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RESUMO

As infeccbes associadas aos cuidados de saude (IRAS) sdo uma grande
preocupacao global, levando ao aumento da morbidade, mortalidade e custos de
saude. A deteccao precisa e oportuna de patdégenos microbianos é fundamental para
0 manejo e prevencao dessas infec¢cdes. Os métodos convencionais de deteccao
microbiana, como técnicas de cultura, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
imunoensaios, embora amplamente utilizados, apresentam desvantagens
significativas. Estes incluem longos tempos de processamento, custos elevados e a
necessidade de equipamento especializado e pessoal qualificado. Biossensores
eletroquimicos surgiram como uma abordagem promissora e inovadora para
deteccdo bacteriana rapida e sensivel. Ao converter interagdes biologicas em sinais
elétricos mensuraveis, esses biossensores oferecem deteccdo em tempo real com
alta sensibilidade e especificidade. Nanoparticulas como as magnéticas (FesO.)
desempenham um papel crucial no aprimoramento de plataformas eletroquimicas,
oferecendo alta condutividade, area superficial e propriedades magnéticas. As
naparticulas de ouro juntamente com a quitosona formam o ndcleo-casca que
adiciona a plataforma sensora a propriedade de estabilidade. Esses recursos
melhoram a sensibilidade, permitindo uma detec¢cdo mais rdpida e precisa em
aplicacdoes de biossensor. Os peptideos antimicrobianos (AMPs) estdo emergindo
como biorreceptores promissores em plataformas de biossensores eletroquimicos
devido a sua capacidade de se ligar e romper seletivamente as membranas
microbianas. Sua atividade de amplo espectro, estabilidade e facilidade de
funcionalizacdo tornam os AMPs ideais para aumentar a sensibilidade e a
especificidade da deteccdo bacteriana. O presente trabalho propés o
desenvolvimento de uma plataforma biossensora baseada em monocamadas
automontadas de cisteina, Fe3Oas funcionalizadas com quitosana (nucleo-casca) e o
peptideo Temphylarata (TEM) para a detec¢cdo de microrganismos de interesse
clinico. Microscopia de forca atdmica (AFM) e Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) foram usados na caracterizagdo dos nanomateriais.
Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica (VC) foram
usados na caracterizacdo de montagem da plataforma e deteccdo dos
microrganismos alvo. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas como a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii foram preparadas e suspensas em meio aquoso em diferentes
concentracbes e submetidos a testes com eletrodos de ouro funcionalizados com a
plataforma sensora nanoestruturada contendo o peptideo TEM. O biossensor
proposto se mostra promissor como técnica de auxilio aos métodos tradicionais de
detecg&o de microrganismos.

Palavras-chave: Microrganismos. Eletroquimica. Biossensor. FTIR. Impedancia.
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ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAIS) are a major global concern, leading to
increased morbidity, mortality, and healthcare costs. Accurate and timely detection of
microbial pathogens is critical for the management and prevention of these infections.
Conventional microbial detection methods, such as culture techniques, polymerase
chain reaction (PCR), and immunoassays, although widely used, have significant
disadvantages. These include long processing times, high costs, and the need for
specialized equipment and qualified personnel. Electrochemical biosensors have
emerged as a promising and innovative approach for rapid and sensitive bacterial
detection. By converting biological interactions into measurable electrical signals,
these biosensors offer real-time detection with high sensitivity and specificity.
Nanoparticles such as magnetic nanoparticles (FesO,) play a crucial role in
enhancing electrochemical platforms by offering high conductivity, surface area, and
magnetic properties. Gold nanopatrticles along with chitosone form the core-shell that
adds stability to the sensing platform. These features improve sensitivity, enabling
faster and more accurate detection in biosensing applications. Antimicrobial peptides
(AMPs) are emerging as promising bioreceptors in electrochemical biosensor
platforms due to their ability to selectively bind and disrupt microbial membranes.
Their broad-spectrum activity, stability, and ease of functionalization make AMPs
ideal for enhancing the sensitivity and specificity of bacterial detection. This work
proposed the development of a biosensor platform based on self-assembled
monolayers of cysteine, Fe304 functionalized with chitosan (core-shell) and the
Temphylarata peptide (TEM) for the detection of microorganisms of clinical interest.
Atomic force microscopy (AFM) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
were used in the characterization of the nanomaterials. Electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) were used in the characterization of
the platform assembly and detection of the target microorganisms. Gram-positive and
Gram-negative bacteria such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii were prepared and
suspended in aqueous medium at different concentrations and subjected to tests with
gold electrodes functionalized with the nanostructured sensor platform containing the
TEM peptide. The proposed biosensor shows promise as a technique to aid
traditional methods of detecting microorganisms.

Keywords: Microorganisms. Electrochemistry. Biosensor. FTIR. Impedance.
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1 INTRODUCAO

As infecgOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um dos eventos
adversos mais frequentes associados a assisténcia a saude e um problema de
salde publica (Lemiech-mirowska et al. 2021). As IRAS possuem um impacto amplo,
incluindo maior tempo de internacdo e maior mortalidade, principalmente quando as

infeccbes sdo associadas a multirresisténcia (Oliveira et al., 2022).

A proliferacdo e o crescimento de infec¢cdes causadas por microrganismos
multirresistentes sdo um sério problema de perigo a saude publica. O termo
ESKAPE designa os patégenos mais comuns em infeccdes, como Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter (Ma et al.,, 2020). Além
desses, outros agentes patogénicos, como Enterococcus faecalis e Bacillus spp. séo
destacados nas analises de infeccGes alimentares, o que resulta em uma grande

mortalidade (Enosi Tuipulotu et al., 2021).

As técnicas tradicionais empregadas na area da microbiologia como a
microscopia, o cultivo em &agar e os testes bioquimicos, apesar de consolidados,
possuem uma série de problemas que limitam seu uso, um desses problemas é o
tempo para o resultado. Em vista disso, métodos de diagndstico para identificacédo
de bactérias que possibilitem a diminuicdo no tempo de resposta sdo essenciais,
logo com a criagéo de biossensores pode-se sanar essa necessidade (Fatima et al.,

2022).

O biossensor eletroquimico € um dispositivo que transforma uma informacéo
quimica em um sinal que pode ser transformado em dados analisaveis, sendo

formado por um receptor e um transdutor (M. F. Amaral et al., 2023). Este grupo de
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sensores permite obter informacdes a partir da relacdo entre concentracdo e
corrente elétrica, por possuirem baixo custo e grande seletividade sdo uma escolha

interessante no ramo do diagnostico microbiolégico (Avila Oliveira et al., 2024).

A area de biossensores esta em constante evolucdo e representa um
mercado diverso, sendo estimado ter alcancado mais de US$25 bilhdes em 2021,
podendo chegar a US$37 bilhdes até 2026 (Sannegowda, 2021). Um biossensor é
formado por trés elementos principais: o receptor biolégico, o transdutor e o detector.

(Bhalla et al., 2016; Leva-bueno et al. 2020).

As nanoparticulas magnéticas (MNPs) possuem caracteristicas fisico-
qguimicas uteis no desenvolvimento de biossensores pelo seu carater semicondutor,
aprimorando a cinética de elétrons, além de elevada area de superficie, favorecendo
a ampla imobilizacdo de biorreceptores (Ramya et al., 2022). Outra nanoparticula
usada no biossensor sdo as AuNps que possuem propriedades de baixa toxicidade
e capacidade de ligar-se com varios materiais biolégicos (Sani et al., 2021). Dentre
esses materiais biolégicos, temos a quitosana que é uma proteina que possui
propriedades antimicrobianas (Rizeq et al.,, 2019). Contudo sua funcdo no
biossensor, em forma de nanoparticulas, é de compor o nicleo-casca. As MNPs de
Fes0s4-Au@Quit formam o nucleo-casca, onde a casca atua como uma separagao
fisica entre 0 meio circundante e o ativo, tornando as nanoestruturas menos
propensas a flutuacdes ambientais, alteragdo na quimica da superficie e prevencgéo
de foto-oxidacdo (Singh e Bhateria, 2021). Biossensores combinados com
nanoparticulas magnéticas permitem otimizacéo do sistema sensor tornando-o mais

sensivel (Jacinto et al., 2021).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo proteinas de baixo pelo molecular

com propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram-negativas e Gram-



16

positivas, virus e fungos (Boparai e Sharma, 2019). Os PAMs desempenham um
papel importante na resisténcia a microrganismos invasores sendo ativos contra
cepas resistentes a antibioticos, além de nao induzir facilmente o desenvolvimento
de resisténcia a medicamentos (Li et al.,, 2022). O peptideo Temphylarata (TEM),
analogo do peptideo Temporina-pta, € um PAM sintético bioinspirados obtido da
secrecdo cutanea da pele de anfibio (Hylarana Picturata) que possui potencial para
se tornar uma alternativa promissora para questdo de resisténcia bacteriana e no
uso em sistemas sensores voltados para a deteccdo de bactérias e fungos,
empregando sua habilidade de interacdo com a parede celular microbiana (Souza e

Silva et al., 2022).

Portanto, o atual estudo prop6s desenvolver um biossensor nanoestruturado
baseado em monocamadas automontadas de cisteina (Cys), nanoparticulas
magnéticas (Fes0a4) revestidas por casca de ouro (Au) e quitosana (nucleo-casca de
FesOs@Au-Quit) associados ao peptideo Temphylarata para a biodetecgdo de
bactérias de interesse clinico. Microscopia de forca atdmica (AFM) foi usada no
estudo topogréfico do sistema sensor. Espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia UV-Vis também foram usadas na
avaliacdo das nanoparticulas sintetizadas. Técnicas eletroquimicas como a
voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram
usadas na avaliagdo do processo de montagem do sistema sensor, bem como no
estudo de deteccao e diferenciagcdo dos microrganismos alvo. Os microrganismos
estudados compreendem as gram-negativas: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii, e a gram-positiva: Staphylococcus aureus,

gue foram suspensas em meio aquoso em diferentes concentracgoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo consideradas
qualquer infeccao resultante dos servigcos prestados pela atencdo a saude. Os riscos
de IRAS resultantes de intervencfes médicas, como uso de dispositivos, uso de
antibioticos e equivocos no controle de infeccbes acompanham o paciente a medida
que se transferem entre os setores do hospital (Tesini & Dumyati, 2023). As
complicacBes infecciosas podem surgir ao longo de diferentes tipos de
dependéncias (UTls e ambulatérios) (Rinke et al., 2020). As IRAS séao
caracterizadas por resultar em aumento na morbidade e mortalidade, sendo alguns
exemplos comuns a ITU (infeccao do trato urinario), infeccdo da corrente sanguinea

e pneumonia (Cagle et al., 2022).

Além de desencadear problemas de saude publica, as IRAS constituem um grave
problema socioecondmico. Essas infecgcdes sdo consideradas mais comuns em
paises em desenvolvimento pois a falta de recursos para estudos epidemiologicos e

fiscalizacao interferem na solugcéo desse problema (Leal et al., 2021).

No Brasil, a IRAS é caracterizada como qualquer intercorréncia que ocorra apos
72 horas da sua entrada na unidade de saude, ou anterior a ela, mas que esteja
associada ao cuidado de saude fornecido, segundo o Ministério da Saude portaria n°
2.616 (Lopes Araujo et al., 2018). Em comparacao, no Brasil, a taxa de incidéncia

dessas infecc¢des corresponde ao dobro do que no continente Europeu.
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Muitos esforcos séo realizados para reducdo da incidéncia de IRAS e seus
efeitos, intervencdes de prevencao e controle de infeccbes, como higiene de maos e
profilaxia perioperatoria, podem reduzir a ocorréncia de IRAS (Glowicz et al., 2023).
No entanto, programas de prevencdo sdo encontrados em quantidades reduzidas e
de forma heterogénea no mundo. Segundo dados do Tripartite Antimicrobial
Resistance Country Self-assessment Survey (TrACSS), um sistema para
monitorizacdo do progresso da implementacdo do plano de acdo global de
resisténcia antimicrobiana, cerca de 24% dos paises relataram possuir programas de
prevencao e controle de infeccdo implementados em ambito nacional (Balakrishnan,

2022).

Portanto, o aprimoramento e a inovacao sdo essenciais para a defesa contra as
infeccbes na assisténcia a saude no Brasil. Para que isso ocorra, hovas técnicas de
diagnéstico com uma metodologia precisa e eficaz sdo essenciais, uma vez que as

técnicas atuais possuem limitacdes quanto ao tempo e especificidade.

2.2 INFECCOES BACTERIANAS: RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana (RAM) esta desenvolvendo-se com
rapidez e um medo global é que sua evolucédo ultrapasse a velocidade de novos
agentes antimicrobianos. Com a recombinagcdo genética, as bactérias conseguem
adquirir resisténcia e disseminar 0os genes que codificam essa caracteristica
(Morrison & Zembower, 2020). Os impactos negativos dessa recombinacéo, estao
ligados ao aumento da morbidade e mortalidade, principalmente quando associados
a multirresisténcia antimicrobiana (MOMR), para controlar a infeccéo faz-se uso de

antibioticos de ultima geracdo causando uma pressao seletiva nos microrganismos
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(Maia et al., 2021).

Figura. 1. Mecanismo de resisténcia bacteriano.
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Com o uso indiscriminado de antibiéticos em todo mundo, uma
oportunidade maior é dada para que as bactérias desenvolvam resisténcia contra
esses antibioticos. No ambiente hospitalar, faz-se uso de antibiéticos como
penicilinas, cefalosporinas e quinolonas que j& possuem microrganismos com
resisténcia comprovada (Aradjo et al., 2022). O mecanismo de resisténcia das
bactérias (Figura 1) aos agentes antimicrobianos pode ser de origem intrinseca:
logo, € uma caracteristica natural de certas espécies bacterianas, o que significa que
elas possuem wuma resisténcia “inata” a determinados antimicrobianos,
independentemente de exposicdo prévia. Essa resisténcia também pode ser
adquirida, ocorrendo quando uma bactéria previamente sensivel a um
antimicrobiano desenvolve resisténcia devido a aquisicdo de novos genes. Ainda ha
a resisténcia adaptativa que € a resposta transitéria e ndo hereditaria, em que as
bactérias desenvolvem resisténcia em resposta a condigcdes ambientais especificas,

COMO exposi¢cao ao proprio antimicrobiano em concentracdes quase letais. (Christaki
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et al., 2020). Esses mecanismos de resisténcia sdo uma preocupacao por possuir

alto custo no tratamento e niveis elevados de mortalidade associados.

Figura 2. Principais sitios de infeccéo bacteriana.
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Existe uma gama de microrganismos oportunistas, que causam
infeccbes em varios sitios (Figura 2). Uma bactéria gram-positiva comum em
infeccbes do trato respiratorio e pele € a Staphylococcus aureus (Cheung et al.,
2021). Dentre as gram-negativas pode-se mencionar as Escherichia coli que causa
infeccdes gastrointestinais e no trato urinario (Riley, 2020). Somado, tem-se a
Pseudomonas aeruginosa, também uma gram negativa, que estad relacionada
pneumonias (Tenover et al., 2022). Por fim, a Acinetobacter baumanni, um bacilo
gram-negativo, muito comum em infec¢cdes do sistema respiratorio (Ibrahim et al.,
2021) Além disso, todos os microrganismos citados possuem em comum a producao
de biofilme, que conferem a comunidade bacteriana protecdo contra diversos tipos

de agressdes incluindo os antibidticos (Karygianni et al., 2020).
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2.3 TECNICAS DE DIAGNOSTICO MICROBIANO

Existe uma série de métodos de diagnostico, um pequeno resumo é apresentado na
tabela 1, empregados para identificacdo de bactérias de interesse clinico e
caracterizacdo dessas bactérias patogénicas. Estes métodos sdo essenciais para
direcionar o tratamento e cura do paciente através de seus resultados. Contudo,
possuem limitagcbes quando observamos seu elevado tempo e custo. Por isso, 0s

biossensores trazem inovacao e seguranca para um diagndstico preciso e rapido.

Tabela 1. Métodos diagnésticos e sua descricao.

Método de Diagndstico

Descrigéo

Aplicagdo comum

Prova Bioquimica (API, VITEK)

Bateria de testes bioquimicos
que avaliam o metabolismo
bacteriano (ex: fermentacdo de

acucares).

Identificacdo de bactérias com
base em perfis metabdlicos (ex.:

enterobactérias, pseudomonas).

PCR (Reagdo em Cadeia da

Amplificacdo de DNA bacteriano

Diagnostico rapido e preciso de

Polimerase) para detectar sequéncias infecgbes  bacterianas como
especificas. Mycobacterium tuberculosis,

Chlamydia
Teste de Sensibilidade Avalia a resisténcia de bactérias Determinacdo do tratamento

Antibidticos (Antibiograma)

a diferentes antibioticos

antimicrobiano mais eficaz, como
em infecgbes por

Staphylococcus resistente

Teste de Coagulase

Detecta a presenca da enzima

catalase, que decompde o

Diferencia Staphylococcus

(positivo) de  Streptococcus
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perdxido de hidrogénio (negativo)
Microscopia de Utiliza anticorpos marcados com Diagndstico de infeccbes
Imunofluorescéncia fluorescéncia para identificar bacterianas como Legionella e
bactérias especificas Treponema.

Fonte: Préprio autor, 2024.

2.3.1 BACTERIOSCOPIA

A bacterioscopia € uma técnica de diagnéstico que permite identificar com
rapidez e facilidade a ocorréncia de infeccdes, por meio de técnicas de coloracéao.
Um microscépio 6ptico é o instrumento mais intuitivo, simples e comumente usado
para observar objetos e discutir comportamentos através de imagens (Lemineur et
al., 2022). A partir da coloracdo de Gram, a microscopia 6ptica conseguiu classificar

as bactérias segundo a sua forma, tamanho, arranjo e colora¢édo (Rohde, 2011).

2.3.2 MEIos DE CULTURA

Os meios de cultura séo essenciais na microbiologia, pois permitem o crescimento e
a manutencdo de microrganismos em laboratério para estudo. Eles fornecem
nutrientes, pH adequado, e condi¢cbes ideais, como umidade e oxigénio, imitando o
ambiente natural dos microrganismos (Al-blooshi et al., 2021) Com isso, torna-se
possivel isolar e identificar bactérias, fungos e outros patdogenos, sendo

fundamentais para diagnosticos clinicos e pesquisas cientificas. Além disso, o0s
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meios de cultura permitem testar a resisténcia a antibiéticos, estudar o metabolismo
microbiano e desenvolver vacinas (Mohammed et al., 2022). A escolha do meio

correto influencia diretamente a eficiéncia e a precisédo dos resultados.

2.3.3 BIOQUIMICA

Testes bioguimicos desempenham um papel essencial na identificacdo
bacteriana ao permitirem diferenciar bactérias com base nas suas caracteristicas
enzimaticas e metabdlicas (Shoaib et al., 2020). Estes testes ajudam a identificar
espécies bacterianas em contextos clinicos, ambientais e industriais, possibilitando a
determinacdo do agente causador de infec¢cdes e orientando o tratamento. O teste
de catalase, por exemplo, diferencia bactérias como Staphylococcus (catalase-
positivas) de Streptococcus (catalase-negativas), sendo util na identificacdo inicial de
bactérias Gram-positivas (Al-joda et al., 2021. J4 o teste de oxidase permite
distinguir Pseudomonas (oxidase-positiva) de enterobacterias (oxidase-negativas),
atil para bactérias gram-negativas (Brito et al., 2021). No entanto, a bioquimica

convencional mostrou ser bastante demorada, podendo variar entre algumas horas.

2.3.4 TECNICAS DE DIAGNOSTICO AVANCADO

2.3.4.1 IMUNOENSAIOS

Ao permitir detectar e quantificar antigenos e anticorpos, 0s imunoensaios se
tornam uma grande carta na manga da medicina diagnostica. Essas técnicas
utilizam a interag@o especifica entre antigenos e anticorpos. Além dos marcadores

fluorescentes ou quimioluminescentes conjugados aos anticorpos que possuem a
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funcdo de aumentar o sinal, auxiliando a visualizacdo ou deteccdo (Chorti et al.,
2021). Alguns exemplos de imunoensaios destaca-se a imunocromatografia,

imunofluorescéncia e o ELISA (Perantoni et al., 2019).

2.3.4.2 BIOLOGIA MOLECULAR

A identificacdo de microrganismos obteve avancos significativos desde a
aplicacdo de biologia molecular. Essa técnica exige pouco material, possibilita a
analise da resisténcia antimicrobiana e a determinacdo de relacdes filogenéticas
(Church et al., 2020; Peranton et al., 2019). Contudo, possuem um custo elevado e

equipamentos especiais para sua elaboracao.

2.4 BIOSSENSORES

O biossensor € um sistema analitico que detecta uma analito
biolégico, cujo o alvo € uma biomolécula, que traduz as informacdes de presenca
e/ou concentracdo em dados, como sinais elétricos, opticos e térmicos, sendo uma
operacédo simples, de baixo custo e rapidez (Makvandi et al., 2021; Mohankumar et
al., 2021; Presutti et al., 2022). Clark e Lyons iniciou as pesquisas envolvendo
biossensores em 1962 com o projeto envolvendo a deteccéo de oxigénio no sangue
usando enzimas (Abid et al., 2021). Contudo, foi com Updike e Hickes em 1967 que
houve o surgimento do primeiro biossensor para medi¢cao da glicose que os estudos
no ramo aumentaram. Nos dias atuais € possivel observar as variacbes dos
biosssensores para glicose presentes no mercado. Aléem do monitoramento da

glicose, os biossensores sdo usados para detectar e medir patdgenos especificos,
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produtos quimicos e téxicos (Naresh and Lee, 2021). Esse emprego diverso é
resultado do aperfeicoamento de ferramentas de diagndstico especificas por meio
da integracdo de elementos de deteccdo biologica, cujo o principal objetivo é a
deteccdo de alvos especificos dispersos em uma amostra de maneira rapida e de
baixo custo (Presutti et al., 2022). Os biossensores detém diferentes formas, funcées
e tamanhos, sendo essas caracteristicas ligadas ao objetivo da anélise. Os
biossensores devem possuir alta sensibilidade, seletividade, linearidade,
reprodutibilidade, alto alcance e resolucao, proporcionando baixo desvio e tempo de
resposta ( Naresh and Lee, 2021). Sdo compostos por um sistema de deteccéo
constituido por um receptor, um transdutor e um sistema de leitura cuja juncédo é
capaz de medir diretamente um analito alvo disperso em uma amostra (Huang et al.,
2021). Depois da deteccdo do sinal, ele é registrado e transmitido para um display
(Li et al., 2021; Naresh and Lee, 2021). A interacdo do elemento biolégico com o
alvo resulta na alteracdo de uma ou mais propriedades fisico-quimicas, produzindo
sinais (Li et al., 2021). A resposta final € medida de forma qualitativa e/ou

guantitativa de um analito a partir da ligacao bioreceptor-alvo.

Figura 3. Componentes de um bhiossensor.
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A classificacdo dos biossensores € feita a partir dos transdutores e
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biorreceptores utilizados em sua producédo. Os transdutores sdo classificados em
eletroquimicos, acusticos, colorimétricos e Opticos (Lopes et al., 2022). Todavia, 0s
principais biorreceptores séo classificados como enzimaticos, imunossensores,

genossensores, celulares, biométricos.

Tabela 2. Tipos de biossensores baseados no tipo de receptor.

TIPO DE RECEPTOR TIPO DE TRANSDUTOR DESCRICAO

Enzimatico Eletroquimico Baseado em enzimas que
catalisam reagdes e geram sinais

detectados eletricamente.

Imunoldgico optico Usa anticorpos para detectar
antigenos com a deteccdo de
mudancas em propriedades

Opticas

Celular Piezoelétrico Células vivas sdo usadas para
reconhecer estimulos quimicos ou
fisicos, detectando alteracdes na

massa

Aptamero optico Aptameros reconhecem
moléculas-alvo, com a deteccdo

baseada em alteracbes Opticas
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(fluorescéncia).

Fonte: Préprio autor, 2024.

Um transdutor € um dispositivo que pode converter energia e sao caracterizados
com base em métodos de transducéo do sinal (Naresh and Lee, 2021). Variando de
acordo com sua forma ou funcéo, o transdutor pode se adequar as medidas de
interesse. Ja o tipo de transducdo de sinal segue as caracteristicas quimicas e
fisicas da reacdo gerada pelo componente biolégico. As perturbacdes da interacéo
do alvo com o receptor sdo recebidas pelo transdutor e convertidas em sinais
mensuraveis que podem ser eletronicamente visualizados, amplificados e
armazenados. O seu principio operacional categoriza o0s transdutores em

gravimétricos, térmicos, opticos e eletroquimicos (Naresh and Lee, 2021).

2.4.1 BIOSSENSORES GAVIMETRICOS

Sao biossensores baseados em pequenas mudancas na massa do
material de ligacdo, com proteinas ou anticorpos na superficie, gerando um sinal
mensuravel (Naresh and Lee, 2021). Séo utilizados finos cristais de quartzo
piezoelétrico, que vibram em frequéncias especificas de acordo com a corrente
aplicada e a massa do material detectado (Cali et al., 2020). Portanto, a medida que
a massa aumenta, resultado do biorreconhecimento, a frequéncia oscilante diminui e
o sinal pode ser analisado (Antiochia, 2021). Os transdutores gravimétricos mais
empregados sdo sensores baseados em magnetoelasticos (MES), microbalanca de
cristal de quartzo (QCM) e piezoelétricos. Entre esses, a abordagem piezoelétrica se

destaca por apresentar varias caracteristicas atraentes como sensibilidade devido ao
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alto médulo de elasticidade, monitoramento em tempo real, custo-beneficio, alto
limite de deteccéo, frequéncia, estabilidade e linearidade (Lu et al., 2020; h. Li et al.,

2022).

2.4.2 CALORIMETRICOS OU TERMICOS

Os transdutores térmicos trabalham basicamente com a detecc¢éo do
analito via variacdo de temperatura, logo as mudancas no calor produzido ou
consumido em uma rea¢ado quimica sdo medidas ao longo de um tempo. A energia
liberada ou absorvida € proporcional a entalpia molar e ao nimero de moléculas do
produto criado na reacdo (Eyvazi et al., 2021). Essa alteracdo € diretamente
proporcional a quantidade de reagentes consumidos ou produtos formados, assim, a
guantidade de analito alvo. Porém, algumas informacfes dos sensores térmicos nao
sdo totalmente confiaveis devido a fatores como perda de calor e deformacdo do
sensor (Bordbar et al.,, 2021). Os termopares, termistores e semicondutores sdo

bastante usados nessa forma de deteccéao.

2.4.3 OPTICOS

Os transdutores Opticos sdo fundamentados nas propriedades
opticas, permitindo quantificar a concentracdo do analito por meio da modificacdo da
luz emitida por um sistema reacional, seja biolégico ou quimico (Ekrami et al., 2021).
Varios fendbmenos fisicos quimicos podem ser observados como: absor¢éo, indice
de refragcdo, fluorescéncia, fosforescéncia e refletividade (Antiochia, 2021). Os

biossensores Opticos mais comuns sdo baseados em fluorescéncia,
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guimioluminescéncia, ressonancia, de plasmon de superficie e a (SPR) e fibra optica
(Abid et al., 2021). A fluorescéncia e a SPR sdo as mais aplicadas (Antiochia, 2021).
Os biossensores opticos apresentam bom desempenho na deteccdo de sistemas
bioldgicos, proporcionando avancos significativos em diagnoésticos, na area de
farmacos, controle de qualidade de alimentos e monitoramento ambiental (Chen and

Wang, 2020).

2.4.4 ELETROQUIMICOS

Os biossensores eletroquimicos sdo capazes de converter sinais
biolégicos em sinais elétricos, com o0 uso de enzimas como integrante mais usado
por sua capacidade especifica de ligacdo com o alvo e atividade biocatalitica
(Ekrami et al., 2021). Logo, a medida que ocorre o consumo ou geracao de
conjuntos eletroativos durante a reacdo, o transdutor processa e quantifica a
concentracdo do analito presente na amostra. Essa resposta varia de acordo com a
mudanca de alguns fatores, como: corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou
carga. A transferéncia de elétrons acontece na interface do eletrodo — solugéo, os
elétrons transferem-se entre uma espécie e o eletrodo ou viceversa. Nessa técnica,
usamos 0 potenciostato para controlar o potencial aplicado e medir as correntes do
eletrodo de trabalho. Os biossensores eletroquimicos séo gerais por seus principios
e funcionamento, aspirando as propriedades eletroquimicas do conversor e do
analito (Malecka-baturo, 2022). Suas vantagens permeiam a seletividade,
condutividade, estabilidade, baixo custo (Lu et al., 2020). Ademais, 0s biossensores
eletroquimicos podem ser miniaturizados, rapidas respostas e em tempo real

(Lakard et al., 2021). Subdivididos em biossensores eletroquimicos amperomeétricos,



30

condutimétricos, impedimétricos, potenciométricos e voltamétricos (Naresh and Lee,
2021). Os biossensores amperométricos fundamentam-se na aplicacao de potencial
para gerar uma corrente elétrica, resultante da oxidacdo ou reducdo de espécies
eletroativas na superficie do eletrodo (Oliveira, 2017). Sendo a corrente diretamente
proporcional a concentracdo/alvo presente na amostra analisada. Um requisito para
o desenvolvimento dos biossensores amperometricos € estabelecer uma
transferéncia rapida de elétrons do componente bioldgico para o eletrodo. Esse tipo
de dispositivo € usado no monitoramento de marcadores ambientais, inddstrias,
farmacos no sangue e urina, biomarcadores para doencas e infec¢des (Schachinger
et al., 2021). Os biossensores potenciométricos detectam concentracdes de ions
dispersos em uma amostra. A partir da diferenca de potencial entre o eletrodo de
trabalho (ET) e o eletrodo de referéncia (ER) em condicbes de corrente elétrica
constante € medida. Os biossensores potenciométricos mencionam a
concentragdo e atividade de ions livres, diferente da funcdo de outros métodos
analiticos que fornecem concentracdes totais de determinado alvo. Suas vantagens
sdo o tamanho reduzido, rapida resposta, facilidade de uso, baixo custo e resisténcia
a interferéncia externas (Ding and Qin, 2020). Os biossensores condutimétricos sdo
baseados na mudanca da condutividade da solucdo apresentada. Nao necessita da
utilizacdo de eletrodo de referéncia, ja que a condutividade dos eletrolitos varia de
acordo com a exposicao a diferentes solucdes. Logo, os sinais obtidos dependem da
temperatura (Xu et al., 2017). Contudo, existe dificil manipulacdo dos dispositivos,
porém quando usados concedem analisar alteragcdes de condutancia por uso de
enzimas que consomem ou produzem constituintes idnicos alterando o numero de
cargas do eletrolito (Villalonga et al., 2022). Apesar de sua desvantagem, esses

biossensores podem ser miniaturizados, produzidos em larga escala e com baixo
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custo, esses dispositivos sdo utilizados para monitorar processos metabdlicos em
sistemas vivos (Naresh and lee, 2021). Os impedimétricos verificam as mudancas
na impedancia da superficie do sensor a decorrer da ligacéo seletiva do alvo (Kim et
al., 2019). O potencial/corrente pode ser detectado por meio de uma ampla faixa de
frequéncia de corrente/potencial alternada. A impedancia(Z) € definida como a razéo
entre o0 potencial senoidal e a corrente, concedendo analises dos processos
interfaciais do eletrodo, como transferéncia de cargas e difusdo de espécies
eletroativas (Wang et al., 2021). A técnica de Espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) fornece uma andlise de alguns parametros celulares e
propriedades interfaciais do alvo presente na amostra. Apos cada modificacdo a
interacdo entre o biorreceptor do analito causa mudancas na impedancia da
superficie do eletrodo de trabalho podendo aumentar ou diminuir a resisténcia a
transferéncia de cargas (Antiochia, 2022). Finalmente, o0s biossensores
voltamétricos muito parecido aos amperométricos baseando-se na medicdo da
corrente-potencial, contudo, a corrente resultante das interagcdes analito com o
elemento de reconhecimento € medida durante variacdes controladas do potencial e
nao em um potencial fixo diferente da amperometria (Ferreira, 2014). Portanto, os
niveis de corrente sdo acompanhados em funcdo do potencial aplicado, tendo a
faixa de varredura adaptada para cada situacdo. Para deteccéo voltamétrica usa-se
a voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de

pulso de onda quadrada (SWV) (Liu et al., 2022).

2.5 BIORRECEPTORES

Para produzir um sinal mensuravel o biorreceptor reage
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especificamente com o analgésico de interesse para produzir um sinal mensuravel.
Os biorreceptores agem como sensores em funcdo das propriedades bioquimicas,
tornando-os sensiveis e seletivos para reconhecimento de biomarcadores com
minima interferéncia de outros microrganismos ou moléculas presentes na amostra
em analise (Abid et al., 2021). Sua alta especificidade e forte interacdo das sondas
biolégicas com as moléculas alvo formam ligacbes mais eficientes com o analito
(Farzim et al., 2018). Varios biorreceptores sdo desenvolvidos com a finalidade de
evitar ao maximo a interferéncia de agentes ndo especificos na analise e na
interpretacdo dos dados. Os elementos de reconhecimento podem ser classificados
em trés grupos: os de afinidade, que se fundamentam na interacéo do ligante com o
receptor; os cataliticos, cuja interacdo do receptor com o alvo forma um novo
produto detectavel pelo transdutor e os biomiméticos que apresentam semelhanca

com os sistemas especificos enzima-substrato (Soto & Orozco, 2022)

Assim sendo, existe uma variedade de biorreceptores que podem ser explorados.
Abaixo serdo descritos os biossensores classificados de acordo com a variedade de

moléculas biolégicas existentes.

2.5.1 ENZIMATICOS

Os biossensores enzimaticos sé&o aparelhos analiticos que utilizam enzimas
como componente de reconhecimento biolégico para detectar a presenca do alvo.
Esses dispositivos funcionam através da mudanga de uma reacdo quimica em um
sinal (elétrico ou Optico), permitindo quantificar a substancia alvo. As biomoléculas
enzimaticas possuem propriedades especificas em relacdo a substratos, além de

sua capacidade de serem inibidas usando analogos, logo atraem atencdo dos
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pesquisadores (Kaur et al., 2019). Quando comparado a outros receptores, 0S
enzimaticos possuem uma excelente seletividade e alta atividade catalitica (Silvestri
et al.,, 2022). Sdo aplicados para deteccdo de biomarcadores como patdgenos e

doencas, apresentando alto desempenho e confiabilidade.

2.5.2 IMUNOSSENSORES

Esses dispositivos utilizam a interacdo entre um antigeno e um
anticorpo (interacdo Ag-Ab) para detectar ou quantificar a concentracdo de um
analito em uma amostra ao converter um sinal bioquimico em um sinal elétrico
(Hassan et al.,, 2022). Inicialmente prepara-se a superficie de deteccdo do
imunossensor, constituida por material solido (vidro ou silica) que é funcionalizado
com anticorpos especificos para o0 analito pesquisado. Os anticorpos sao
imobilizados na superficie, a0 ser exposto a amostra os analitos presentes na
amostra irdo se ligar aos anticorpos imobilizados (ligacdo antigeno-anticorpo) (Li et
al., 2022). Com a formacdo desses complexos, usa-se as técnicas de
espectroscopia, eletroquimica e a impedancia elétrica para detectar a formacéo

desses complexos (Ali et al., 2022)

2.5.3 CELULARES

Conhecidos como microbiologicos, 0s biossesnores celulares
possuem estruturas celulares como elemento de reconhecimento. Os tipos celulares
mais usados para desenvolver o biossensor sdo as células bacterianas, algas,

fungicas, peixes, ratos e seres humanos (Ye et al.,, 2019). Fundamentam-se na



34

capacidade da célula em detectar condicbes do ambiente intra e extracelular,
gerando uma resposta quando interagem com o alvo. Ao sentir os estimulos
externos, o sinal gerado passa pelo transdutor que converte e amplifica,
apresentando a concentracao do alvo conhecido na amostra analisada (Zhang et al.,

2021).

2.5.4 GENOSSENSORES

O principio de funcionamento dos genossensores embasa-se na
hibridacdo do oligonucleotideo sonda com a sequéncia complementar presente na
amostra, produzindo uma dupla hélice, o que resulta em uma mudanca detectavel
no sinal do sensor (Zidari¢ et al., 2022). Esses dispositivos sdo aplicados em varias
areas como no diagnostico de doencas, monitoramento ambiental, testes de

seguranca alimentar e identificacdo de espécies (Romanholo et al., 2021).

2.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO PARA BIOSSENSORES

As técnicas eletroquimicas fornecem dados quase instantaneos e de
alta sensibilidade, consequentemente proporcionando que substancias e
biomoléculas sejam detectadas em niveis baixos. Os sinais eletroquimicos sao
abundantes e complexos, dependendo da escolha dos materiais dos eletrodos, logo
existe a dificuldade em identificar e categorizar os materiais com base em sinais

eletroquimicos (Deebansok et al., 2024).
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2.6.1 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA (EIS)

A EIS é utilizada em ampla gama de estudos, abrangendo desde o
transporte eletrébnico em dispositivos semicondutores até o estudo de processos
cinéticos eletroquimicos das mais diferentes naturezas, ou seja, processos que
ocorrem em baterias de ions de litio, células fotovoltaicas, sistemas de corrosdo e/ou

processos eletrocataliticos (Kaci et al., 2023)

A EIS é uma técnica utlizada na analise de processos
eletroquimicos que ocorrem na interface eletrodo/solucéo eletrolitica (Singh et al.,
2021). Tal técnica consiste na aplicacdo de uma tensao variavel (em frequéncia f) e
medida da impedancia V/I. O sistema eletroquimico € modelado como um conjunto
capacitor/indutor/resistor e a variacdo de comportamento em funcdo da frequéncia
revela os mecanismos eletroquimicos. Essa caracteristica é analisada no
desenvolvimento de biossensores impedimétricos, no qual a impedancia é medida
ao decorrer de uma faixa de frequéncia (Vivier e Orazem, 2022). Logo, a EIS
proporciona a avaliacdo da interacdo bioreceptor com o analito alto através das
variacdes impedimétricas. Através dos diagramas de Nyquist sdo identificados os
resultados de impedancia, com o uso da area do semicirculo que corresponde ao
processo de transferéncia de elétrons na superficie. Os elétrons formam uma linha
reta quando a superficie do eletrodo é estimulada, formando assim o processo de
difuséo, ja quando ha resisténcias na transferéncia dos elétrons um semicirculo é
formado. A EIS é uma técnica excelente e ja bem estabelecida para caracterizacéo
de sistemas eletroquimicos que ndo se alteram no tempo, pelo menos naquele
necessario para que medida seja realizada. O circuito equivalente de Randles
(Figura 4) é utilizado na obtencao dos dados numéricos das analises impedimétricas.

O circuito mimetiza a interface eletrodo-solucdo eletrolitica, apresentando
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componentes elétricos como resistores e capacitores.

Figura 4. Circuito equivalente de Randles.
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Fonte: Proprio autor, 2024.

2.6.2 VOLTAMETRIA CicLicA (VC)

A voltametria ciclica é a técnica mais usada para analisar
gualitativamente os processos eletroquimicos. Essa técnica apresenta dados sobre a
termodinamica dos processos redox, da cinética de reacdes de transferéncia de
elétrons e sobre as reacdes quimicas acopladas a processos absortivos. Ao aplicar o
potencial em um valor onde nao ocorre reducdo, na regido mais negativa (catodica)
ocorre a reducdo do composto em solugdo, formando um pico de corrente
proporcional a concentragdo do composto. Quando o potencial é varrido no sentido
inverso até o valor inicial. No caso de uma reacdo reversivel, os produtos que
tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam ainda préximos a superficie do

eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da reducéo.

2.6.3 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A microscopia de forca atdbmica (AFM) gera imagens de alta

resolucdo em escala nanométrica e analisa as propriedades mecéanicas, sendo
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essenciais na analise de biossensores ao fornecer informacdes sobre topografia e
impressdes biomecanicas (Rousso et al., 2022). O AFM foi descrito pela primeira vez
em 1986, sendo hoje uma técnica bem estabelecida, pode ser utilizada para
caracterizacdo por imagem e biomecanica de amostras biolégicas em nivel
nanometrico (Pefia et al., 2022). Para realizar recursos de imagem de topografia em
nanoescala, um AFM precisa de trés subsistemas: de uma sonda cantilever, do
sistema de nanoposicionamento e do sistema eletrénico do condutor (Xia et al.,
2022). Sua funcdo baseia-se no conceito de medir as forcas de interacdo entre a
ponta afiada, montada no cantilever, e a superficie da amostra. O cantilever funciona
como uma mola, respondendo as forcas de atracdo ou repulsdo entre a ponta e 0s
atomos. Um laser é refletido na parte traseira do cantilever, e sua deflexdo é
detectada por meio de um fotodetector, permitindo a obtencdo de informacdes
mecanicas e topograficas. Os sistemas de balanco (ponta de sonda a sonda) podem

ser feitos de materiais distintos, como silicio e nitreto.

2.6.4 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) & uma técnica analitica usada para caracterizar as estruturas moleculares de
um material. As moléculas tém niveis de energia discretos para transicdes
eletronicas, vibracbes moleculares e rotacbes moleculares. Quando uma molécula é
irradiada por luz infravermelha, ela absorve uma certa quantidade da radiacéo
incidente em uma energia/frequéncia especifica e sofre excitacdo vibracional do
estado fundamental para um estado de energia vibracional mais alto. O padrao unico

de absorcao no infravermelho por uma molécula particular ou grupo funcional produz
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bandas caracteristicas em seus espectros FTIR (R. Wang et al, 2021). Esse
espectro, composto por picos de absorcdo em diferentes regibes do espectro
infravermelho, fornece informacdes sobre a composi¢cao quimica, estrutura molecular

e identificacdo de grupos funcionais presentes na amostra.

2.7 ESTRATEGIAS DE FUNCIONALIZAGAO DE SUPERFICIES SENSORAS

A funcionalizacdo adequada de superficies sensoras € um aspecto
crucial no desenvolvimento de plataformas biossensoras eletroquimicas, pois
influencia diretamente a sensibilidade, seletividade e estabilidade dos sensores. A
modificacdo da superficie com materiais especificos, como nanoparticulas,
polimeros condutores ou biomoléculas, permite a imobilizacdo eficiente dos
biorreceptores, garantindo uma interacao robusta e direcionada com o analito. Essa
personalizacdo otimiza a transducéo do sinal eletroquimico, melhorando a detecc¢éo
de pequenas concentracfes de analitos em ambientes complexos. Além disso, uma
funcionalizagdo bem planejada pode minimizar interferéncias e melhorar a

estabilidade do biossensor em diferentes condigdes experimentais.

2.7.1 NANOMATERIAIS

O desenvolvimento de nanomaterias é aplicavel em varias areas do
mercado, incluindo o biomédico. Os nanomateriais podem ser constituidos por
estruturas de carbono, nanoparticulas metalicas, Oxidos metalicos, materiais
semicondutores, pontos quanticos e nanomateriais organicos, além dos

nanocompositos derivados da associagao entre eles (Sheikhzadeh et al., 2021). Um
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nanomaterial muito usado no biossensoramento sdo as nhanoparticulas de ouro
(AuNPs) por suas caracteristicas Opticas, eletrbnicas, sensoriais e bioquimicas
Unicas. Devido a essas caracteristicas, as AuUNPs tém sido amplamente aplicadas
em campos biomédicos, como diagnéstico, biossensoriamento e liberacdo de
farmacos (Li et al., 2019). As nanoparticulas magnéticas (NPMs) como a “magnetita”
ou oxido de ferro (Fe304) é outro tipo de nanomaterial usado para formar a
monocamada automontada, com suas propriedades de aumento da superficie e
elevada area de transferéncia de massa, estabilidade térmica e quimica e baixa
toxicidade fazem parte de nanomateriais usados no campo biomédico. Porém, para
qgue as NPMs sejam aplicadas necessitam ser funcionalizadas com um material
biologicamente ativo. As biomoléculas que podem ser utilizadas para funcionalizar
NPMs devem apresentar alta massa molecular, boa estabilidade e sensibilidade,
baixo custo, facil conjugacéo entre o antigeno e a biomolécula, e deteccéo precisa.
As biomoléculas mais comuns sdo dextran, polietileno glicol, alcool polivinilico e
quitosana. Dentre estas biomoléculas, a quitosana é um biopolimero com estrutura
quimica formando um policétion linear, com elevada densidade de carga, atéxico,
que apresenta grupos aminas e hidroxilas e inimeras ligacdes de hidrogénio. Estas
caracteristicas permitem que exiba uma excelente biocompatibilidade (Albuquerque
et al., 2017). Os nanomaterias sdo comumente usados em biossensores por
aperfeicoar o desempenho, permitindo uma deteccdo mais rapida, eficiente e
acessivel. Essas caracteristicas se devem as propriedades elétricas Unicas, que
geram alta relacdo superficie-volume de contato, alta condutividade elétrica,
atividade catalitica, biocompatibilidade, podendo ser facilmente modificadas com

grupos funcionais (Mirres et al., 2022).
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2.7.2 NUCLEO-CASCA

Os usos de biopolimeros como amido, celulose, fibroinas de seda,
colageno, gelatina, albumina e nanomateriais a base de quitosana conferem aos
NPs sintéticos biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade.
Nanomateriais biocompativeis com alta area de superficie especifica sdo desejaveis
em uma infinidade de aplicacBes biolégicas e biomédicas, como administracdo de
medicamentos, terapéutica e entrega de genes. Nos Ultimos anos, varios estudos se
concentraram nos avancgos neste campo, levando a substituicio de nanomateriais
biocompativeis considerando o uso de recursos alternativos, propriedades

inovadoras e limitacdes (Wang et al., 2020).

2.7.3 MONOCAMADAS AUTOMONTADAS

Uma monocamada auto-montada (SAM) é definida como um filme
fino e de camada Unica de pequenas moléculas que estéo ligadas a uma superficie
de uma maneira altamente ordenada. Uma molécula capaz de se tornar uma
monocamada automontada € composta de trés partes: 0 grupo ancora, 0 grupo
terminal e o ligante (Lundin et al., 2022). A técnica de SAM para funcionalizacéo de
superficies € conhecida por sua notavel versatilidade e eficacia, principalmente na
imobilizacdo de biomoléculas e nanoparticulas sendo esséncia na elaboracédo de

biossensores.

2.7.4 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS
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O problema da resisténcia aos medicamentos devido ao uso prolongado de
antibioticos tem sido uma preocupacdo ha anos. A medida que esse problema se
agrava, as Iinfeccbes causadas por varias bactérias estdo se expandindo
rapidamente e sdo extremamente prejudiciais a saude humana. Os peptideos
antimicrobianos (AMPs) sdo uma boa alternativa aos antimicrobianos atuais com
potente atividade antimicrobiana e mecanismos antimicrobianos uUnicos, que
apresentam vantagens sobre os antibiéticos tradicionais no combate a infeccbes
bacterianas resistentes a medicamentos (Xuan et al., 2023). Além da atividade
antimicrobiana, os AMPs também possuem atividades antibiofilme,
imunorregulatérias, entre outras (Luo & Song, 2021). Os fragmentos de AMP tém
como alvo as paredes bacterianas, o que proporciona diferenciar uma infeccao
bacteriana de uma inflamac&o. A selecdo de fragmentos peptidicos apropriados
permite, portanto, melhorar o rastreamento de infeccdes diretamente nos tecidos,
limitando a atividade bactericida do AMP (Pardoux et al., 2020). Nos ultimos anos, os
AMPs tém sido cada vez mais investigados como ligados aos biossensores por
apresentar alta estabilidade e multiplos locais de captura bacteriana. Atuando como
biorreceptores seletivos destinados a detec¢cdo de patdgeno, isso decorre das suas
propriedades inerentes de hidrofobicidade e carga, que lhes permitem ligar-se de

forma especifica a membranas bacterianas (Stern Bauer et al., 2023).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver um biossensor nanoestruturado impedimétrico baseado em
monocamadas automontadas de cisteina (Cys), nanoparticulas magnéticas (Fez0a4)
revestidas por casca de ouro (Au) e quitosana (nucleo-casca de Fe3Os@Au-Quit)
associados ao peptideo Temphylarata para a biodeteccdo de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar nanoparticulas magnéticas (FesOas) revestidas por casca de ouro (Au) e
quitosana (nucleo-casca de FesOs@Au-Quit);

Obter monocamadas automontadas atraveés do uso de cisteina para imobilizacao
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de Fe30s@Au-Quit para o desenvolvimento do biossensor;

Imobilizar o peptideo Temphylarata nos eletrodos funcionalizados com
nanoestruturas;

Determinar as correntes de pico anddicas (ipa) e catddicas (ipc) das diferentes
etapas de modificacdo da superficie do eletrodo para obtencdo do biossensor
nanoestruturado;

Caracterizar a plataforma biossensora por meio da técnica da espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) pela avaliacdo dos diagramas de Nyquist e
determinacao do circuito equivalente;

Avaliar comportamento interfacial da capacitancia da dupla camada elétrica,
resisténcia de transferéncia de carga e resisténcia de Warburg;

Avaliar a performance do biossensor frente a amostras de diferentes espécies de
bactérias por meio das analises eletroquimicas;

Caracterizar as nanoestruturas sintetizadas pelas técnicas de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

Analisar morfologica e estruturalmente o sistema sensor antes e ap0s interacao

com 0s microrganismos através da microscopia de forca atdbmica (AFM).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Cisteina (Cys), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (EUA). Ferricianeto
de potassio (K3[Fe(CN)6]), ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)6]), fosfato de sbdio
monobaésico e fosfato de sodio dibasico foram obtidos pela VETEC (Brasil). Agua
deionizada ultrapura utilizada em todas as etapas dos experimentos foi obtida pelo
sistema de purificacdo Milli-Q (Billerica, EUA). O peptideo Temphylarata foi

preparado em uma concentragao de 250 uM.

4.2 IMOBILIZACAO DE CAMADA AUTOMONTADA

Os eletrodos foram polidos com papel lixa fino (tamanho de grdo 4000),
seguido de pasta de alumina. Os eletrodos passaram pela sonicacdo durante 1
minuto em agua. Os eletrodos foram imersos em solucéo de 1 x 10-3 M de cisteina
(Cys). O enxague foi completado com agua para remover qualquer material nao
imobilizado na superficie do eletrodo. O eletrodo foi modificado com a Cys e imerso
em solucdo aquosa / etanol (1:1 v/v) contendo 0.4 M de EDC e 0.1 M de NHS
durante 10min. Para remover o material n&o tratado, o eletrodo foi lavado com agua.

Finalmente, foi gotejado no eletrodo a solucdo de nucleo-casca durante 25min.

4.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
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Inicialmente, foi suspenso FeCls.6H20 (8 mM) e FeS0O4.7H20 (4 mM) em 50
mL de agua deionizada, homogeneizado em agitacdo magnética e aquecido a 70°C
por 1h, de acordo com (Tessarolli et al.,, 2019), com algumas modificacdes.
Posteriormente, foi adicionado 5 mL de NH40OH a solugcdo anterior, que
imediatamente adquire uma coloracdo preta, indicando a formacdo das
nanoparticulas magnéticas (FesOa4). A solucdo foi mantida em agitagdo magnética
até atingir 24°C. Em seguida, foram coletadas as amostras de Fe3Os4 sob campo
magnético e lavadas com agua e etanol até a solucéo alcancar pH 7. Finalmente, as
amostras foram secadas na estufa 38 (~50°C) e estocadas em frasco ambar em

temperatura ambiente.

4.4 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE FE304-OURO@ QUITOSANA (NUCLEO-CASCA)

As nanoparticulas de FesOs4 foram dispersas em uma solugédo de 0.1 M
HAuUCIs-4H20 em um béquer de fundo plano por 20 minutos usando sonicacao e,
em seguida, misturadas lentamente em uma incubadora de agitacdo a 38°C para
permitir a adsor¢éo de Au3+ na superficie de FesOa4. As nanoparticulas nucleo-casca

foram lavadas com agua pura até o pH atingir 7.

As NP de quitosana foram sintetizadas pela técnica de gelificacdo i6nica de
acordo com (Galindo et al., 2020) com algumas modificacdes. O volume de 8 mL da
solucéo de TPP (1 mg/mL) foi adicionado por gotejamento e sob agitacdo magnética
a 15 mL de solucdo de quitosana (2 mg/mL), previamente dissolvida em &cido
acético 0,1 M e com pH ajustado para 4,4. ApoOs a adicdo de TPP, as solucdes
foram mantidas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente durante 1 hora. A

concentracdo de quitosana e TPP ao final do processo foi de 1,3 mg/mL e 0,3
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mg/mL. A proporcdo de quitosana e TPP, bem como as condi¢cbes de processo

foram definidas por testes preliminares.

4.5 CULTURA DOS MICRORGANISMOS E EXPERIMENTOS DE BIORRECONHECIMENTO

Espécies de Gram-negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii e a espécie Staphylococcus aureus, Gram-positiva, foram
semeadas em agar Mueller-Hinton por 24h a 37°C. Essas amostras foram fornecidas
pelo Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco. Para
se avaliar o biorreconhecimento do microrganismo pelo biossensor proposto, o
biossensor foi imerso na suspensdo com determinado microrganismo durante 5 min
em temperatura ambiente. Agua ultrapura foi utilizada para remover os
microrganismos nao ligados, e posteriormente o biossensor foi submetido a analise

eletroquimica.

4.6 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

As medidas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedéancia
eletroquimica (EIE) foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato
pMAutolab (Metrohm, Holanda) controlado pelo software NOVA 1.11. Uma célula
eletroquimica foi utilizada, onde uma solucdo 10mM de [Fe(CN)6] 3- /[Fe(CN)6] 4-
(1:1, v/v) preparada em tampéo fosfato (PBS, pH 7.4) foi usada como sonda redox.
Durante os experimentos foram utilizados uma célula composta por trés eletrodos,
como seguem: eletrodo de trabalho de ouro (ET), fio de platina como contra-eletrodo

(CE) e Ag/AgCI (saturado com KCI) como eletrodo de referéncia (ER). A voltametria
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ciclica foi realizada com potencial entre 0.7 e -0.2 V a uma taxa de varredura de 50
mV s-1. Os espectros de impedancia foram registrados a uma faixa de frequéncia de
100 mHz a 100 kHz em uma amplitude do potencial de onda senoidal de 10 mV. O
software OriginPro8 foi utilizado na montagem e analise dos graficos voltamétricos e

impedimétricos.

4.7 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL

A analise morfologica do biossensor foi realizada utilizando um microscépio
de forca atdmica SPM-9700 (Shimadzu Corporation, Japao). Foram empregados
cantilevers com ponta de silicio (Nanoworld, Japéo, frequéncia ressonante de 300
kHz e constante de forca de 42 N-m™) no modo de ndo contato, a uma temperatura

de 25°C+1 °C.

Medicbes de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) das nanoparticulas e do nucleo casca puras foram realizadas na faixa
de numero de onda entre 1000 cm™ e 4000 cm™, utilizando o espectrometro FTIR

Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Rowville, Australia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLATAFORMA SENSORA FE304-AU@QUI-TEM

A imobilizagdo dos FeszOs-Au@Qui e PAM TEM foi realizada através da
modificacdo da superficie de ouro (BGE) do eletrodo de trabalho, conforme
esquematizacdo (Figura 5). Sequencialmente, o BGE limpo é modificado pela
adsorcdo de cisteina, que servira como conexao entre os outros elementos da
plataforma, além de aumentar a superficie de contato. Apds adicdo da cisteina,
temos o acoplamento do EDC:NHS para favorecer a conectividade com o nucleo-
casca gue vira a seguir. Outra camada de EDC:NHS sera depositada e por fim o

peptideo.

Figura 5. Esquematizagéo da plataforma sensora.
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Fonte: Proprio autor, 2024

5.2 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA
5.2.1 AFM

A andlise topografica das etapas de montagem do biossensor e as mudancgas
na superficie apdés o processo de adsorcdo do TEM e biorreconhecimento das
amostras de microrganismos foram avaliadas via AFM (Figura 6). Na figura, observa-
se a superficie do eletrodo apds o processo de adsor¢cdo dos componentes Fes3Oa-
Au@Qui, na qual formou-se picos e depressdes com altura 82 nm corroborando com

o trabalho de (Shanmugam et al., 2024)
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Figura 6. Resposta do AFM frente a plataforma sensora e as bactérias.

a-Cys

b- Cys-FeO4AuQuit
c- Cys-Sensor

d- Sensor/bact1

e- Sensor/bact2

f- Sensor/bact3

Fonte: proprio autor, 2024.

Apés a adsorcao do peptideo observou-se a uniformizacdo da superficie com
diminuicdo na rugosidade do perfil topografico, aumentando a altura dos picos
(94nm) sendo um indicativo de adesdo, como demonstrado no trabalho de Silva-
Junior (Da Silva-Junio, et al., 2022b). Quando acontece o contato com o patégeno,
no caso a bactéria S. aureus (Figura 6d), o sensor revela alteracdes morfolégicas
com altura de 121 nm, caracterizando o biorreconhecimento.

Contudo, quando o sensor interage com bactérias Gram-negativas (Figura 6e
e 6f) h4A uma mudanca na caracterizagéo topogréfica, passando a apresentar vales e
picos 125 e 158 nm, respectivamente.

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).

5.2.2FTIR

A regido média de espectro utilizada para avaliar a presenca dos grupos
funcionais foram 4.000 a 1.000 cm™ (Figura 7). As respostas do FTIR revelaram na

banda de absorcédo 3000-3500 cm™ estando relacionado ao estiramento da ligacdo
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OH (Lin et al., 2021). Contudo, o pico de absorcdo de 2920-2851cm™ revelou o
estiramento de dois grupos carbonila. O pico em 1470 cm™ é atribuido ao grupo
C=0 (Alkahtane et al., 2022). Enguanto um pico observado em 1500 cm™ foi
atribuido a vibracao de alongamento F3Oa4 (Alkahtane et al., 2022).

Figura 7. Resposta das camadas do sensor frente a técnica FTIR
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Fonte: préprio autor, 2024.

5.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA SENSORA

As modificagbes do BGE foram analisadas através da EIS (Fig. 8a), a partir
do Rcr (resisténcia a transferéncia de carga). Assim, o Rct permite a avaliacdo da
cinética de transferéncia de elétrons da sonda redox (Braga et al., 2023). No
diagrama de Nyquist, formado pelos dados fornecidos pelo Rct, observa-se a
formacdo de um semicirculo no BGE limpo (Rcr =113Q) por causa da livre
passagem de elétrons. Em contrapartida, ao cobrir a superficie de ouro com cisteina
temos um aumento na resisténcia da passagem de elétrons (Rct =358Q) por sua
baixa condutividade de elétrons apresentada pela cisteina. Ao imobilizar Fe3O4s@Au-
Quit, observa-se um semicirculo menor, resultante do aumento da condutividade
fornecida pelas nanoparticulas (Rct =120Q) por possuir elementos que conduzem
esses elétrons. Contudo, ao conjugar o TEM temos um aumento no semicirculo (Rct
=306Q) com referéncia a camada anterior, isso acontece, pois 0 peptideo vai

dificultar a passagem desses elétrons.
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Figura 8. Processo de montagem da plataforma sensora: andlise impedimétrica (a) e
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O biossensor também foi avaliado via VC. O BGE limpo apresenta picos

anodicos e catodicos na voltametria definidos (Fig. 8b), com uma resposta elétrica

50,16Q no pico anddico. Contudo, ao adicionar a cisteina (cis) provocou um

aumento da ipa 68,23 Q por conta da atragéo eletroestatica entre seu grupo amina

(positivo) e o par redox (negativo) aumentando o transito de elétrons (Moustakim et

al., 2022). A cys liga-se ao ouro por causa do grupo tiol, que devido a sua forte

atracdo com o ouro cria um fino filme altamente organizado, formando uma

monocamada automontada (SAM). Ao adicionar FezO4s@Au-Quit, ha uma reducao

no pico anodico, demonstrando assim uma boa capacidade elétrica. Deve-se as

propriedades de condutividade presentes no FesOs4 e Au, favorecendo o fluxo de

elétrons (German et al., 2020). Seguindo a dire¢éo contréria, ao adicionar o peptideo

TEM ha uma significativa reducgé&o, indicando dificuldade na passagem dos elétrons.
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5.4 PERFORMANCE ANALITICA DO BIOSSENSOR

Figura. 9. Analise voltamétrica (a,c,e,g) e impedimétrica (b,d,f,h) da deteccao dos
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Fonte: Proprio autor, 2024.
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Os resultados apresentados no voltamograma ciclico (Fig. 9 a,c,e,g) apontam
uma reducdo gradual nos picos anddicos e catddicos, proporcional a concentracéo
bacteriana. Indicando reconhecimentos desses microrganismos, pois o peptideo
TEM interage eletrostaticamente com elementos da parede bacteriana, dificultando a
passagem de elétrons. A “partir do diagrama de Nyquist (Fig. 9 b,d,f,h), podemos
constatar uma maior resisténcia a transferéncia de cargas, associada ao aumento do
didmetro do semicirculo, nas bactérias Gram-negativas.

Os dados impedimétricos foram enquadrados ao circuito equivalente de
Randles (Tabela 3), esse circuito € constituido de resisténcia de solucao eletrolitica
(RS); elemento de fase constante (CPE); resisténcia a transferéncia de carga (RCT)
e a impedancia de Warburg (Zw). Os valores de RCT possuem relacdo com as

modificacdes da interface eletroquimica do eletrodo.
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Tabela 3. Valores dos elementos do circuito equivalente de Randles para a deteccao

dos microrganismos pela plataforma.

Modificacdo do CFUmL? Rect(kQ) CPE N Rs(Q) W
Eletrodo (UMho) (mMho)

Plataforma Frk 0,181 15,1 0,757 263 5,7
101 0,837 16,6 0,838 276 94

102 0,969 17,3 0,845 270 8,6

P. aeruginosa 103 1,125 16,5 0,834 253 84
104 1,255 15,8 0,894 288 8,6

105 1,404 15,3 0,835 305 8,5

101 1,16 39,1 0,757 293 7,5

102 1,89 31,6 0,782 292 7,6

E. coli 103 2,55 28,5 0,796 294 7,4
104 3,42 25,8 0,807 300 8,0

105 4,61 21,0 0,813 305 8,0

101 0,558 23,4 0,793 347 9,3

102 0,698 22,8 0,841 327 9,2

S. aureus 103 0,949 18,6 0,826 315 9,3
104 1,11 18,0 0,841 314 9,3

105 1,42 16,8 0,835 306 9,3

101 1,339 25,5 0,829 236 6,2

102 1,571 23,3 0,864 271 5,6

A. baumannii 103 1,941 17,8 0,856 277 5,4
104 2,392 14,9 0,872 289 5.3

105 2,771 14,5 0,880 366 5,3

Fonte: préprio autor, 2024.
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Através da tabela, observou-se que a interacdo com Gram-negativo se
destaca. Isso acontece por conta do PAM, sua conformacédo anfifilica que possui
uma superficie catibnica (Souza e silva, et al., 2022). O mecanismo de interacdo
com bactérias do grupo negativo esta relacionado a composicdo da membrana
carregada negativamente com lipopolissacarideo (LPS) (Sohrabi, et al., 2023).

Baseada na variagdo da resisténcia a transferéncia de cargas (ARcr) foi
construida uma curva de calibracdo, usada na avaliacdo da capacidade analitica do
biossensor, seguindo a formula:

_ Rct(bact) — Rct(plat)

ARct
¢ Rct (plat)

100

Em que o Rct condiz com ao valor obtido apds a exposicdo as suspensdes
bacterianas, enquanto que o Rcrt (Plat.) esta ligado ao Rcr da plataforma cis-
Fesz04@Au-Quit quando ocorreu a imobilizagdo do TEM.

Figura 10. Variagéo relativa da Rcr do sistema sensor ap0s exposi¢ao a diferentes

espécies de microrganismos.
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Fonte: Proprio autor, 2024.

Como apontado, existe uma associacdo entre a concentracdo e as
propriedades dos microrganismos analisados. O desenho linear de reconhecimento
é explicado pela diferenca na constituicdo dos alvos, mais especificamente em sua
membrana. Logo, os valores de ARcrt obtidos para o S. aureus, demonstram serem

menores em comparacdo aos da A. baumannii e da E. coli. Esse fenbmeno ocorre
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por causa da constituicdo da barreira das bactérias Gram-positivas que apresentam
alta quantidade de acido lipoteicoico (LTA) (Sohrabi, et al., 2023). Esse arranjo
mostra-se verdadeira com o resultado do coeficiente de determinagéo (R?) superior a
0,95. Através da quantificagdo do recobrimento da camada sensora (0) € possivel
avaliar os sitios de ligacdo ocupados pelas bactérias (Fig. 11), segundo a seguinte
equacao:

Rct (plat)

Rct (bact)

Onde o Rct (plat) é referente ao Rct da plataforma, ao passo que o Rct (bac)

O =

condiz com os valores de Rct depois da exposi¢cdo bacteriana. Ao verificar o gréafico,
observa-se que aumento de 8 esta proporcionalmente associada a quantidade de
colénias expostas. Além disso, houve uma afinidade maior por bactérias do grupo
das Gram-negativas. Alguns estudos corroboram com essa hipGtese, pois
demonstraram a afinidade de peptideos catibnicos por microrganismos Gram-
negativos em detrimento dos Gram-positivos (Sohrabi, et al., 2023) Portanto, os
valores de 6 acorda com os dados obtidos no ARcrt. Assim, pode-se constatar que 0
sistema sensor interage com as células bacterianas e apresenta respostas
especificas segundo a constituicdo da parede bacteriana.

Figura 11. Quantificagdo do recobrimento da camada sensora (8) apds exposigéo a

diferentes espécies de microrganismos em diferentes concentracdes

Fonte: préprio autor, 2024
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6 CONCLUSAO

O presente estudo, um biossensor eletroquimico baseado em monocamada de
cisteina, nucleo-casca e peptideo antimicrobiano TEM foi aplicado para deteccédo de
bactérias Gram-negativas e Gram-positiva. O FTIR foi utilizado para identificacdo de
grupos funcionais. Visando identificar e caracterizar esses grupos. Segundo 0s
dados de EIE e VC, o nucleo casca demonstrou boa condutividade quando
associados a monocamada de cisteina, a resisténcia de cargas na superficie do
eletrodo e a associacdo desses componentes. Através do ipa e RCT tivemos
evidéncias de que houve éxito em sua montagem. As informacdes fornecidas pelos
calculos ARCT e 8 apresentou a correlagdo proporcional entre a concentragao
bacteriana e a resposta do biossensor, ficando evidente a identificacdo das bactérias
e suas respectivas concentracdes. Entretanto, novos testes usando soro de
pacientes e outras espécies de bactérias devem ser realizados. Portanto, o
biossensor proposto surge como uma alternativa promissora as técnicas
convencionais de identificacdo bacteriana, com potencial para ser utilizado no futuro

no reconhecimento de amostras clinicas e hospitalares.
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