EIE é uma técnica eletroquimica importante que consiste na medicdo da
impedancia de um circuito medido em ohms. Comparada a outras técnicas, a EIE
apresenta varias vantagens, como ser estacionaria, usar a analise de pequenos sinais
e ser capaz de sondar relaxacdes de sinal em uma ampla faixa de frequéncia (100
MHz a mais de 100 kHz), utilizando estacbes de trabalho eletroquimicas

(potenciostato/galvanostato) (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

3.4 ELETROQUIMICA
3.4.1 Voltametrias

O termo voltametria deriva da palavra “voltamperometria®, que expressa uma
corrente medida em funcéo do potencial aplicado (I = f(E)), e a curva resultante é
denominada de Voltamograma. Muitas areas da quimica eletroanalitica utilizam
técnicas voltamétricas, incluindo a polarografia, que foi fundamental para o
desenvolvimento de outras técnicas como a voltametria de varredura linear, pulso

diferencial e ciclica (Costentin; Fortage; Collomb, 2020).

A finalidade e qualidade das informacdes obtidas, bem como o processo de
interacdo do analito com o eletrodo, definem a escolha da técnica de voltametria
adequada. Para realizacao dessas técnicas, sdo necessarios pelo menos 2 eletrodos.
Com base na estrutura/tipo do eletrodo e tipo do eletrdlito utilizado, e como o potencial
€ aplicado e a corrente medida, a técnica de voltametria pode ser definida (Costentin;
Fortage; Collomb, 2020). Sera descrita brevemente a analise da voltametria ciclica
abaixo, utilizada neste trabalho apenas no processo de sintese do filme de nanotubos
de carbono.

Voltametria ciclica € uma técnica semelhante a polarografia, todavia, o
potencial é aplicado em uma direcéo e retorna. E uma das técnicas mais utilizadas

nas areas da quimica, permitindo obter informagdes sobre a propor¢do de elétrons
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transferidos entre as substancias e os eletrodos, estimar a area de superficie relativa,
avaliar a falta de eletrdlitos na interface eletrodo/eletrolito e determinar a natureza dos
processos quimicos em conjunto com a transferéncia de elétrons (Avelino et al.,
2021).

A VC é aplicada no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos devido a
sua capacidade de analisar a integridade das camadas moleculares na superficie do
eletrodo de trabalho. E necessario minimizar a migracéo dos ions eletroativos gerada
pelo campo elétrico, e o ion ferricianeto pode ser usado como sonda redox, pois € um
eletrolito inerte. A combinacdo do solvente, eletrélito e material especifico do ET
define o limite de potencial. A corrente gerada em uma ceélula eletroquimica pela
ciclagem de potencial do ET é mensurada e a curva resultante € denominada

voltamograma ciclico (Avelino, et al., 2021; Costentin; Fortage; Collomb, 2020).

A voltametria analisa a relac&o entre a voltagem, corrente e o tempo durante o
processo de eletrolise em uma célula eletroquimica. Em um experimento voltameétrico,
apos aplicado o potencial em um valor inicial, ocorre a reducdo do composto em
solucdes mais negativas (catddicas), gerando um pico de corrente proporcional a
concentracdes deste composto (Figura 6a). Depois que o potencial atinge o valor em
gue a reacao de reducao ocorre, 0 potencial é variado no sentido contrario, gerando
uma reacao de oxidacdo (anddica) até o valor inicial (Figura 6b) (Avelino, et al., 2021;

Da silva-junio et al., 2022b).

Figura 6 a-b: Aplicagdo do potencial em uma voltametria ciclica (a); voltamograma ciclico
obtido em um sistema reversivel (b).
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Fonte: Préprio autor, 2023.
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A varredura geralmente segue um padrdo semelhante a um tridngulo isdsceles,
no qual esse formato permite observar que o produto da reacédo redox ocorrida na
primeira etapa de varredura (ida) pode ser avaliado novamente na varredura reversa
(volta). A VC é uma ferramenta amplamente utilizada em estudos exploratorios e pode
ser aplicada para caracterizar o comportamento redox de compostos, determinar os
processos quimicos que precedem ou sucedem as reacfes eletroquimicas, bem
como avaliar a cinética de transferéncia de elétrons e realizar analises quantitativas
(Avelino, et al., 2021; Da silva-junio et al., 2022b).

Alguns parametros sao utilizados para avaliar os resultados da VC. O
parametro ajustado, representado pelo potencial (E), e o medido, que € a corrente
resultante (i). A corrente em funcdo do potencial gera um voltamograma a partir da
corrente obtida via transferéncia de elétrons durante o processo de oxirreducao
(Equacéo 1), o qual é diretamente proporcional & quantidade de amostra presente na
superficie do eletrodo que esta imerso em uma célula eletroquimica (Avelino, et al.,
2021; Da silva-junio et al., 2022b).

0O+ ne” &R
Eqg. 1

Sendo O a forma oxidada da espécie eletroativa, R a forma reduzida e ne o

namero de elétrons envolvidos no processo de oxirredugao.
3.4.2 Espectroscopia de impedancia

A Espectroscopia de Impedancia (El) € uma técnica utilizada para caracterizar
as propriedades elétricas de materiais, sejam eles de natureza 6hmica ou néo, e suas
interfaces. Ela permite a realizacdo de medicdes tanto em soélidos quanto em
eletrolitos. A forma mais comum de empregar a técnica de EIl envolve a obtencédo
direta de dados no dominio da frequéncia, por meio da aplicacdo de um potencial de
frequéncia monocromatica a interface e subsequente registro do deslocamento da
fase, bem como da amplitude (parte real e imaginaria, respectivamente) da corrente
resultante naquela frequéncia (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

A impedancia € compreendida a partir das resisténcias e reatancias

identificadas enquanto a corrente circula pelo circuito composto por resistores,
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capacitores ou indutores. A representacdo grafica em que a parte imaginaria da
impedancia varia em relacdo a parte real é conhecida como grafico de Nyquist.
Quando a magnitude e a fase da impedancia séo relacionadas a frequéncia, o grafico
€ chamado de Bode. Cada ponto presente no grafico de Nyquist corresponde a

impedancia em uma frequéncia especifica (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

A impedancia é definida como uma magnitude complexa. Ela é categorizada
como estritamente real quando a fase é zero, levando a expressao Z(w) = Z'(W),
indicando um comportamento puramente resistivo. Nestas condi¢des, a impedancia
permanece constante em funcéo da frequéncia. No entanto, em situacdes em que Z'
€ uma funcdo dependente da frequéncia, as relacdes estabelecidas por Kroning-
Kramers garantem que Z” ndo seja nula em todas as frequéncias, mas sim que varie

conforme a frequéncia (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

3.4.2.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), também conhecida como
método de impedancia de corrente alternada, € uma técnica que se baseia no dominio
da frequéncia. O sistema impedimétrico pode ser visto como uma combinacdo de
elementos em um circuito passivo, composto por resisténcia, capacitancia e
indutancia. Nessa configuracdo, quando uma corrente € aplicada aos elementos, a
corrente resultante é obtida utilizando a lei de Ohm. A EIE utiliza a aplicacdo de um
potencial de corrente alternada (AC) em fungcdo do tempo para medir a corrente
gerada (Majeed, et al., 2022).

Essa técnica permite avaliar a interacéo entre moléculas no desenvolvimento
de biossensores, analisando a variagcao das correntes geradas durante as etapas de
montagem e biointeragdo com o analito. Existem duas abordagens comuns desta
técnica: Faradaicas e ndo-Faradaicas. No método néo-Faradaico, ndo ocorre a
transferéncia de elétrons entre os eletrodos; o objetivo € detectar mudancas de
capacitancia na dupla camada elétrica (CDE) préxima a superficie do ET, podendo
ser usada para detectar a ligacdo de biomarcadores aos eletrodos funcionalizados

com elementos de bioreconhecimento (Kemp, 2021).
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Por outro lado, as abordagens Faradaicas utilizam eletrélitos contendo uma
alta concentracdo de espécies redox (reducdo-oxidacdo), que, impulsionadas por
uma tensdo aplicada, sofrem reacbes eletroquimicas reversiveis e aumentam a
transferéncia de elétrons via interface eletrdlito-eletrodo (Kemp, 2021). A sonda redox
comumente usada € o ferro/ferricianeto [Fe(CN)6] 34—, que passa pela seguinte
reacao:

[Fe(CN)6] 3— + e — = [Fe(CN)6] 4—
Eq. 2

Comparando-a com outras técnicas, a EIE traz vantagens, pois € uma técnica
de estado estavel que utiliza analise de pequenos sinais e pode sondar relaxacées
de sinal em uma faixa muito ampla de frequéncia aplicada, de menos de 100 mHz a
mais de 100 kHz, utilizando estacfes de trabalho eletroquimicas comercialmente

disponiveis (Potenciostato/galvanostato) (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

A impedancia é a medida da capacidade que um circuito elétrico possui para
resistir a passagem de corrente elétrica. As medidas sao realizadas em uma faixa de
frequéncias, separando os processos fisicos e quimicos por suas constantes de
tempo. Quando a AC é aplicada a estes elementos, a corrente resultante € obtida pela
lei de Ohm, que € aplicada a elementos resistivos e € dada pela razdo entre a tensao
aplicada (V) e a intensidade que a corrente (I) flui pelo elemento, conforme
representado na equacéao abaixo (Lucena, et al., 2022; Magar; Hassan; Mulchandani,
2021).

~I<

Eq. 3
A impedancia pode ser representada graficamente, utilizando a relacdo de
Euler para expressar a dependéncia do angulo de fase por meio de funcdes

trigonométricas (Lvovich, 2012; Spikes, 2020), resultando na seguinte equacao:

Z =|Z|(cos¢p + j send) = Z,o + Zipy,
Eqg. 4
A equacao acima mostra que a impedancia é um valor complexo, com partes
real e imaginaria (Zre vSs. Zim), representando a proje¢do do modulo de impedéancia nos

eixos de um sistema de coordenadas no plano cartesiano. Assim, a impedancia pode
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ser representada no plano complexo na forma de um vetor, também denominado de
fasor (Fig. 7) (Spikes, 2020; Habekost, 2021; Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Figura 7: Representacao do vetor (fasor) da impedéancia Z demonstrando as rela¢des entre
o complexo de impedancia (|Z|), &ngulo de fase (¢) e magnitude, Zre e Zim (eixo real e
imaginario, respectivamente).

w2

3mi2
Fonte: Proprio autor, 2023.

Os biossensores sao dispositivos analiticos de diagnéstico capazes de medir
a impedéancia de um sistema através de uma perturbacdo da corrente senoidal de
pequena amplitude de sinal, aplicando um potencial na superficie do eletrodo de
trabalho e apresentando propriedades resistivas e capacitivas. Sua principal
caracteristica € 0 uso da técnica de Espectroscopia de Impedéancia eletroquimica,
onde os espectros de impedancia sdo obtidos pela alteragéo na frequéncia em uma

faixa determinada (Lu, et al., 2020).

Os métodos impedimétricos sao considerados excelentes ferramentas por
identificarem a transferéncia de elétrons em alta frequéncia e a transferéncia de
massa em baixa frequéncia, além de monitorar a interacdo entre os elementos de
bioreconhecimento imobilizados na superficie do eletrodo de trabalho e os analitos
alvo. Esses métodos podem fornecer respostas quantitativas de parametros

eletroquimicos (Malvano; Pilloton; Albanese, 2020; Strong, et al., 2021).

Diferentemente dos biossensores amperométricos e potenciométricos, 0s
impedimétricos possibilitam a deteccdo direta de eventos de reconhecimento

biomolecular sem o0 uso de marcadores, sendo chamados na literatura de
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biossensores “label-free”. Esses biossensores requerem um biorreceptor especifico
gue faca uma ligacdo direta com o analito, como DNA/RNA, anticorpos, aptameros
(APTSs), peptideos e outros (Malvano; Pilloton; Albanese, 2020). Uma representacao
do funcionamento de um biossensor baseado na técnica de EIE é mostrado na figura
8:

Figura 8: Esquematizagdo geral sobre o principio de funcionamento de um biossensor
impedimétrico, antes e ap6s a ligacdo com o analito.
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3.4.2.2 Circuito equivalente

Para ajustar os dados experimentais da impedéancia, empregam-se circuitos
equivalentes, que sdo combinacdes de capacitores, resistores, indutores e outros
componentes caracteristicos em uma célula eletroquimica, distribuidos em série ou
em paralelo. Um exemplo é o circuito equivalente de Randles (Fig. 9b), um dos mais
utilizados para células em solu¢des aquosas, condutoras e idnicas. Esse circuito é
empregado para organizar os dados da EIE e determinar os valores dos parametros
elétricos para a concentracdo do analito (Habekost, 2021; Magar; Hassan;
Mulchandani, 2021).

A estrutura do circuito de Randles envolve: Rct = resisténcia a transferéncia

de carga, w = frequéncia angular, Rs = resisténcia da solu¢édo e Cdl = capacitancia da
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dupla camada elétrica. Os valores da impedéancia podem ser avaliados segundo as

equacdes 5, 6 e 7 abaixo (Habekost, 2021; Magar; Hassan; Mulchandani, 2021):

Z(t) = E(t)/I(t)

Eqg. 5
2 =Ry
© % 1+ w2C2dIRct?
Eq. 6
. wCdl R%ct
1+ w2C2dIR%ct
Eqg. 7

Onde: Rs — resisténcia intrinseca da solucdo; Rcr — resisténcia a transferéncia de

carga; w — frequéncia angular; Cdl — capacitancia de dupla camada elétrica.

As respostas elétricas (formato de semicirculos) sdo associadas com a
resposta do circuito elétrico. O circuito escolhido € aquele cujo modelo matematico se
ajusta ao resultado do grafico de Nyquist, denominado circuito equivalente. O
Diagrama de Nyquist é a equacéo utilizada habitualmente para representar o espectro
da impedancia, consistindo em uma série de pontos que representam a magnitude e
a direcdo do vetor de impedancia para uma frequéncia especifica (Deusenbery;
Wang; Shukla, 2021; Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Essas representacbes também sdo empregadas em simulacées
computacionais de impedancias em sistemas variados. Nos experimentos
eletroquimicos, a impedancia é composta pelas componentes Rs, Cdl, Rct e o
elemento de Warburg (Zw), conforme ilustrado no circuito representado na figura 9b.
A combinacdo desses elementos é conhecida como circuito de Randles, sendo um
dos circuitos mais amplamente utilizados em simulacdes com EIE (Deusenbery;
Wang; Shukla, 2021; Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).
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Figura 9 a-b: Diagrama de Nyquist, (Z”) parte imaginaria e (Z’) parte real da impedancia (a),
Circuito equivalente de Randles (b).
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Fonte: Proprio autor, 2023.

3.4.2.3 Dupla camada elétrica

A dupla camada elétrica (DCE) é uma camada na superficie dos eletrodos
gerada a partir da movimentagdo de ions e suas interacdes eletrostaticas com dada
superficie. A DCE se forma a partir de potenciais de Galvani existentes entre duas
fases condutoras distintas, por exemplo, duas camadas paralelas com cargas de
sinais opostos. A carga negativa de um eletrodo (Fig. 10a) é balanceada pelos cétions
gue se atraem para a superficie do eletrodo, enquanto os contra ions na solucéo
eletrolitica distribuem-se em determinada distancia do eletrodo (Magar; Hassan;
Mulchandani, 2021).

Dessa forma, a DCE é formada por uma camada compacta, chamada plano
interno de Helmholtz (PIH) e a camada difusa chamada de Gouy-Chapman. O limite
da extensdo da camada difusa depende da concentracdo do eletrdlito, logo, a dupla
camada pode afetar a cinética dos processos eletroquimicos em determinados casos.
Uma caracteristica importante da DCE é a distancia entre as duas camadas que a
compdem, a qual pode ser muito pequena, atingindo o nivel molecular entre 0,1 € 0,4
nm. A depender do ET usado, sugere-se que a espessura da DCE possa atingir 1 nm

(Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).
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O perfil potencial-distancia através da DCE envolve dois seguimentos, um com
aumente linear do PIH até o plano externo de Helmholtz (PEH) e outro com aumento
exponencial com a camada difusa. Por meio desta variacéao e da forca i6nica do meio,
a espessura da DCE pode se estender por mais de 10 nm. Quando a DCE é criada
por uma interface eletrodo/solucdo se comporta como um capacitor, logo, outro
caminho é fornecido para o fluxo da corrente concomitantemente ao processo de
transferéncia eletrénica. Por meio disso, a impedancia torna-se uma ferramenta
excelente para caracterizacdo das reacles eletroquimicas do eletrodo (Magar;
Hassan; Mulchandani, 2021).

Figura 10 a-b: Interface onde o eletrodo é carregado negativamente (a); Elementos do
circuito elétrico referentes a cada componente da interface (b); Variagédo do potencial elétrico
na interface do eletrodo (c) (ET: eletrodo de trabalho; Cdl: capacitancia de dupla camada
elétrica; Rp: resisténcia de polarizacdo; Zw: impedéancia de Warbug; Rs: resisténcia da
solucédo; CE: contra eletrodo)
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Fonte: Adaptado de Chang e Park, 2010.

Conforme citado, o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos
produzidos a partir da interacdo de células eletroquimicas formadas por trés
eletrodos, com um elemento sensor responsivo ao analito-alvo, afetando alguns
processos previamente discutidos da DCE, torna-se imensamente essencial. Essas
respostas sao obtidas por meio da mudanca da impedancia eletroquimica, sendo este

o método de transducdo de sinal utilizado na producéo deste trabalho.
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3.5 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA PARA CARACTERIZACAO DE
BIOSSENSORES

A técnica microscopia de forca atbmica (AFM) é empregada para analise de
superficie, proporcionando uma alta resolucdo de estruturas atbmicas e
nanometricas. A geracao de imagens no AFM ocorre pela interacdo de uma sonda
sobre a superficie da amostra, onde se detectam as forgca mecéanicas universais

presentes entre a ponta da sonda (microcantiliveres) e a amostra (figura 11).

Figura 11: Componentes de um microscopio de forga atbmica
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Fonte: Adaptado de MOKOBI, 2023.

Essa técnica baseia-se na interagdo entre microcantiliveres e os atomos de
uma amostra por meio de for¢a de atracdo ou repulsdo. A resultante dessas forcas
pode provocar aproximacao e afastamento dos microcantiliveres, conduzindo assim
o feixe de laser na frequéncia de ressonancia da varredura. O feixe gerado pelo laser
resultante € detectado pelo fotorreceptor e amplificados para um sinal elétrico. Os
sinais elétricos das variacGes de posi¢des e intensidades de luz produzidas pelas
deflexdes, sé@o processados em um computador e convertidos em imagens

topograficas (Deda, et al., 2013).

No desenvolvimento de biossensores, sdo utilizados microcantiliveres que
conseguem varrer a superficie do sensor, identificando interacdes especificas entre

biomoléculas no processo de deteccdo analitica. Esse processo ocorre devido 0s
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microcantiliveres mudarem a sua frequéncia vibratdria ou sofrerem deformacao sobre
moléculas na superficie do sensor. Essa mudanca na frequéncia € detectada e pode
ser usada para mensurar viscosidade, densidade e fluxo em varios sistemas (Deda,
et al., 2013). A técnica de AFM é uma ferramenta importante na caracterizacao
durante o desenvolvimento de sensores, visto que, a partir dela, pode-se observar
modificacdes no relevo da superficie do biossensores durante cada processo de
montagem do sistema, comparados com o0s resultados gerados pelas técnicas

eletroquimicas (Canbaz; Sezgintirk, 2014; Singh, et al., 2014).

A microscopia € uma ferramenta suplementar ao processo de caracterizacao
do biossensor, pois as técnicas eletroquimicas podem fornecer informacdes a
respeito da variacdo de resposta elétrica do sistema durante todo o processo de
construcéo do biossensor. A AFM auxilia na caracterizagdo morfolégica da superficie
do sensor em todos os processos de montagem da plataforma e bioreconhecimento
do analito (Canbaz; Sezgintlrk, 2014; Singh, et al., 2014).

3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) € uma ferramenta de
caracterizacao de imagem tipica e fornece informagdes detalhadas sobre a morfologia
da superficie e composicdo da amostra (Ge, et al., 2020). A técnica se baseia na
aplicacdo de um feixe focalizado de elétrons que escaneia a amostra e interage com
os atomos da amostra fornecendo informacdes sobre a topografia e composicéo da
superficie em tempo real para formacdo de uma imagem tridimensional, com alta
resolucao de cerca de 1-5 nm (Deena; Samuel; Roopan, 2019; Pallares-rusindl, et al.,
2023).

Uma esquematizacao do funcionamento do MEV é apresentada na Fig. 12. O
feixe de elétrons passa através das bobinas de varredura, desviando o feixe nas
direcdes vertical e horizontal para realizacdo da varredura na superficie total. Os
sinais gerados sao detectados e amplificados com a ajuda de dispositivos eletrénicos,
exibindo-os como imagens em um tubo de raios catédicos (Deena; Samuel; Roopan,
2019).



50

Figura 12: Componentes de um microscopio eletrénico de varredura
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3.7 ESPETROSCOPIA INFRAVERMELHA COM TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia infravermelha com Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica utilizada para avalicdo das interacdes entre as liga¢cdes quimicas de um dado
composto a partir de sua vibragdo. Essa vibracdo gera um espectro infravermelho de
absorcdo ou emissdo de amostras solidas, liqguidas ou gasosas. O espectro
infravermelho atua como uma assinatura para cada amostra analisada. A técnica de
FTIR destaca-se em detrimento dos métodos tradicionais de espectroscopia IR
dispersiva, pois obtém o espectro a partir de um interferémetro. Subsequentemente,
aplica-se um célculo matematico chamado Transformada de Fourier, que converte 0s

dados brutos no espectro (Magalhaes; Goodfellow; Nunes, 2021).

Atualmente, a FTIR esta amplamente difundida em areas como a quimica de
alimentos, a area clinica, entre outras. E um método simples, de baixo custo, n&o
necessita de reagentes e € nao destrutivo. O espectro IR é dividido em 3 sub-regibes:
IR distante (< 4000 cm 1), IR médio (4000-400 cm ) e IR préximo (13000-4000 cm -
1) das quais, para andalises com amostras biolégicas, aplica-se a regido média. Além
do uso da Transformada de Fourier, outra vantagem da técnica FTIR € a possibilidade
de obtencao do espectro completo simultaneamente, ao contrario da espectroscopia
IR dispersiva, onde a amostra passa por uma analise sequencial para geracao do

espectro (Magalhdes; Goodfellow; Nunes, 2021).
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Na regido média, normalmente observam-se as assinaturas vibracionais dos
principais grupos quimicos presentes em lipidios, carboidratos, acidos nucléicos e
proteinas. A regido existente entre 1800-900 cm -1 é denominada regido da impresséo
digital, pois possui as vibra¢des primordiais de todos 0s compostos que caracterizam
uma amostra especifica. Nos ensaios com amostras biolégicas, podem ser
empregados trés modos de amostragem: transflexdo, transmissdo e reflexdo total
atenuada (ATR), os quais ambos sao aplicados na obtencédo de espectros de células,
tecidos e biofluidos (Magalhdes; Goodfellow; Nunes, 2021).

Os modos de transflexdo e transmissdo atuam em uma pequena area da
amostra e sdo nao destrutivos, todavia, requerem preparagao prévia do instrumento,
da amostra, e apresentam baixa relacéo sinal-ruido (SNR). Em contrapartida, o ATR-
FTIR é mais vantajoso do que os métodos de transmissao pela sua simplicidade de
manuseio, alto SNR e alta resolu¢cdo espacial. Aléem disso, a sua radiacdo IR é
direcionada por um elemento de reflexdo interna (IRE), apresentando alto indice de
refracdo, e ndo diretamente pela amostra. Logo, a amostra precisa estar em contato
direto com o IRE para que a radiacdo IR seja devidamente absorvida. Uma
esquematizacao do funcionamento de um FT-IR é apresentado na fig. 13 (Magalhaes;
Goodfellow; Nunes, 2021).

Figura 13: Componentes de um equipamento de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier
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3.8 NANOMATERIAIS

Os nanomateriais (NMs) sédo materiais que utilizam nanotecnologia e possuem
pelo menos uma dimensao inferior a 100 nanémetros (nm). Eles ganharam evidéncia
guando pesquisadores descobriram que seu tamanho influenciava nas propriedades
fisico-quimicas, como as propriedades quimicas, elétricas, mecéanicas e oOpticas.
Podem ser classificados de acordo com sua dimensionalidade, morfologia, estado e

composicao quimica (Saleh, 2020).

Os nanomateriais baseados em carbono apresentam propriedades Unicas e
sdo aplicados em diversos campos interdisciplinares. O carbono é um al6tropo de
estado soélido que pode originar uma ampla variedade de estruturas, como o grafite,
diamante, grafeno e nanotubos de carbono (Li, et al., 2019). Esses nanomateriais sdo
formados por atomos de carbono sp? e sp®, hibridizados em varias dimensées.
Apresentam propriedades quimicas e fisicas, como condutividade, estabilidade

guimica, propriedades térmicas e mecanicas, dentre outras (Saleh, 2020).

3.8.1 Classificagcao quanto a dimensionalidade

Com base na sua dimensionalidade e conformacédo geral, os NMs podem ser
classificados em quatro classes. Os nanomateriais de dimenséo zero (OD) possuem
todas as suas dimensdes em nanoescala (abaixo de 100 nm), incluindo NMs
esféricos, cubos, nanobastdes, metais, pontos quéanticos (QDs) e outros. Os
nanomateriais unidimensionais (1D) tém uma dimensdo ndo estd em nanoescala,
como filamentos ou fibras metalicas, nanotubos, nanofios, nanofibras, etc. Os
bidimensionais (2D) apresentam apenas uma dimensao em nanoescala, incluindo
filmes finos, nanoplacas, entre outros. Por fim, os materiais tridimensionais (3D)

possuem varias dimensdes além de 100 nm, como os favos de mel (Saleh, 2020).

3.8.2 Nanotubos de carbono de paredes multiplas

Os nanotubos de carbono (CNT) tém sido os nanomateriais de carbono mais
pesquisados desde Sumio lijima et al., 1991. Sdo unidimensionais e apresentam

estrutura oca formada por atomos de carbono hibridizados sp? dispostos em
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estruturas hexagonais, seu diametro € cerca de 1 nm (figura 14a). Podem ser
classificados como nanotubos de paredes simples (SWCNTSs), formados por uma
Unica folha de grafeno em formato de tubo (figura 14b), ou de mudltiplas paredes
(MWCNTSs), formados por mais de uma folha de grafeno enroladas entre si. Os
MWCNTs séo consideravelmente maiores que os SWCNTs, com diametro
geralmente entre 10-100 nm (figura 14c), (Li, et al., 2019).

No contexto da aplicagdo em biossensores, os MWCNTSs se destacam devido
a sua estrutura, pois possuem excelentes propriedades, como atividade
eletrocatalitica, alta biocompatibilidade e rapida cinética de transferéncia de elétrons
guando comparados com outros nanomateriais utilizados nesses dispositivos. Essas
caracteristicas sdo favoraveis e promissoras para 0 uso desses materiais no

desenvolvimento de biossensores eletroquimicos (Li, et al., 2019; Saleh, 2020).

Figura 14: Demonstracdo da folha de grafeno (a), CNT de parede simples (B), CNT de
multiplas paredes (c).

Fonte: Adaptada de Ferrier, Honeychurch, 2021.

3.8.3 Aplicacdes em biossensores

Atualmente, os CNTs estédo sendo aplicados em uma vasta gama de areas. No
campo dos biossensores, sdo exploradas suas propriedades fisicas e quimicas
vantajosas. As altas areas superficiais dos nanotubos e suas Gtimas propriedades
elétricas permitem a implementacao das plataformas biossensores. Por exemplo, eles
melhoram a imobilizacdo de elementos de reconhecimento biolégico e aumentam as
areas de superficies ativas dos eletrodos de trabalho, além de melhorar a
transferéncia de elétrons. Isso resulta em um aumento da sensibilidade e na
diminuicdo dos limites de detec¢do dos biossensores (Ferrier; Honeychurch, 2021,
Sanati, et al., 2023).
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3.9 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos antimicrobianos (PAMs) séo pequenos peptideos moleculares com
funcdo na imunidade inata do hospedeiro contra diversos microrganismos, incluindo
bactérias, fungos, parasitas e virus (Lei, et al., 2019). O aumento da RAM configura
um grave problema de saude publica global devido ao crescente numero de doencas
infecciosas, tornando-se cada vez mais dificil de tratar. Essa problematica impulsiona
uma busca por novas op¢cdes de agentes contra 0S microrganismos resistentes aos

antibiéticos convencionais (Souza e silva, et al., 2022).

Os PAMs sdo compostos por pequenas sequéncias contendo de 12 a 50
residuos de aminoacidos em sua composicdo. Geralmente sao catibnicos,
apresentando carga total entre +2 e +9 em pH fisiolégico, e possuem estrutura
anfipatica, com mais de 50% de residuos de aminoacidos hidrofébicos. Esses
peptideos podem ser encontrados em varios tipos de organismos, como plantas,
animais, insetos, microrganismos unicelulares, ou ainda serem sintetizados em

laboratorio (Souza e silva, et al., 2022).

3.9.1 Tipos e caracteristicas estruturais

Baseado em suas estruturas (Fig. 15), os PAMs podem ser classificados em
guatro grupos: a-hélice (que formam hélices anfipaticas em membranas ou
semelhantes), p-folha (normalmente estabilizados por pontes dissulfeto e possuem
estrutura rigida), estrutura de peptideo estendido e estrutura em loop (Souza e Silva,
et al., 2022). Os PAMs a-hélice, como magaininas, clavaninas e cecropinas, sao
atualmente os mais estudados. Ainda que sejam classificados por sua estrutura, sua
citotoxicidade é atribuida a tendéncia de formar a a-hélice, que pode apresentar uma
superficie mais hidrofébica (Zhang, et al., 2021). A nisina (N5-1) foi o primeiro PAM
isolado de bactérias, apresenta citotoxicidade para outros tipos de bactérias quando
produzida pela cepa hospedeira. Na indastria alimenticia, a nisina é amplamente
utilizada como conservante natural devido a sua atividade antisséptica (Kitagawa,
Otani; Inai, 2019).



55

As a e B-defensinas e protegrinas sao exemplos de PAM B-folha e possuem
guatro pontes dissulfeto, conferindo rigidez e estabilidade em meios aquosos. A
tanatina é o principal representante do grupo dos PAM em loop, apresentando uma
estrutura de 21 residuos de aminoacidos. Os peptideos pertencentes ao grupo dos
estendidos sao ricos em prolina, arginina, histidina e/ou triptofano. Um exemplo é a
estatina salivar, rica em histidina. No entanto, seu mecanismo de acdo ndo é bem
elucidado e muitos desses do grupo n&o séo ativos em membranas (Zhang, et al.,
2021).

Figura 15: Estrutura 3D dos principais PAMs descritos atualmente na literatura
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Fonte: PDB (Protein Data Bank, https://www.rcsb.org/).

A interacdo com membranas bioldgicas pode ser explicada pelos modelos de
permeabilizacdo de membrana (Fig. 16 a-c), que incluem o modelo de poro toroidal,
formacgéo de barril, formacdo de carpete e agregados. Cada modelo descreve um
mecanismo especifico pelo qual os peptideos interagem com a membrana bacteriana,
induzindo poros ou perturbacfes na estrutura lipidica. O modelo agregado envolve
competicdo por cations bivalentes e translocacdo dos peptideos, oferecendo
diferentes perspectivas sobre os processos de permeabilizacdo da membrana. Essas
abordagens estruturais sdo fundamentais para compreender os mecanismos de acao

dos peptideos antimicrobianos (Huan, et al., 2020).
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Figura 16 a-c: Esquematizacdo dos diferentes modos de acdo descritos, carpete (a), barril
(b), e poro toroidal (c).
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Fonte: Adaptado de Huan, et al., 2020.

3.9.2 Modo de interagdo com membranas biolégicas

Os peptideos antimicrobianos tém a capacidade para interagir com
fosfolipidios, especialmente devido as suas propriedades anfipaticas, que permitem
a interacdo com as membranas biolégicas presentes em microrganismos. Sendo
assim, sua atividade antimicrobiana é regida por aspectos estruturais moleculares
interdependentes, como a conformagdo estrutural, hidrofobicidade, carga,

anfipaticidade e angulo polar (Huan, et al., 2020).

3.9.2.1 Hidrofobicidade

A atividade e seletividade dos PAMs sdo caracteristicas baseadas na
hidrofobicidade, que é a percentagem de residuos hidrofébicos dentro do peptideo,
sendo em geral, cerca de 50% nos PAM. Este parametro determina a extensao da
particdo do peptideo que entrard no nucleo hidrofébico da membrana da bactéria.
Pesquisas indicam que essa caracteristica € determinante para a variedade de
células-alvo de um PAM, onde o aumento da taxa de hidrofobicidade pode aumentar
0 numero de alvos de dado peptideo. No entanto, apesar de suas propriedades

benéficas, a anfipaticidade é considerada mais importante que a hidrofobicidade no
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estudo da ligacdo com membranas de microrganismos (Huan, et al., 2020; Tan; Fu;
Ma, 2021).

3.9.2.2 Carga

A maioria dos PAMs catidnicos estudados apresenta carga positiva variando
entre +2 e +9. Essa cationicidade desempenha um papel fundamental nas interacées
eletrostaticas inicias entre os PAMs e as membranas fosfolipidicas dos
microrganismos, como as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Essa afinidade
eletrostatica conferida pelos peptideos os torna seletivos para esses patbgenos em
comparacao com as células do hospedeiro (Huan et al., 2020; Souza e silva et al.,
2022).

3.9.2.3 Anfipaticidade

Define-se como a proporcao relativa e distribuicdo de residuos ou dominios
hidrofébicos e hidrofilicos presentes. E possivel medi-la a partir do momento
hidrofébico, que é calculado como uma soma vetorial da hidrofobicidade de um
aminoacido individual normalizado em uma hélice ideal. A mais comum é a a-hélice
anfipética, possui de 3-4 residuos e uma interagdo destaque com as membranas
anfipaticas (Huan, et al., 2020).

3.9.2.4 Angulo polar

E a proporcéo relativa das facetas polar e ndo polar do PAM em conformac&o
de hélice anfipatica. Em um exemplo hipotético, a segregac¢éo entre os dominios, com
uma faceta de residuos hidrofébicos e outra de residuos carregados, gera um angulo
polar de 180°. A fim de reduzir esse angulo, indicando uma maior mistura entre os
residuos, duas estratégias podem ser adotadas: diminuir a segregacdo entre 0s
dominios ou aumentar a proporcao de residuos hidrofébicos na hélice. Essas
abordagens objetivam promover uma melhor distribuicdo de residuos ao longo da
hélice e favorecer as interacfes estruturais que diminuem o angulo polar (Doria, 2021,
Huan, et al., 2020).



58

3.9.2.5 Areas de aplicacdo

Os PAMs estdo em evidéncia em diversas areas, por exemplo em virtude de
sua capacidade de regular reacfes proé-inflamatorias, recrutar células, matar células
cancerigenas. Na area médica, as a-defensinas HNP-1, HNP-2 e HNP-3 séo
amplamente estudadas e mostram atividade antibacteriana (Da silva; Carvalho;
Ribeiro, 2023). A industria alimenticia também demonstra interesse no uso de PAMSs,
pela sua capacidade de inibicdo do crescimento de algumas bactérias, possibilitando
a fabricacdo de produtos com maior durabilidade e menos conservantes sintéticos
(Anumudu, et al., 2021).

A industria farmacéutica tem particular interesse nos PAMs devido a urgéncia
na descoberta de novas classes de antibioticos, além do interesse na capacidade de
alguns peptideos poderem matar bactérias que sao multirresistentes. Além das areas
citadas, na area da area da nanotecnologia, biossensores para diagnésticos que
utilizam peptideos antimicrobianos como elementos de reconhecimento biolégico vém
crescendo consideravelmente, como por exemplo os biossensores eletroquimicos

desenvolvidos por (Malvano; Pilloton; Albanese, 2020) e (Da silva-junio et al., 2022b).

3.9.3 Temporinas

As temporinas sao um tipo de peptideo identificados inicialmente nos extratos
de metanol da pele dos sapos asiatico Rana arythraea e dos sapos hibridos europeus
Rana esculenta (reclassificado como Pelophylax lessonae/ridibundus). Classificam-
se como peptideos do tipo Vespa pela sua semelhanga com a sequéncia de peptideos
guimiotaticos isolados do veneno de vespas do género Vespa (Conlon, 2008; Ong;
Ismail; Shahrudin, 2021). Em 1996, um grupo formado por 10 peptideos
estruturalmente relacionados com propriedades antimicrobianas foi descoberto por
Simmaco et al. (1996).

Foram isolados de secrec¢des da pele do sapo vermelho europeu Rana
temporaria e designados como temporinas (A — L), atualmente classificadas como
1Ta — 1Tl (Conlon, 2008). Hoje, a familia das temporinas possui mais de 121

isoformas diferentes, alguns contendo até 17 aminoacidos (aa), todavia, as
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temporinas classificam-se entre os menores peptideos antimicrobianos, possuindo de
10-14 residuos de aa, com uma carga liquida positiva baixa em pH neutro (0 a +3),
devido a presenca de apenas 1 ou 2 residuos basicos na sua sequéncia. Seu carater
catibnico baixo € exclusivo quando comparados a outros PAMs. As temporinas sao
sintetizadas como precursores contendo um dominio N-terminal conservado que

termina em lisina ou arginina (Mangoni, 2006; Zannella et al., 2022).

3.9.3.1 Temporina-PTa: propriedades e estrutura

O peptideo Temporina-PTa (T-PTa) foi isolado inicialmente da pele do sapo de
fogo da Malasia Hylarana picturata por Conlon, (2008b). E a Unica temporina
encontrada nesta espécie de anfibio, possui uma sequéncia com 13 residuos de
aminoacidos, amidacdo no C-terminal, estrutura alfa-hélice, com carga de +3 e
hidrofobicidade de 61%, possui atividade antimicrobiana para a bactéria

Staphylococcus aureus (Mishra; Wang, 2012).

3.9.4 Peptideo Hylarana picturata Multiatividade 1 (Hp-MAP1)

O peptideo Hylarana picturata Multiatividade Antimicrobiana 1 (NHz -
AAGKVLKLLKKLL-COOH) é um peptideo sintético derivado do T-PTa (NH:2-
FFGSVLKLIPKIL-COOH) pertencente ao grupo das temporinas. Apresenta atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e atividade

antibiofilme (Souza e silva et al., 2022).

O processo de sintese do Hp-MAP1 envolveu a troca dos aminoacidos Serina4
e Prolinal0 (da T-PTa) por lisinas, pois representavam um residuo polar nao
carregado e um residuo quebra de a-hélice, respectivamente. Além disso, foram
adicionados residuos de alanina no terminal N para auxiliar a extensdo do segmento
a-helicoidal, e residuos de isoleucina foram substituidos por residuos de leucina
visando reduzir a hidrofobicidade. Demonstra-se que o aumento de residuos
carregados positivamente foi benéfico para as interacdes eletrostéaticas iniciais entre
0os PAMs e as membranas bacterianas carregadas negativamente, implementando a
capacidade de seletividade do PAM (Jia, et al., 2020; Liscano, et al., 2019; Souza e
silva, et al., 2022).
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O Hp-MAP1 é um peptideo sintético inovador utilizado neste trabalho na
construcdo de um biossensor eletroquimico para deteccéo de bactérias de interesse
clinico. Um trabalho anterior utilizando o T-PTa demonstrou a especificidade e
seletividade dos peptideos derivados do grupo das Temporinas no desenvolvimento
de biossensores como ferramentas complementares ao diagndstico microbiolégico
(Da silva-junio, et al., 2022b; Pan, et al., 2024).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), Nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNTSs) carboxilados, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)
e N-Hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Ferri
(K3[Fe(CN)6]), ferrocianeto de potassio (k4[Fe(CN)6]), fosfato de s6dio monobasico
(NaH2PO4) e fosfato de sddio dibasico (NazHPO4) foram obtidos da VETEC (Brasil).

As bactérias utilizadas neste estudo foram preparadas em agar Mueller-Hinton
a 37°C por 24h, e posteriormente distribuidas em solucdo salina em diferentes
concentragdes (10 a 107 UFC/mL) conforme a escala de McFarland (ANDRADE, et
al., 2015). Todos os materiais foram previamente esterilizados, os demais produtos e
reagentes quimicos foram utilizados sem purificacdo posterior. Em todas as etapas
dos experimentos foi usada agua deionizada obtida a partir do sistema de purificacao
Milli-Q plus (Billerica, EUA).

4.2 SINTESE DO PAM HP-MAP1

O peptideo Hylarana picturata multiatividade 1 (Hp-MAP1) foi adquirido da
Aminothec Company (Brasil). O processo de sintese ocorreu pelo método de fase
sélida utilizando o N-9-fluorenylmethoxycarbonil (Fmoc), a purificacdo utilizou o
método de fase reversa de alta performance por cromatografia liquida (RP-HPLC)

com >95% de pureza, e confirmado por espectroscopia de massa por spray ionico.

4.3 MODIFICACAO DA PLATAFORMA BIOSSENSORA COM MWCNTS E PAM HP-
MAP1

O eletrodo de trabalho com superficie de ouro (¢ = 2 mm) foi polido com
movimentos circulares utilizando uma lixa de polimento e agua deionizada, com a
adicdo de alumina (Al203) como abrasivo. Ap6s o polimento, o eletrodo foi
cuidadosamente lavado varias vezes com agua deionizada para remover todos 0s
residuos. Posteriormente, o eletrodo foi imerso em uma solucéo acida (H2S04 0.1 M),

de 0,5 mg de MWCNTs para o processo de eletrodeposi¢céo, na qual as particulas
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foram previamente dispersas utilizando CTAB (0,045 M) e banho ultrassénico. O
CTAB foi empregado como surfactante catibnico para facilitar a dispersdo dos
MWCNTs na solucdo de eletrodeposicdo (Bolat, 2020). A eletrodeposicdo foi
realizada com um potencial de varredura entre — 0,8 V a + 1,2 V (vs. Ag/AgCl), (10
ciclos, taxa de varredura = 100 mV.s?). Em seguida, para ativagao dos grupamentos
carboxila livres dos MWCNTSs foi gotejado 4 pL dos agentes de acoplamento EDC-
NHS (0,4 M e 0,1 M, proporcionalmente, 1:1, v/v) por 10 min (Andrade, et al., 2015).

Seguidamente, 2 uL do PAM Hp-MAPL1 foi gotejado sob a superficie do
eletrodo, o método utilizado foi a adsor¢céo fisica por 30 minutos para secagem
completa da superficie do eletrodo. Para as analises do analito alvo foi utilizada uma
suspensédo previamente preparada a 25°C em diferentes concentragdes (10! a 10°
UFC/mL) das cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), onde o eletrodo de trabalho com superficie

modificada foi imerso por 5 min, e submetido as analises eletroquimicas.

Abaixo na fig. 17 € demonstrada uma representacdo esquemaéatica do processo de

modificacdo da plataforma biossensora.
Figura 17: Representacdo esquematica da plataforma sensora MWCNTs_Hp-MAPL1.
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Fonte: Proprio autor, 2023.
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4.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Os dados eletroquimicos foram obtidos usando um Autolab PGSTAT302N
potenciostato/Galvanostato (Ecochemie, Netherlands), interfaciado pelo software
NOVA verséo 1.8. Todos os experimentos foram executados usando 20 mL de PBS
(pH 7.4) contendo 10 mM [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]*- (1:1) usado como sonda redox.
Medidas EIE foram conduzidas em uma célula eletroquimica convencional formada
por trés eletrodos: BGE como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl (KCI 3 M) como eletrodo
de referéncia e fio de platina como contra eletrodo.

O espectro de impedancia foi realizado na frequéncia de 100 mHz a 100 kHz,
com amplitude de onda senoidal de potencial de 10 mV. Todas as medidas
eletroquimicas foram executadas em duplicata em 25 °C no interior de uma gaiola de
Faraday. O software OriginPro 9.0 foi utilizado para confeccdo dos graficos e
obtencdo de dados matematicos. A andlise da estrutura morfolégica da solucao de
eletrodeposicdo de MWCNTSs foi realizada por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) (JSM-5900, JEOL, Japan).

4.5 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A andlise da composicdo morfologica e estrutural do biossensor foi feita por
um microscopio de forga atbmica SPM-9700 (Shimadzu Corporation, Japan). Foram
utilizados cantilevers com ponta de silicio (Nanoworld, Japan, frequéncia ressonante
= 190 kHz, forga constante = 42 N.m-1) no modo n&o contato, a 25°C £ 1 °C. As
imagens obtidas foram processadas utilizando Gwyddion software. Todas as
varreduras foram realizadas em triplicatas para verificar a reprodutibilidade das
imagens obtidas.

4.6 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHA COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada na regido IR média (1000 cm™ a 4000 cm™) com resolucdo de 2 cm™. Foi

utilizado um espectrometro FTIR Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Rowville,
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Australia) com diamante acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) e amostragem

de eletrodo de ouro.
4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A analise morfologica da solucédo de eletrodeposicdo (CTAB/MWCNTS) foi
realizada através de um microscépio eletrénico de varredura (MEV) Tescan LYRA 3
e Tescan MAIA 3 equipados com um FEG (Tescan Ltd., Brno, Republica Tcheca) e
detector EDX MAX 50 (Oxford Instruments plc, Abingdon, Reino Unido), operando
com velocidade de aceleracao de elétrons de 15 kV em temperatura ambiente (24 °C
+ 1°C), com ampliacdes de 50.000 e 100.000 vezes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLATAFORMA SENSORA MWCNTS_HP-MAP1

A imobilizacdo dos MWCNTs e PAM Hp-MAP1 foi realizada através da
modificagcdo da superficie de ouro (BGE) do ET, conforme esquematizado na

ilustracdo da plataforma sensora na Figura 18.

Figura 18: Esquematizacao da plataforma sensora MWCNTs_Hp-MAPL1.
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Fonte: Préprio autor, 2023.

5.2 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA DAS ETAPAS DE MONTAGEM DO
ELETRODO

5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 19 demonstra que os MWCNTSs estao distribuidos uniformemente na
nanoestrutura em forma de fio. Estudos anteriores também observaram resultados
semelhantes (Anshori, et al., 2021; Morsy, et al., 2014). Os MWCNTs foram
analisados para avaliar suas propriedades fisicas, incluindo tamanho e estrutura. As
amostras foram examinadas sob ampliagcdes de 50.000 e 100.000 vezes, gerando
imagens detalhadas. Os MWCNTs apresentaram um diametro médio de
aproximadamente 80,26nm com paredes compostas por varias camadas

concéntricas de grafeno.
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Figura 19 a-b: Avaliacéo da solucéo de eletrodeposicéo via MEV

Fonte: Autor Proprio, 2023.
5.2.2 Microscopia de Forca Atdmica

A andlise topografica das etapas de montagem do biossensor e as mudancas
na superficie apds o processo de adsorcdo do Hp-MAP1 e bioreconhecimento das
amostras de microrganismos foram avaliadas via AFM (Fig. 20). Os parametros de
rugosidade média aritmética (Ra) e rugosidade média quadratica (Rms) foram
utilizados para quantificacdo da rugosidade das superficies analisadas. Na Fig. 20a,
observa-se a superficie do eletrodo apdés o processo de eletrodeposicdo dos
MWCNTs, na qual formou-se uma camada condutora de aspecto aspero, com
irregularidades e presenca de vales e picos, com altura de 210 nm (Ra: 12.58 nm,
Rms: 19.33 nm), corroborando com estudos anteriores, como o trabalho de Chen, et
al. (CHEN, 2023).

Apos a adsorcédo do PAM Hp-MAPL1 (Fig. 20b), observou-se uma uniformizacao
da superficie com diminuicéo na rugosidade do perfil topogréfico, além da diminuicdo
dos vales e picos (Ra: 15.63 nm, Rms: 21.54 nm), indicando sua adesdo, em
conformidade com estudo semelhantes, como o trabalho de da Silva-Junio et al (Da
Silva-Junio, et al., 2022b). ApGs o contato com o patégeno Gram-positivo (S. aureus)
(Fig. 20c), houve um aumento significativo na rugosidade e topografia do sistema
sensor. O sensor revelou alteracdes morfologicas com altura de 340nm (Ra: 23.41

nm, Rms: 31.29 nm) caracterizando o bioreconhecimento.
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Em contrapartida, na interacdo com a bactéria Gram-negativa (P. aeruginosa)
(Fig. 20d) a caracteristica topografica do sensor mudou, passando a apresentar vales
e picos com altura de 423nm (Ra: 35.67 nm, Rms: 42.10 nm). A interacdo foi
confirmada em todas as amostras pelas mudancas observadas na altura e topografia,
demonstrando a capacidade de ligacao do biossensores funcionalizado Hp-MAP1. O
reconhecimento das bactérias Gram-negativas resultou em alturas maiores que o
reconhecimento do grupo Gram-positivo. Resultados semelhantes foram relatados

por Silva Junior, et al (Silva junior, et al., 2018).

Figura 20 a-d: Imagens 3D (5.0 ym x 5.0 ym) via AFM da topografia do processo de
modificagdo da superficie do ET via eletrodeposicdo de MWCNTs (a), MWCNTs_Hp-MAP1
(b), interacbes com bactérias Gram-positiva (c) e Gram-negativa (d).
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Fonte: Préprio autor, 2023.

5.3 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHA COM TRANSFORMADA DE FOURIER

As medidas foram realizadas na regido média do espectro IR (4.000 a 1.000
cm?) a fim de avaliar a presenca dos grupos funcionais. A Fig. 21 mostra os espectros
de FTIR-ATR dos MWCNTs funcionalizados. O espectro FTIR apresentado exibe as
bandas de absorcdo de 3000-3500 cm™ atribuiveis a vibracdo de estiramento da
ligacdo OH (Kim; Shin; Park, 2024). O pico de absorcdo de 2920-2851cm? resultou
da assinatura vibracional do estiramento de dois grupos carbonila. O pico em 1470
cm? é atribuido ao estiramento do grupo C=0 (Silva junior, et al., 2018). Os picos
fortes na regido de 963-911 cm sdo atribuidos a um estiramento do grupamento C-
O-C (Kim; Shin; Park, 2024), provavelmente devido a presenca do uso do &cido

cetiltrimetilaménio (CTAB) como surfactante.
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Figura 21: Espectro FTIR-ATR da solucdo de MWCNTSs.
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Fonte: Préprio autor, 2023.

5.4 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA SENSORA
MWCNTS_HP-MAP1

O processo de modificagcéo da superficie do ET (Fig. 22) por CTAB e MWCNTSs
em solucéo acida (0,1 M H2S0Ou) foi realizada através da técnica de voltametria ciclica,
onde foram aplicados 10 ciclos de deposicdo em uma faixa de potencial de varredura
entre — 0,8 V a +1,2 V com uma velocidade de varredura de 100 mV.s! Na varredura
inicial observou-se um pico de oxidacdo em +1,0 V (vs. SCE), e na varredura reversa,
nota-se um pico gerado pelo processo de reducdo em -0,5 V (vs. SCE), conforme
demonstrado no estudo de (Bolat, 2020). As respostas de corrente aumentaram
progressivamente com as varreduras subsequentes. Ao final dos 10 ciclos de
eletrodeposi¢cdo, formou-se uma camada de MWCNTs na superficie do ET, que
passou a ter uma coloragao acobreada.

A utilizacdo do surfactante CTAB permitiu a dispersdo homogénea dos
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) na solucdo &cida, prevenindo
a aglomeracdo dos MWCNTSs, problema comum em &gua e solventes organicos
(Bolat, 2020).
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Figura 22: Voltamograma ciclico obtido durante processo de eletrodeposi¢cdo do MWCNTs
em 0,1 M L — H,SO..
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Fonte: Proprio autor, 2024.

As andlises impedimétricas foram realizadas visando demonstrar as etapas de
modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho na fabricacdo do biossensor. Os
espectros de impedancia representados pelos Diagramas de Nyquist abaixo (Fig. 23)
demonstram o padrdo do eletrodo de trabalho limpo, cujo Rct da curva € baixo,
indicando baixa resistividade do sistema (22 Q +0.01), o processo de eletrodeposicao
com MWCNTs, com aumento do Rcr (742 Q + 0.42), por fim a ativacdo dos grupos
carboxilicos via EDC:NHS e adsor¢cdo do PAM Hp-MAP1 aminado, resultando em
uma ligacdo amida na superficie do sensor, que demonstrou um aumento
consideravel no Rct (1840 Q + 0.015).

Figura 23: Diagrama de Nyquist do processo de montagem do biossensor.
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Fonte: Préprio autor, 2023.
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5.4.1 Performance bioanalitica da plataforma sensora

A técnica de EIE é muito Gtil para estudar as alteracdes na superficie do
eletrodo resultantes das etapas de modificacdo. Para avaliagéo da reag&o, um circuito
equivalente é determinado a fim de facilitar o entendimento do comportamento da
interface eletrodo-eletrdlito, neste trabalho o circuito de Randles foi empregado. A
Resisténcia a transferéncia de carga (Rct) demonstrou alteragbes significativas

(Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Os diagramas de Nyquist (Fig. 24 a-d) representam o bioreconhecimento da
plataforma sensora testada frente as amostras bacterianas de P. aeruginosa (ATCC
27853), K. pneumoniae (ATCC 700603), E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC
25923), que foram escolhidas em virtude de sua alta prevaléncia em infecgdes
causadas por microrganismos. Ao analisar as respostas impedimétricas das amostras
bacterianas testadas pelo biossensor, observamos uma diferenca significativa entre
elas. Trabalhos anteriores demonstraram resultados semelhantes (da Silva-junio et
al., 2022a; Silva junior, et al., 2018).

Figura 24 a-d: Diagramas de Nyquist do biossensor impedimétrico MWCNTs_Hp-MAP1 para
a P. aeruginosa (a), K. pneumoniae (b), E. coli (c) e S. aureus (d).
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Fonte: Préprio autor, 2023.
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Os resultados impedimétricos demonstram diferentes respostas para cada
espécie bacteriana testada (Fig. 24 a-d), onde € possivel observar que a interacéo do
PAM Hp-MAP1 com o0s microrganismos gera um aumento nos diametros dos
semicirculos de Cole-Cole (da Silva-junio, et al., 2022a). Os gréficos revelam um
impedimento na transferéncia de carga na superficie do ET. Dessa forma, o processo
de bioreconhecimento do Hp-MAP1 a cada microrganismo provoca uma elevacao da
resposta impedimétrica. Os experimentos com EIE foram conduzidos em duplicatas
para determinacao do intervalo de deteccao do eletrodo e do tempo ideal de adsorgao
do PAM.

Cada elemento do circuito de Randles (Fig. 25) revela alguma informacéao
sobre a reacdo (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021). Na tabela 2 podem ser
observados os paradmetros obtidos a partir do ajuste matematico das respostas

impedimétricas dos microrganismos apresentados na Fig. 24.

Figura 25: Circuito equivalente de Randles.
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Tabela 2: Parametros obtidos da montagem da plataforma sensora apés ajuste das respostas
impedimétricas com o circuito equivalente de Randles.

Modificacdo do  UFC/mL Rer Rs(Q) CPE(pF) W N A Rcr

eletrodo de ouro (Q)
BGE - 0.022 0.285+ 0.190+ 0.123+ 0.337+ -
+ 0.018 0.074 0.014 0.045
0.013
MWCNTSs - 1432 0.260+ 0.351+ 0.178+ 0.524+ -
+ 0.043 0.023 0.011 0.056
42
Sensor - 1.940 0.219+ 0.637+ 0.124+ 0.832% -
MWCNTs_Hp- + 0.017 0.010 0.0139 0.04
MAP1 0.015

Fonte: Préprio autor, 2023.



Tabela 3: Parametros obtidos das interagdes com os microrganismos alvo.

Microrganismo UFC/ Rcr(Q) Rs(Q) CPE(pF) W (uF) N A Rcr
mL
101 2780+ 0.243+ 0428+ 0598+ 0.712+ 52.18
0.021 0.056 0.060 0.213 0.021
102 2950+ 0.252+ 0328+ 0.536+ 0.754+ 64.43
0.098 0.070 0.109 0.281 0,048
10° 3.320+ 0.255+ 0.285+ 0.541+ 0.766+ 87.84
0.183 0.056 0.067 0.308 0.045
P. aeruginosa 104 3.750+ 0.245+ 0277+ 0.773+ 0.77+ 10838
0.120 0.098 0.068 0.31 0.046
10° 3.810+ 0.250+ 0.204+ 0.661+ 0.767+ 110.7
0.084 0.021 0.028 0.169 0.024 1
10° 3.820+ 0.233+ 0.171+ 0.977+ 0.078+ 111.8
0.098 0.100 0.013 0.115 0.026
10t 2270+ 0.266+ 0477+ 0913+ 0.715+ 28.77
0.070 0.019 0.036 0.061 0.076
102 2710+ 0278+ 0361+ 0.879+ 0.75% 47.01
0.014 0.024 0.038 0.0300 0.108
10° 2.790+ 0.273+ 0330+ 0.884+ 0.712+ 53.81
0.049 0.035 0.017 0.0321  0.028
K. pneumoniae 10* 3.020+ 0.270+ 0274+ 0.897+ 0.73+ 64.16
0.070 0.010 0.014 0.0304 0.028
10° 3.320+ 0.271+ 0.238+ 0.923+ 0.758+ 79.13
0.042 0.025 0.015 0.0247  0.052
10° 3,570+ 0.278+ 0.210+ 0.926+ 0.754+ 89.75
0.0120 0.010 0.012 0.0307  0.035
10! 2320+ 0.218+ 0.380+ 0.121+ 0.786+ 18.42
0.021 0.077 0.011 0.0436  0.050
102 2430+ 0.234+ 0.332+ 0.116+ 0.789+ 24.68
0.042 0.014 0.010 0.0446  0.053
10° 2650+ 0.221+ 0.289+ 0.120+ 0.751+ 57.08
0.070 0.042 0.077 0.0264  0.153
E. coli 104 2750+ 0.221+ 0.267+ 0.118+ 0.857+ 68.79
0.042 0.049 0.035 0.0236  0.007
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10° 2960+ 0.225+ 0239+ 0.118+ 0.867+ 87.84
0.084 0.021 0.014 0.0286  0.005

10° 3.170+ 0.219+ 0.226+ 0.120+ 0.827+ 1044
0.021 0.014 0.012 0.0133  0.059 5

10! 2130+ 0227+ 0.291+ 0.946% 0.782+ 14.06
0.049 0.035 0.067 0.0408 0.038

10 2230+ 0220+ 0.233+ 0.984+ 0.759+ 20.05
0.077 0.012 0.027 0.0241  0.009

103 2420+ 0.220+ 0.208+ 0948+ 0.76+ 3149
0.070 0.070 0.011 0.0669  0.035

S. aureus 104 2640+ 0.221+ 0190+ 0.962+ 0.773+ 45.10
0.035 0.002 0.008 0.0679  0.028

10° 2.770-+ 0.223+ 0177+ 0.943+ 0.779+ 50
0.021 0.021 0.0 07 0.0666  0.029

10° 2990+ 0220+ 0.173+ 0960+ 0.786+ 60.62
0.056 0.001 0.003 0.013 0.019

Fonte: Préprio autor, 2023.

Tendo em vista os resultados descritos, observou-se que a identificacdo do
grupo Gram-negativo em duplicata se destaca. Isso se deve a conformacéao anfifilica
do PAM, que possui uma superficie catibnica (+4) (Souza e silva, et al., 2022). O
mecanismo de interacdo com bactérias do grupo negativo estd relacionado a
composicdo de sua membrana carregada negativamente com lipopolissacarideo
(LPS), quando comparado com as do grupo positivo que apresentam alta quantidade
de acido lipoteicdico (LTA) (Sohrabi, et al., 2023).

Em fungé&o disso, percebemos a necessidade de avaliar o sensor em termos
de variacao relativa do Rct (ARcT) a fim de caracterizar o desempenho analitico do
biossensor, conforme a equacdo abaixo. Onde, Rcriossensor) COrresponde a resposta
inicial do biossensor (MWCNTs_Hp-MAP1) e 0 Rct(microrganismo) € 0 valor da resisténcia
a transferéncia de carga ap6s o bioreconhecimento das bactérias P. aeruginosa, K.
pneumoniae, E. coli e S. aureus (Lucena, et al., 2021).

CT(microrganismo) - RCT(biossensor) X

R
ARCT = 100

RCT(biossensor)
Eq. 8
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Os resultados estdo representados graficamente abaixo (Fig. 26). E possivel
observar que conforme as concentracdes dos microrganismos alvo aumentavam, um
aumento no Rct também acontecia, demonstrando uma relagéo entre a concentracao

e a cepa bacteriana testada.

Figura 26: Grafico de barras com valores do ARCT obtidos a partir dos experimentos com
microrganismos dos grupos Gram-negativos e positivos, nas concentracdes de 10! a 10°
UFC/mL. P. aeruginosa (vermelho), K. pneumoniae (azul), E. coli (verde), S. aureus (ciano).

20- ]
10" 102 10° 10* 10° 10°
UFC/mL

Fonte: Proprio autor, 2023.

A tabela 3 apresentada acima demonstra os valores de ARct, que
apresentaram uma razao proporcional entre as concentragdes dos microrganismos
alvo e os valores obtidos do Rct. Estes dados revelam respostas diferentes entre os
tipos bacterianos (P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli e S. aureus), demonstrando
gue o biossensor proposto foi capaz de reconhecer as espécies bacterianas em
baixas concentracdes. O desempenho do biossensor para deteccao dos patdégenos
alvo, foi avaliado a partir da variagéo relativa do Rcr, visto na equacgao 8 (Lucena, et
al., 2022). Os dados utilizados para obtencéo do ARct foram apresentados na tabela
3.

Os pontos dispersos representam os resultados experimentais e as linhas
demonstram as curvas de encaixe do circuito de Randles. Vale salientar que as
resisténcias obtidas foram diferentes entre os dois grupos bacterianos, revelando uma
interacdo diferenciada do biossensor com cada grupo bacteriano. A partir do calculo

da relacdo linear dos dados extraidos das analises impedimétricas, o biossensor
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apresentou uma excelente capacidade de bioreconhecimento, com limite de detec¢ao
(LOD) P. aeruginosa (0.60), K. pneumoniae (0.42), E coli (0.42) e S. aureus (0.59).

Conforme apresentado, nota-se uma relacdo direta entre a concentracéo e a
cepa testada. O comportamento linear desse perfil de reconhecimento € explicado a
partir das diferencas morfoldgicas e estruturais da composicao das paredes celulares
bacterianas. Logo, os valores de ARct para a bactéria S. aureus, conforme a literatura,
permaneceram menores comparando com os resultados do grupo Gram-negativo (da
Silva-junio, et al., 2022a; Silva junior, et al., 2018). Ao tracar a reta da curva de

calibragdo, obteve-se um coeficiente de determinacédo (R?) superior a 0,95.

Para quantificacdo do estado de recobrimento da plataforma sensora (0),
podemos avaliar os sitios de ligacao preenchidos pelas cepas bacterianas a partir da
equacao 9 abaixo:

Rer (biossensor)

0=1-
RCT(bactéria)

Eqg. 9

Onde Rcr (hiossensor) representa a RCT da plataforma sensora MWCNTs_Hp-
MAPL1 e Recr (pactéria), representa os valores de Rct ap0s a exposicdo as diferentes
cepas bacterianas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 28. Sendo
assim, nota-se que o aumento de 6 estd associado a quantidade de coldnias nas
cepas testadas, com destaque para o grupo Gram-negativo com maior crescimento.
Conforme andlise dos dados apresentados, sugere-se pela conformidade com os
dados obtidos na avalicdo do ARct. Desta forma pode-se afirmar que o sensor
MWCNTs_Hp-MAP1 ndo so interage com as células bacterianas, como também
demonstra respostas distintas e especificas conforme a composicdo da parede

celular.



76

Figura 27: Grau de recobrimento do sensor (8) apds o reconhecimento bacteriano (10* - 108
UFC/mL).

<
o
%

Fonte: Préprio autor, 2023.

Pode-se observar os resultados obtidos na Figura 29, onde percebe-se um
agrupamento das respostas correspondentes ao grupo bacteriano dos patdégenos
Gram-negativos (P. aeruginosa vermelho, K. pneumoniae rosa e E. coli verde). Ja a
amostra referente a S. aureus (azul), Gram-positiva se encontra distanciada. Outros
estudos também demonstraram a afinidade de peptideos catibnicos por
microrganismos Gram-negativos em detrimento dos Gram-positivos (Sohrabi, et al.,
2023). Destacamos que a plataforma biossensora desenvolvida foi capaz de analisar

eletroquimicamente as reacdes de bioreconhecimento entre o PAM Hp-MAP1 e os

microrganismos alvo.
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Figura 28: Gréfico tridimensional referente aos valores de RCT, Q e N, obtidos como

resultado do ajuste dos valores do circuito de Randles. Vermelho (P. aeruginosa), rosa (K.
pneumoniae), verde (E. coli) e azul (S. aureus).

-
370 ‘ ’
"]
260 l
|
| LA
2 1
! 9
R 'l ° B
| L
W
1 .
' o »
A “~\ O» 0 P
N ° > 5
~—— = %
¥ o -~

Fonte: Préprio autor, 2023.
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6 CONCLUSAO

Um biossensor eletroquimico impedimétrico inovador foi desenvolvido,
baseado em monocamadas automontadas de MWCNTs e PAM Hp-MAP1l. As
analises microscopicas e eletroquimicas evidenciaram a eficaz imobilizacdo das
camadas na plataforma nanoestruturada, formando o biossensor MWCNTs_Hp-
MAP1.0 biossensor revelou alta sensibilidade para bactérias Gram-negativas, devido
a sua carga negativa de superficie. Apresentou um 6timo limite de deteccéo de 10!
UFC/mL, com tempo baixo de deteccéo (5 min), tornando-se um candidato promissor

para o desenvolvimento de protétipos em dispositivos sensores.

Além disso, o 6timo desempenho do biossensor MWCNTs_Hp-MAPL1 o torna
um alvo para experimentos futuros com diversas espécies bacterianas, fungos, virus
e protozodarios, comuns em infec¢cdes hospitalares, posicionando-o como uma
alternativa diagndstica promissora para a deteccao rapida de microrganismos em
areas diversas, incluindo saude clinica, industria alimenticia e andlises ambientais.
Serd necesséario conduzir mais estudos que explorem aspectos fundamentais do
biossensor, como o tempo de prateleira, a viabilidade de reutilizagéo e a capacidade
de miniaturizacdo. Ensaios adicionais visando sua aplicacdo em testes clinicos,
utiizando amostras de suor, saliva, liquido cefalorraquidiano e sangue, serao

essenciais para aumentar sua validacao analitica.
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Abstract

Healthcare-associated infections pose significant challenges to global health due to pathogen
complexity and antimicrobial resistance. Biosensors utilizing antimicrobial peptides offer
innovative solutions. Hylarana picturata Multiple Active Peptide 1 (Hp-MAP1), derived from
Temporin-PTA, exhibits antibacterial properties sourced from the skin secretions of the
Malaysian fire-bellied frog. An innovative sensing layer was developed for the electrochemical
biorecognition of diverse pathogens: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, and Staphylococcus aureus. Electrochemical impedance spectroscopy
differentiated microorganisms based on distinct electrochemical responses. The sensor layer,
composed of functionalized multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) associated with Hp-
MAP1, exhibited varying levels of charge transfer resistance (Rct) for different
microorganisms. Gram-negative species, especially P. aeruginosa, displayed higher Rcr
values, indicating better impedimetric responses. The biosensor platform achieved a limit of
detection (LOD) of 10t CFU/mL and a linear detection range of 10t to 10® CFU/mL. Excellent
LODs were observed for P. aeruginosa (0.60), K. pneumoniae (0.42), E. coli (0.67), and S.
aureus (0.59), highlighting the efficacy of the MWCNTs/Hp-MAPL biosensor in microbial
identification. The MWCNTs/Hp-MAP1 biosensor platform presents a promising and effective
microbial identification strategy, with potential healthcare applications to mitigate healthcare-

associated infections and enhance patient care.

Keywords: Biosensor; antimicrobial peptide; carbon nanotubes; electrochemical impedance

spectroscopy; bacteria.
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Introduction

Healthcare-associated infections (HAIs) are frequently associated with ESKAPE
pathogens (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter species). The acronym
ESKAPE reflects the ability of these microorganisms to escape from the action of antibiotics
and hinder treatment by conventional therapies, resulting in high morbidity and mortality?.

According to the World Health Organization (WHOQO) and the Global Burden of
Diseases (GBD), antimicrobial resistance (AMR) is one of the main global threats to public
health and population development. In 2019, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, S. Pneumoniae,
A. baumannii, and P. aeruginosa were responsible for more than 250.000 deaths associated
with AMR?,

According to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC), the highest
number of pathogens reported in the ICU ward were Enterobacterales, a Klebsiella species,
Escherichia coli, other Gram-negative bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa, and Gram-
positive bacteria, such as S. aureus, among others®.

Current bacterial identification primarily relies on conventional techniques such as
bacterial culture, colony formation methods, and Gram staining. Colony-based detection is the
gold standard for bacterial detection due to its accuracy and simplicity. However, they require
extensive preparation time to perform the work (as it can require 24-48 hours for colonies
growth), centralized laboratory facilities, trained personnel, low detection range, and skilled
labor 4,

Molecular techniques are also employed for bacterial identification due to their rapid
diagnostic profile, simultaneous detection, and high sensitivity, with limits of detections
(LODs) on the order of 10* — 10* (CFU/mL); such as polymerase chain reaction (PCR) and

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)*°. Despite these advantages, ELISA is a
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disadvantaged technigue in most applications due to the requirement for highly specific
antibodies, antibody instability, high cost, and low yield. PCR is limited by high cost, high
background signal, and laborious procedures®. All the factors mentioned above limit the utility
of these methods, especially in environments with limited resources.

Biosensors are chemical sensors classified according to their transducer as
electrochemical, optical, and mechanical. They are employed as biotechnological tools,
utilizing biomolecules as recognition elements and a transducer that generates a measurable
signal from their interaction. Electrochemical biosensors convert a chemical signal into an
electrical signal, enabling qualitative and quantitative identification of analytes. Their adoption
offers numerous benefits, including miniaturization capability, high sensitivity and specificity,
rapid diagnosis, minimal sample preparation, and portability, among others’.

Nowadays, there is a significant increase in the development of biosensors
employing antimicrobial peptides as biorecognition elements. For instance, biosensors have
been developed consisting of streptavidin and oligonucleotides, with a linear detection range
of 101 — 10* CFU/mL; another type utilizes cysteine and nisin AMP, with a detection range
of 1.5 — 10' CFU/mL; and there is also a biosensor composed of Temporin-PTa conjugated
to gold-coated magnetic nanoparticles, with a detection range of 101 CFU/mL8°10,

Nanomaterials have been used to construct biosensors due to their high conductivity,
biocompatible absorption, and increased surface area for contact with the analyte. Numerous
biosensors were developed using nanomaterials, such as carbon nanotubes (CNTs)*?, single-
walled carbon nanotubes (SWCNTSs)!2, and multi-walled carbon nanotubes (MWCNTSs)* to
optimize and improve their potential. MWCNTSs are a type of nanomaterial used to optimize
the performance of biosensors due to their excellent electrical and thermal properties, including
electrical conductivity, electrocatalytic properties, increased surface area for contact, and rapid

electron transfer kinetics!.
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Antimicrobial peptides (AMPSs) have been implemented in biosensors as biorecognition
probes. AMPs are small molecules containing fewer than 50 amino acids, characterized by
their amphipathic conformation and mostly by presenting an alpha-helical structure and
remarkable cationic surface and antimicrobial activity *°. In previous studies, biosensors based
on AMPs have been well analyzed using the electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
technique®®.

The Hylarana picturata Multiple Active Peptide 1 (Hp-MAP1), with the amino acid
sequence NH>-AAGKVLKLLKKLL-COOH, is an innovative synthetic peptide derived from
Temporin-PTa FFGSVLKLIPKIL-COOH. Hp-MAP1 can be synthesized using solid-phase
peptide synthesis and purified by reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-
HPLC). Hp-MAP1 exhibited in vitro activity against Gram-negative and Gram-positive
bacteria within the 2.8 - 92 uM range, without hemolytic effect®. Temporin-PTa was used for
impedimetric microorganism detection, presenting a detection limit of 10* CFU/mL for all
pathogens tested!%26,

In this study, an impedimetric biosensor based on MWCNTs and Hp-MAP1 peptide
was developed. The Hp-MAPL1 peptide was used as a biorecognition element for healthcare-
associated infection (HAI)-causing microorganisms. The assembly procedure of the platform
was characterized using electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and atomic force
microscopy (AFM). Diverse bacterial species were evaluated: P. aeruginosa, K. pneumoniae,

E. coli, and S. aureus.

Methodology

Material
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), multi-walled carbon nanotubes

functionalized with carboxylic acid (MWCNTSs), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)

carbodiimide (EDC), N-hydroxy succinimide (NHS), potassium ferricyanide (Ks[Fe (CN)e]),
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and potassium ferrocyanide (K4[Fe(CN)s]) were obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Monobasic sodium phosphate (NaH2POa4) and dibasic sodium phosphate (Na2HPO.)
were obtained from VETEC (Brazil). The peptide was purchased from the AminoTech
Company (Brazil). The Hp-MAP1 peptide (NH2>-AAGKVLKLLKKLL-COOH) was
synthesized using the solid phase method employing N-9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)
and purified by reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) with
>95% purity in an acetonitrile/H>O-trifluoroacetic acid gradient solution (TFA). Other
chemical reagents were of analytical grade and used without purification. Deionized water
(18.2 MQ cm) obtained from the Milli-Q plus water purification system (Millipore, Billerica,

USA) was used in all experiments.

Microbial strains and culture media

K. pneumoniae strains (ATCC 700603) were cultured on nutrient agar. S. aureus ATCC
25923, P. aeruginosa ATCC 27853, and E. coli ATCC 25922 were cultured on Mueller-Hinton
agar. Growth occurred for 24 hours at 35°C. Subsequently, two colonies were picked, washed
with sterile saline solution (NaCl 0.9 g/L), centrifuged, suspended in sterile phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7), and verified by MALDI-ToF (Bruker, Germany).

According to the McFarland scale, microbial concentrations ranging from 10" to 10°
colony-forming units (CFU/mL) were obtained using a UV-vis spectrophotometer (Genesys
10 S, Thermo Scientific), with optical density at 600 nm (ODeso) adjusted to 0.5. The
Department of Antibiotics of the Federal University of Pernambuco (Brazil) provided all
microorganisms.

Atomic force microscopy

The topographic characterization of the sensing surface occurred through atomic force

microscopy (AFM) using a commercial SPM-9700 microscope (Shimadzu Corporation, Japan)
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associated with Gwyddion software. The images (lateral resolution 512 x 512 pixels, scanning
area 5 x 5 um) were obtained at an ambient temperature of 25° C using cantilevers with a
silicon probe (spring constant 42 Nm™! and resonance frequency of 190 kHz) in the non-contact
mode. All verifications were carried out in triplicate to enable reproducibility of the images

obtained.

Fourier transform infrared spectroscopy

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was performed from 1000 cm™ to 4000
cm? with a resolution of 2 cm™. An Agilent Cary 630 FTIR spectrometer (Agilent
Technologies, Rowville, Australia) with an attenuated total reflectance (ATR) accessory

diamond and gold electrode sampling was used.

Electrochemical measurements

The electrochemical characterization was conducted inside a Faraday cage with an
Autolab PGSTAT 302N potentiostat/galvanostat (Ecochemie, Netherlands) interfaced by the
NOVA 1.11 software. The experiments used three electrodes: a gold disc electrode (¢ = 2mm)
as the working electrode, platinum wire as an auxiliary electrode, and Ag/AgCl (3 M KCI) as
a reference electrode. Impedance spectra were obtained from 100 mHz to 100 kHz with a sine
wave potential amplitude of 10 mV. The solution content 20 mL of 10 mM [Fe (CN)s]*>/[Fe
(CN)e]* (1:1, v:v) was prepared in 10 mM PBS (pH 7.4) and used as a redox probe. All

measurements were performed in triplicates at 24°C £ 2°C.

Modified electrode preparation

MWCNTSs functionalized with carboxylic acid (0.5 mg/mL) were dispersed in 10 mL

of 0.1 M H»SO4. The solution was stirred in an ultrasonic bath for 30 min to obtain a
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homogeneous black suspension. Subsequently, the working electrode was immersed in the
CTAB/MWCNTSs solution, and electrodeposition was used in the potential range of - 0.8 V to
+ 1.2V (10 cycles, scan rate = 100 mV.s?) to obtain a film of MWCNTSs on the electrode

surfacet”18,

MWCNTSs/Hp-MAP-1 sensor assembly

Before each experiment, the bare gold electrode surface (BGE) was polished using 0.3
pm alumina slurry and immersed in deionized water. The carboxylic groups of MWCNTS were
activated using EDC:NHS coupling agents (4:1 M, v:v). Subsequently, 2 uL. of Hp-MAP1 (0.7
mM) was added. The time until complete adsorption was 30 min. After each step, the electrode
was carefully washed with deionized water to remove unbound molecules.

A schematic representation of the step-by-step assembly of the biosensor is shown in
Fig. 1. The analytical characteristics of the MWCNTs/Hp-MAPL sensor platform were
evaluated from electrochemical assays using microorganisms diluted in PBS (10 mM, pH 7) in

increasing concentrations (101-10° CFU/mL) with an incubation time of 5 min.

Biorecognition analysis

The sensor platform was incubated for 5 min at room temperature in freshly prepared
microbial suspensions at different concentrations (10t-10° CFU/mL). Deionized water was
used to remove unbound molecules, and then the biosensor was subjected to electrochemical

analysis. The biosensor was tested against P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, and S. aureus.
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Results and Discussion
Topographic characterization

The AFM technique was used to characterize the assembly steps of the sensor platform
and its interaction with the tested microorganisms (Fig. 2). Root mean square roughness (Rms)
and mean roughness (Ra) parameters were used to evaluate the roughness of the samples. Fig.
2a shows a topographic image of the electrodeposited MWCNTS film. The MWCNTSs film was
distributed on the electrode surface, presenting peaks with a maximum height of 210 nm (Rms
=19.33 nm, Ra =12.58 nm).

After Hp-MAP1 adsorption, the roughness of the topographic profile changed
significantly (Fig. 2b). The MWCNTSs film presented Rms = 21.54 nm and Ra = 15.63 nm. A
uniform arrangement was obtained on the electrode surface coated with MWCNTSs after the
Hp-MAPL1 interaction. Fig. 2c shows the morphological variation of the biosensor surface after
its exposure to the Gram-positive bacteria sample, resulting in a homogeneous morphology
with isolated regions with a maximum height of 340 nm (Rms = 31.29 nm, Ra = 23.41 nm).

The biosensor was exposed to Gram-negative bacteria (Fig. 2d). Measurements
revealed well-defined peaks and valleys with a maximum height of 423 nm (Rms = 42.10 nm,
Ra = 35.67). The differences observed in the AFM analysis may be attributed to Hp-MAP1 (+4
charge) capacity to electrostatically interact with negatively charged molecules and
lipopolysaccharides (LPS) present in the cellular membrane of each bacterial type. Thus, this
demonstrates a stronger affinity to Gram-negative bacteria due to its membrane-negative

charge 1°.

FTIR analysis

The measurements were carried out in the 4000 — 1000 cm™ spectrum region to evaluate

the functional groups. Fig. S1 shows the FTIR-ATR spectra of the functionalized MWCNTS.
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The FTIR spectrum displays the absorption bands of 3000-3500 cm™ attributable to the
stretching vibration of the OH bond. The absorption peak of 2920-2851 cm™ resulted from the
stretching vibration of two carbonyl groups. The peak at 1470 cm™ s attributed to the stretching
of the C=0 group. The strong peaks from 963-911 cm™ are attributed to a C-O-C stretching,

probably due to the presence of surfactant®.

SEM analysis

Figs. S2a-b show that MWCNTSs spread uniformly in the wire-shaped nanostructure.
Previous studies have also demonstrated similar findings?: 2. MWCNTSs were analyzed to
evaluate their size and structure. The samples were examined at two different magnifications
(50,000 and 100,000) to generate images of the samples. MWCNTSs exhibited an average

diameter of approximately 80.26 nm.

Electrochemical characterization

[Fe (CN)s]*’* was used as a redox couple to evaluate the electrochemical reactions at
an electrode/electrolyte interface. Fig. S3a shows the formation of the MWCNTSs film carried
out by the electrodeposition process. Nyquist impedance spectra were recorded after
impedimetric measurements to evaluate the sensor assembly steps (Fig. 3).

Impedimetric responses were fitted according to the modified Randles equivalent
circuit (inset of Fig. S3b). The Randles circuit consists of the resistance of the electrolyte
solution (Rs) and a Warburg impedance (Zw), representing the volume and diffusion properties
of the redox couple. In contrast, the charge transfer resistance (Rct) and constant phase element
(CPE) reflect the dielectric and insulating characteristics of the sensor/electrolyte interface?*

Rct values are widely explored in electrochemical biosensors due to their relationship

with variations in the diameter of the semicircle when physical, chemical, or biological
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interactions occur on the electrode surface. Of note, the analytical responses and the respective
Rcr values are directly proportional to the concentration of the analyte recognition?.
The impedance spectra of the biosensor after exposure to different microorganisms at

different concentrations were evaluated based on the following equation?®:

AR CT — RCT(microorg)_ RCT(biosensor) x 100 Eq 1

RCT(biosensor)

where Rcr(biosensor) corresponds to the electron transfer resistance value of the biosensor,
Rcr(microorg) is the electron charge transfer resistance value of the MWCNTs/Hp-MAP1
modified electrode after being exposed to solutions containing microorganisms in different

concentrations.

Impedimetric analysis

The BGE showed an initial semicircle (Rct = 0.092 kQ £ 0.010 kQ) increasing after
the electrodeposition of MWCNTS (Rct = 0.742 kQ + 0.042 kQ), indicating the formation of
the film under the surface resulting in a coverage of the electrode (Fig. S3b). An increase in
the Rcr (1.940 kQ + 0.015 kQ) was observed after the Hp-MAP1 immobilization (Fig. S3b),
indicating the binding of the peptide on the modified electrode surface.

Previous studies have demonstrated the ability of AMPs as biorecognition probes in
biosensors (Table 2). Fig. 3 shows the biosensor's impedimetric responses after interactions
with the studied bacteria, following the sequence: P. aeruginosa > K. pneumoniae > E. coli >
S. aureus. Table 3 shows the fitted impedance data extracted from the modified Randles
equivalent circuit.

The values obtained for the degree of surface coverage (0) were evaluated after the
sensor interacted with the target microorganisms. The values of 6 were obtained from equation

2%,
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g(%)zl_w Eq. 2

RCT (microorg)

Results of 6 and ARcrt to evaluate the specific response of the biosensor are
demonstrated in Fig. 4, where Rcr (biosensor) is the electron transfer resistance of the
biorecognition sensing layer MWCNTSs/Hp-MAP1 and Rct (microorg) is the Rcr values after
exposure to microorganisms. ARct and 6 demonstrate the filling of the sensor layer by different
concentrations of microorganisms, revealing unique electrochemical responses based on the
peptide and microorganism interaction®. Fig. S4 demonstrates the variation of ARct for each
isolated microorganism and the value of R?,

We obtained a low LOD that corroborates with the LODs reported in clinical situations
such as bacteremia and bacteriuria in ICU patients, which present blood and urine
concentrations of 15 CFU/mL and 10% — 10* CFU/mL, respectively!%?:27 Da Silva et al. (2022)
reported on a biosensor composed of AMP T-PTa with a LOD = 10* CFU/mL. In this work,
the sensor showed a LOD of 10 CFU/mL for all pathogens. We obtained a significant LOD of
0.60 CFU/mL for P. aeruginosa, 0.42 CFU/mL for K. pneumoniae, 0.67 CFU/mL for E. coli,
and 0.59 CFU/mL for S. aureus.

Hp-MAP1 was used as a biorecognition probe to detect distinct microbial species.
Electrical charges and hydrophobicity are crucial in AMP’s interactions with microorganisms.
In the specific Hp-MAPL context, these properties are essential in promoting the initial
electrostatic interaction between the peptide and the bacterial cell membrane. The relevance of
these molecular and structural characteristics gives AMPs, such as Hp-MAP1, an instrumental
potential in microorganism diagnosis?®.

Gram-negative bacteria have lipopolysaccharides (LPS) in abundance in the
composition of their outer membrane. The resulting negative charge facilitates the
biorecognition?3°, This fact is proven by the impedance spectra (Fig. 3a-d), corroborating the

values extracted from the modified Randles equivalent circuit shown in Table 1.
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On the other hand, Gram-positive bacteria are characterized by a thick layer of
peptidoglycan with a more positive surface than Gram-negative bacteria. Thus, the positive
surface shields the interaction with Hp-MAP1 to recognize the bacterial wall. However, Hp-
MAP1 demonstrated the ability to recognize Gram-positive bacteria®.

The differences between the equivalent circuit components were related to the CPE and
the Rcr. CPE is related to the thickness of the double dielectric layer at the interface. At the
same time, the Rct is associated with the charge transfer resistance after the AMP-target
interaction, modifying the kinetics of the redox reaction. These electrochemical parameters
were useful for discriminating the studied bacteria3!.

Changes in the semicircle diameter suggest bacteria detection through the AMP-
modified sensor surface. The difference in the Rcr values is proportional to the number of
microbial cells present in the dilutions tested. CPE values decrease due to reduced free sites on
the electrode surface area®. The biorecognition of microorganisms by AMPs comes from the
attractive forces between their charges; the electrostatic interaction is followed by the insertion
and permeabilization of the bacterial cell wall®*3, Hp-MAP1 (NH2-AAGKVLKLLKKLL-
COOH) has a +4 charge, making it more prone to recognition by gram-negative bacteria and
presenting an o-helical conformation, improving electrostatic interaction. This interaction
mechanism explains the biorecognition process observed in the proposed biosensor when

tested against different microorganisms®.

Conclusion

We developed a nanostructured biosensor based on AMP Hp-MAP1 for detecting
pathogenic microorganisms. Topographic analysis demonstrated effective immobilization of
the Hp-MAP1 peptide on the biosensor surface. Impedimetric results demonstrated that Hp-

MAP1 can detect microbial species based on Rcr variation. The electrochemical evaluation
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revealed excellent LODs of 0.60 (CFU/mL), 0.42 (CFU/mL), 0.67 (CFU/mL), and 0.59
(CFU/mL) respectively for P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli and S. aureus and a linear
detection range (10* - 10° CFU/mL). In addition, the significant variation in the Rct of the
system and other components of the equivalent circuit indicated the biosensor's ability to
recognize and differentiate the microorganisms tested. Furthermore, the sensor system revealed
significant electrochemical responses to Gram-negative bacteria, especially P. aeruginosa.
MWCNTSs/Hp-MAP1-based biosensor contribute to expanding the use of AMPs as
biorecognition elements, potentially offering a precise and efficient alternative for diagnosing
HAISs.
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Table captions

Table 1. Data of the equivalent circuit elements from fitted impedance results for bacteria

recognition.
Modified Electrode CFU/mL  RCT (kQ) CPE (uF) RS (kQ) W
HP-MAP1 platform - 1.940 £ 6.37 219+0.017 124+
0.015 +0.010 0.0139
10t 2.780 = 428 £ 0.243 = 598 +
0.021 0.060 0.056 0.213
102 2.950 = 3.28+ 0.252 + 536 =
0.098 0.109 0.070 0.281
P. aeruginosa 103 3.320 + 2.85+ 0.255 + 541 +
0.183 0.067 0.056 0.308
10* 3.750 = 2.77 0.245 + 7735 %
0.120 0.068 0.098 0.314
10° 3.810 = 2.04 + 0.250 = 661 £
0.084 0.028 0.021 0.169
10¢ 3.820 = 171+ 0.233 977 £
0.098 0.013 0.100 0.115
10t 2.270 = 477 + 0.266 + 913 +
0.070 0.036 0.019 0.0613
102 2.710 = 3.61+ 0.278 + 879 +
0.014 0.038 0.024 0.0300
K. pneumoniae 103 2.790 = 330+ 0.273 884 +
0.049 0.017 0.035 0.0321
104 3.020 £ 2.74 + 0.270 £ 897 +
0.070 0.014 0.010 0.0304
10° 3.320 £ 2.38 = 0.271 923 +
0.042 0.015 0.025 0.0247
10° 3.570 2.10 = 0.278 + 926 +
0.0120 0.012 0.010 0.0307
10t 2.320 + 3.80 0.218 + 121+
0.021 0.011 0.077 0.0436
102 2.430 + 332+ 0.234 = 116
0.042 0.010 0.014 0.0446
E. coli 103 2.650 + 2.89 = 0.221 + 1.20 £
0.070 0.077 0.042 0.0264
10* 2.750 + 2.67 0.221 + 118+
0.042 0.035 0.049 0.0236
10° 2.960 + 2.39 = 0.225 118+
0.084 0.014 0.021 0.0286
10° 3.170 £ 2.26 = 0.219 + 1.20 £
0.021 0.012 0.014 0.0133
10t 2.130 = 291 + 0.227 = 946
0.049 0.067 0.035 0.0408
102 2.230 = 2.33 0.220 = 984 +
0.077 0.027 0.012 0.0241
S. aureus 103 2.420 + 2.08 = 0.220 + 948 +
0.070 0.011 0.070 0.0669
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10*

10°

10°

2.640 *
0.035
2.770-
0.021
2.990 =
0.056

1.90 +
0.008
1.77+0.0
07
1.73 +
0.003

0.221 +
0.002
0.223 +
0.021
0.220 +
0.001

110

962 +
0.0679
943 +
0.0666
960 +
0.013
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Table 2. Analytical performance of AMP-based biosensors for microbial detection.

Recognition element  Sensor Platform  Transducer LOD Microbial target Referen
CFU/mL ce
AMP (Nisin) Cys CV, EIS 1.5CFU/mL  L.innocua, S. aureus, [9]
and SFI S. nottingham, S. rissen,
E. coli, S. typhimurium
AMP (Temporin- Fes0s@AuU on CVand EIS 10! CFU/mL K. pneumoniae A. [10]
PTA) Gold surface- baumannii B. subtilis E.
MBA faecalis C.
albicans C. tropicalis
AMP (Clavanin A) AUNPs CVandEIS 10'CFU/mL S.typhimurium B. [36]
subtilis E. coli K.
pneumoniae
AMPs (Magaininal Au/TA- CV and 3.4 CFU/mL E.coli, S. succinus, V. [37]
and Clavanin A) PEI/AMP DPV parahaemolyticus,
L. monocytogenes
AMP (HP-MAP1) MWCNTSs EIS 10t CFU/mL  P. aeruginosa, K. This

pneumoniae, E. coli, S. work
aureus
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Figure captions

Figure 1. Schematic illustration of the MWCNTs/HP-MAP1 modified electrode.
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Figure 2. 3D AFM images of the electrode modification process and bacteria recognition:

MWCNTs (a), HP-MAP1 (b), Gram-positive bacteria (c), and Gram-negative bacteria (d).
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Figure 3. Nyquist plots of the HP-MAP1 biosensor for different concentrations (CFU/mL) of

P. aeruginosa (a), K. pneumoniae (b), E. coli (c) and S. aureus (d).
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Figure 4. Degree of electrode surface coverage with HP-MAPL1 (a), and ARct plot (b) for the

study of selectivity with different microorganisms.
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Figure S1. FTIR-ATR of gold electrode before electrodeposition.
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Figure S2. SEM Image of MWCNTs Cluster at 50.0 Kx Magnification (a), 100 Kx
Magnification (b).
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Figure S3. Cyclic voltammograms of a) electrodeposition of MWCNTSs on work electrode.
Potential scanned from - 0.8 V to + 1.2vs Ag/AgCI RE. Ten cycles performed at a scan rate of
100 mV.s) and b) Nyquist diagram in 10 mM [Fe (CN)s]** containing PBS (10mM; pH 7) of
bare gold electrode (blue) after electrodeposition of MWCNTS (red).
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