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RESUMO

A crescente preocupacgao do sistema de saude com os impactos das infeccdes
causadas por microrganismos evidencia a urgéncia por métodos de detecgdo que
sejam rapidos, sensiveis e confiaveis. Biossensores eletroquimicos com
nanomateriais oferecem diagndstico rapido, sensivel, especifico e de baixo custo,
sendo alternativas promissoras aos métodos tradicionais. Este estudo propds o
desenvolvimento de um biossensor eletroquimico baseado no peptideo
antimicrobiano (PAM) BotrAMP14 para a detec¢do de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, bactérias virulentas e principais
causadoras de infeccbes resistentes. A plataforma foi construida utilizando
monocamadas automontadas de Cisteina (Cys), seguidas pela deposi¢do de um
nanocomplexo formado por Oxido de Grafeno (GO)/Quantum dots de Telureto de
Cadmio (QDs CdTe) e imobilizagdo do PAM sobre o eletrodo de ouro. A selegéo
desses compostos foi fundamentada em suas propriedades: a Cys com alta
afinidade por superficies metalicas via grupo tiol; o GO aumenta a area superficial,
os QDs CdTe amplificam a resposta eletroquimica; e o PAM BotrAMP14, com
estrutura a-helicoidal e natureza policatibnica, promove interagao eletrostatica com
as membranas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas. A caracterizagao
eletroquimica demonstrou a efetividade da construcdo da plataforma por meio de
Voltametria Ciclica (VC) e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE),
considerando que os voltamogramas mostraram a redug¢ao da corrente anddica com
o aumento da concentragao bacteriana, e a EIE indicou aumento significativo da
resisténcia a transferéncia de carga (Rct). O sensor apresentou limites de detecgao
de 10" UFC/mL para todas as cepas testadas, com uma resposta linear entre 10" e
10° UFC/mL, com coeficientes de determinagdo superiores a 0,90 para todas as
curvas de calibracdo. O grau de recobrimento (8) aumentou proporcionalmente a
concentragdo bacteriana, corroborando a interagdo microrganismo-sensor. A
plataforma foi submetida a uma analise complementar por Espectroscopia de
infravermelho com transformada de fourier (FTIR) para verificar a presenga dos
grupos funcionais presentes na solugdo de Cys/GO, validando a plataforma como

uma alternativa promissora para o diagnostico de microrganismos.

Palavras-chave: Biossensor; Eletroquimica, Infecgdes bacterianas; Nanotecnologia;

Peptideos antimicrobianos.



ABSTRACT

The growing concern within the healthcare system regarding the impact of infections
caused by microorganisms highlights the urgent need for detection methods that are
rapid, sensitive, and reliable. Electrochemical biosensors integrated with
nanomaterials offer fast, sensitive, specific, and low-cost diagnostics, standing out as
promising alternatives to traditional methods. This study proposed the development
of an electrochemical biosensor based on the antimicrobial peptide (AMP)
BotrAMP14 for the detection of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
and Klebsiella pneumoniae—virulent bacteria and major causes of resistant
infections. The platform was constructed using self-assembled monolayers of
cysteine (Cys), followed by deposition of a nanocomposite composed of graphene
oxide (GO) and cadmium telluride quantum dots (CdTe QDs), with subsequent
immobilization of the AMP on a gold electrode. The selection of these components
was based on their specific properties: Cys exhibits high affinity for metal surfaces
via thiol groups; GO increases surface area; CdTe QDs enhance the electrochemical
signal; and BotrAMP14, with its a-helical structure and polycationic nature, promotes
electrostatic interaction with both Gram-positive and Gram-negative bacterial
membranes. Electrochemical characterization demonstrated the successful
construction of the platform using Cyclic Voltammetry (CV) and Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS). The voltammograms showed a decrease in anodic
current with increasing bacterial concentration, while EIS indicated a significant
increase in charge transfer resistance (Rct). The biosensor exhibited detection limits
of 10" CFU/mL for all tested strains and maintained a linear response from 10" to 10°
CFU/mL, with determination coefficients (R?) above 0.90 for all calibration curves.
The surface coverage (0) increased proportionally with bacterial concentration,
confirming effective microorganism-sensor interaction. The platform underwent
further analysis using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) to verify the
presence of functional groups in the Cys/GO solution, validating the platform as a

promising alternative for the diagnosis of microorganisms.

Keywords: Biosensor; Electrochemistry; Bacterial infections; Nanotechnology;
Antimicrobial peptides.
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1 INTRODUGAO

Infeccbes desencadeadas por microrganismos presentes em agua e
alimentos contaminados sdo uma das causas do alarmante numero de mortalidade
em paises subdesenvolvidos. O clima tropical e fatores ambientais favorecem a
proliferagcdo dessas espécies patogénicas, problema que se agrava pelo aumento
no numero de espécies resistentes a antimicrobianos (Rieger et al., 2021). A saber,
algumas bactérias como Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp., microrganismos que compdem o acrénimo ESKAPE, sao conhecidos pela
patogenicidade e por “escaparem” da acdo de antibidticos com facilidade,

representando um problema de saude publica (Ma et al., 2020).

Compreende-se que a técnica padrao-ouro para o diagndstico microbioldgico
€ a coloracao de Gram. Contudo, embora métodos convencionais, como cultivo, e
técnicas moleculares, como o Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) e a
Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR), sejam amplamente utilizados e eficazes,
eles ainda enfrentam desafios significativos, como tempo prolongado de
processamento de amostras, limites de detecgdo elevados, sensibilidade variavel,
falsos negativos e riscos durante o manuseio das amostras (Franco et al., 2019). A
crescente necessidade de detecgcdo de patdgenos destaca a importédncia de
ferramentas ageis e inovadoras para aprimorar o diagnéstico bacteriano. Assim, os
biossensores surgem como uma alternativa diagnodstica inovadora devido as suas

excelentes propriedades, baixo custo, alta sensibilidade, entre outras vantagens.

Biossensores s&do ferramentas analiticas biodiagndsticas que convertem
interacbes bioquimicas em sinais interpretaveis, sendo os mais utilizados aqueles
desenvolvidos com base na eletroquimica, por causa das suas propriedades
vantajosas como alta sensibilidade, especificidade e resposta rapida (Altalhi et al.,
2022). A estrutura de um biossensor eletroquimico consiste em um receptor de
origem biolégica especifico para o analito-alvo, um transdutor que converte a
interacdo sensor-analito em um sinal elétrico mensuravel e um sistema de

processamento de dados (De Campos et al., 2020).
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A caracterizacdo de biodispositivos por meio das técnicas eletroquimicas

espectroscopia de Impedancia eletroquimica e voltametria ciclica possibilitam
verificar as reagdes que ocorrem na interface da superficie sensora em tempo real,
favorecendo a miniaturizagcdo e aplicagdo em pontos de atendimento (POC),
contribuindo para avangos na saude, bem como em outros setores, como ambiental
e industrial (Amaral et al., 2023). Nesse contexto, a observagéo dos deslocamentos
nos picos de corrente anddica e catddica por meio VC, assim como das variacdes
na resisténcia a transferéncia de carga refletidas nas alteragdes do didametro do
semicirculo no diagrama de Nyquist da EIE, permite o monitoramento em tempo real
de processos interfaciais em superficies eletroativas (Da silva et al., 2020; Lucena et
al., 2022).

A modificagcdo da superficie do eletrodo por monocamadas automontadas
(MAM) apresenta-se como uma estratégia eficaz no desenvolvimento de
biossensores, permitindo modificagdes controladas da sua superficie. Essas
estruturas resultam da adsorgdo de moléculas organicas em substratos sdlidos,
possibilitando a formacgédo de filmes organizados que proporcionam estabilidade e
condutividade quando utilizados em sensores, por exemplo (Singh; Kaur; Comini,
2020). Dentre os principais compostos utilizados para formagdo das SAMSs,
destaca-se a cisteina devido a alta afinidade do grupamento tiol ao ouro por
superficies metalicas, especialmente ouro, e sua ampla utilizagdo na

funcionalizacdo de nanomateriais (Singh et al., 2023).

Nanomateriais tém sido amplamente aplicados em biossensores devido as
suas propriedades e capacidade de implementagdo na composicdo desses
sistemas. Nanocomplexos de Oxido de Grafeno/ Quantum dots de Telureto de
Cadmio tém se destacado como componentes-chave em alguns desses dispositivos
devido as suas propriedades Opticas, condutivas e biocompativeis (Shahriari et al.,
2021). Outros estudos exploraram a aplicagdo de nanoparticulas e verificaram seu
potencial em aumentar a sensibilidade da plataforma sensora, relatando um
aumento na area de superficie para a imobilizacdo de multiplos bioreceptores,

aprimorando a identificagéo do analito (Jeong et al., 2022).

Peptideos antimicrobianos sdo oligopeptideos presentes no sistema

imunoldgico inato dos organismos. Eles possuem amplo espectro de atividade, agao
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rapida, inibicdo do crescimento bacteriano, acdo microbicida e alguns com atividade

antibiofilme contra bactérias encapsuladas, como K. pneumoniae (Oliveira et al.,
2020). Os PAMs interagem com as bactérias inicialmente por meio da atragcéo
eletrostatica entre sua superficie catibnica e a membrana bacteriana anibdnica,
permitindo o biorreconhecimento pelos biossensores (Pardoux et al., 2020). O PAM
BotrAMP14 possui uma estrutura favoravel para analises eletroquimicas de

interagdo com bactérias devido a sua conformagao a-helicoidal.

BotrAMP14 (KRWKKFFRKVIKFF-NH:), derivado da vibora Bothrops atrox,
uma serpente pertencente a familia Viperidae, apresenta uma estrutura a-helicoidal.
Ao se ligar a membranas lipidicas anidnicas, promove a transicdo de uma estrutura
desordenada em solugdo aquosa para uma configuragdo anfifilica a-helicoidal,
facilitando a interagao efetiva com a membrana do microrganismo e possibilitando a
identificacdo do analito-alvo pelo biossensor. Este PAM é policatiénico e fortemente

atraido pela superficie eletronegativa dos microrganismos (Lima, 2023).

O presente estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar um
biossensor eletroquimico composto por uma monocamada de Cys, GO, QD CdTe e
o PAM BotrAMP14 para a identificacdo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. A combinagdo desses nanomateriais representa um avango
significativo na area de diagndstico microbioldgico, proporcionando uma alternativa

promissora para a identificacao rapida e eficiente de patdégenos bacterianos.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma plataforma biossensora eletroquimica baseada em
monocamadas de cisteina, nanocomplexo Oxido de grafeno/quantum dots e

peptideo antimicrobiano BotrAMP14 para a detecgado de bactérias Gram-Negativas

e Gram-Positivas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter monocamadas de Cys associadas ao nanocomplexo GO/QD CdTe e
ao PAM BotrAMP14 sobre a superficie do eletrodo de trabalho;
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e Utilizar da técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica para

caracterizagao da interagdo dos microrganismos frente ao sistema sensor;

e Determinar e avaliar o limite de deteccdao e faixa linear obtido pelo

biossensor;

e Determinar a capacitdncia da dupla camada elétrica através de calculos
tedricos via resultados experimentais e da resisténcia a transferéncia de

carga;

e Determinar as correntes de pico anddicas e catddicas das diferentes etapas
de modificacdo do eletrodo de trabalho por meio da técnica de voltametria

ciclica;

e \Verificar a presenga dos grupos funcionais presentes na solugao de Cys/GO

por Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 INFECGOES CAUSADAS POR MICRORGANISMOS

As infecgdes causadas por microrganismos, como aquelas provenientes de
agua e alimentos contaminados, falta de saneamento basico e Infecgdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), representam um problema significativo
no campo da saude publica. A resisténcia antimicrobiana (RAM), resultante do uso
indiscriminado de antibioticos, € um dos principais fatores agravantes do cenario
atual (Euzébio et al., 2021). De acordo com um estudo publicado na The Lancet em
2022, das 13,7 milhdes de mortes relacionadas a infecgdes, 7,7 milhdes foram
atribuidas a patdgenos bacterianos, destacando a necessidade de maior atencao e

busca por solugdes para melhorar a saude publica (Murray et al., 2022).

Diante disso, fatores predisponentes individuais e ambientais a essas
infeccbes sao apresentados na Figura 1 e, em conjunto, contribuem para o
agravamento do atual e complexo cenario da saude publica. Portanto, fatores do
hospedeiro, como imunossupressdo, idade avancada, doencgas crdnicas,
desnutricdo e uso indevido de antibidticos, sdo os principais contribuintes para a

construcdo de um ambiente favoravel a proliferagdo de microrganismos
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patogénicos, considerando que a resposta imune comprometida dificulta a

eliminagdo desses patdgenos, tornando o tratamento mais dificil e podendo resultar
no aumento dos indices de morbidade e mortalidade dos pacientes (Prates et al.,
2020).

Figura 1: Fatores predisponentes as infecgdes microbianas.

Pacientes imunossuprimidos, idade, doencas crénicas,
desnutricdo e resisténcia a antibioticos.

FATORES DO HOSPEDEIRO

Falta de saneamento basico, dgua e alimentos
contaminados, hospitais superlotados e outros.

FATORES AMBIENTAIS

Fonte: Proprio autor, 2025.

Outrossim, os fatores ambientais também desempenham um papel
determinante na disseminacdo de patdgenos, visto que a falta de infraestrutura
basica, como saneamento, agua tratada e moradia digna, assim como o acumulo de
lixo e a superlotagao urbana, expdem os individuos a agentes infecciosos (Da Silva
et al., 2024). Dessa forma, essas condigbes complexas podem resultar em surtos e
dificultar o controle das infec¢des, principalmente em areas de vulnerabilidade
socioeconOmica, cujo acesso € restrito aos servigos de saude e ha auséncia da
difusdo de informacdes cientificas, resultando no aumento da subnotificacdo de
casos e uso irracional de antibioticos, levando a resisténcia antimicrobiana (Euzébio
et al., 2021).

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de investimentos em
tecnologias inovadoras para detecgao bacteriana, considerando que a identificacéo
precoce dessas cepas esta diretamente relacionada a melhorias no manejo dessas
infecgbes dentro do ambito clinico, possibilitando um diagnostico rapido e um
tratamento mais eficaz. Nesse contexto, a integracéo de ferramentas auxiliares aos
atuais métodos diagndsticos convencionais, especialmente aquelas baseadas em
nanotecnologia — como os biossensores —, é de suma importancia para mitigar os
impactos negativos desses agentes patogénicos e contribuir para a melhoria da

saude publica.
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3.1.1 Microrganismos prevalentes nas infec¢gées microbianas

As infecgbes microbianas podem ser ocasionadas por um conjunto amplo de
agentes etiolégicos, como bactérias, fungos, virus e protozoarios, associados a
ambientes que carecem de infraestrutura e hospitais (Da Silva et al., 2024). Nesse
sentido, as principais cepas bacterianas encontradas nesses ambientes sao
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa,
considerando o alto indice de proliferacdo dessas bactérias e a capacidade de
evoluir para formas multirresistentes, dificultando o tratamento clinico eficiente.
Portanto, a identificacdo precoce do microrganismo causador € essencial para o
diagndstico eficaz e o tratamento adequado, considerano que cada microrganismo
possui mecanismos especificos de patogenicidade, interferindo diretamente na

gravidade e na evolugao da infecgdo (Mesquita et al., 2023).

Além das infecgdes ocasionadas por bactérias, as doengas microbianas
também podem ser causadas por virus, protozoarios e fungos, contudo em menor
propor¢ao quando comparadas (De souza et al., 2020). Diante disso, as estruturas,
0Ss mecanismos de agao e evasao dos sistema imunoldgico adotados por esses
agentes patogénicos, destacam a importancia de abordagens especificas, visando
melhorar o manejo e controle de sua disseminagéo, considerando seus impactos
negativos na saude publica. Nesse cenario, torna-se evidente a necessidade de
politicas publicas que implementem medidas preventivas e invistam em tecnoldgias
diagnosticas, educacdo em saude e na vigilancia sanitaria, contribuindo para o
controle da proliferagdo desses agentes, principalmente em comunidades

vulneraveis (Sartor et al., 2022).

3.1.2 Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

De acordo com a coloragao de Gram, técnica convencional de diagndéstico
bacteriano, as bactérias séo classificadas com base na estrutura da sua parede
celular em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas, representados na figura
02. Desenvolvida por Hans Christian Gram em 1884 e considerada padrdo ouro
devido a ampla utilizagcdo até os dias atuais. Essa técnica utiliza corantes

especificos que ao reagirem com as bactérias, apresentam coloracdes distintas,
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possibilitando a identificacdo e um tratamento antimicrobiano direcionado (Castle, et

al., 2021).

Figura 02: llustracdo da composi¢cao da parede celular de bactérias Gram-positivas
(A) e Gram-negativas (B).
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Fonte: Proprio autor, 2025.

As bactérias Gram-positivas apresentam como caracteristica principal uma
parede celular espessa e composta por multiplas camadas de peptidoglicano, sendo
a estrutura responsavel por conferir carga elétrica positiva e reter o corante cristal
violeta, adotando a coloragdo roxa que é caracteristica desse grupo ao aplicar a
técninca de Gram (Miquelleto et al., 2023). Nesse sentido, essas cepas também
apresentam componentes estruturais e bioquimicos essenciais, como o acido
teicoico e lipoteicoico, para rigidez da parede celular, adesdo a superficies e
ativacédo da resposta imune do hospedeiro, conferindo maior resisténcia a condigbes
ambientais adversas e suscetiveis a antibioticos que inibem o peptidoglicano, como

penicilina, cefalosporinas e outros (Gomes, 2022).

Em contrapartida, as Gram-negativas sdo compostas por uma fina camada
de peptidoglicano localizada entre duas membranas lipidicas, onde a externa por
ser rica em lipopolissacarideos (LPS) Ihe confere a carga elétrica negativa e dificulta
a penetracdo de muitos antibidticos, resultando em cepas mais resistentes
(Mesquita et al., 2023). Além disso, essas bactérias possuem sistemas de efluxo
ativos com a capacidade de liberar substancias toxicas, e enzimas como
betalactamases que degradam antibidticos, contribuindo para evasado do sistema

imunologico e alta disseminagéo (Miquelleto et al., 2023).
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Portanto, compreender as diferengas na composicao estrutural e bioquimica

das paredes bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas € fundamental para a
elaboracdo de estratégias de prevencgao e tratamento mais eficazes, contribuindo
para a redugao da morbidade e mortalidade associadas a infecgbes causadas por
esses agentes patogénicos. Outrossim, fornece uma compreenséao clara e objetiva
sobre os diferentes mecanismos de resisténcia e acdo antimicrobiana de cada
grupo, colaborando para o desenvolvimento de novos farmacos, pesquisas, entre

outras aplicagdes.

3.2 PATOGENOS BACTERIANOS DE RELEVANCIA EPIDEMIOLOGICA
3.2.1 Bactérias multirresistentes

As bactérias multirresistentes constituem um dos maiores desafios
contemporaneos no campo da saude publica e da medicina clinica. Essas bactérias
sdo caracterizadas pela capacidade de resistir a multiplas classes de
antimicrobianos, o que dificulta o tratamento das infecgdes e contribui para o

aumento da morbimortalidade (Karakonstantis et al., 2020).

Além da resisténcia adquirida, essas bactérias possuem mecanismos
genéticos complexos, como bombas de efluxo, mutagdes nas proteinas-alvo e
producdo de enzimas inativadoras, o que as torna especialmente resilientes (Ribeiro
et al., 2024). Diante disso, compreende-se que a presenga das cepas Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em unidades de
terapia intensiva (UTI), em pacientes criticos ou imunossuprimidos, esta associada a
altas taxas de mortalidade e prolongamento das internagdes hospitalares (Euzébio
et al., 2021).

K. pneumoniae, uma bactéria Gram-negativa e oportunista, € reconhecida
como um importante agente etiolégico devido a sua capacidade de adquirir e
acumular mecanismos de resisténcia ao longo do tempo, dificultando o controle de
sua rapida disseminacgao e o tratamento das infecgdes que causa (Karakonstantis et
al., 2020). Um dos seus mecanismos de viruléncia mais conhecidos € a presencga de
uma capsula polimérica, juntamente com uma parede celular espessa com
lipopolissacarideos, que contribuem para a evasao do sistema imunoldgico, levando

ao aumento das taxas de mortalidade e morbidade dos pacientes, enfatizando a
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necessidade de diagndstico rapido e tratamento adequado para reduzir esses

numeros (Petrosillo et al., 2022).

P. aeruginosa, outra bactéria Gram-negativa, compartiiha desafios
semelhantes aos de Klebsiella pneumoniae, especialmente devido a sua
multirresisténcia e capacidade de causar infec¢gdes graves. Reconhecida por sua
viruléncia intrinseca, P. aeruginosa possui diversos fatores patogénicos, como
formacéo de biofilme, produgdo de exotoxinas e bombas de efluxo, que aumentam
sua capacidade de evasao das respostas imunologicas e dos antibiéticos. Sua
adaptabilidade a ambientes hospitalares e alta morbidade, especialmente em
pacientes imunocomprometidos, tornam o tratamento complexo. Tanto P. aeruginosa
quanto K. pneumoniae ressaltam a necessidade urgente de terapias direcionadas

para combater sua resisténcia e viruléncia (Tuon et al., 2022).

Outro patégeno altamente virulento € a bactéria Gram-positiva S. aureus,
responsavel por uma ampla gama de infecgbes, desde infec¢cdes de pele até
doengas invasivas graves, como pneumonia e bacteremia. Sua patogenicidade é
atribuida a producéo de diversas toxinas e fatores de evasao imune, que facilitam a
colonizacao e infecgao do hospedeiro. A resisténcia a antibidticos, particularmente
no caso do Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), representa um
grande desafio para a saude publica, aumentando a morbidade e a mortalidade. A
crescente prevaléncia de cepas virulentas e resistentes destaca a urgéncia de
estratégias eficazes de diagndstico e tratamento para o controle dessas infecgdes
(Cheung et al., 2021).

As principais consequéncias clinicas das infec¢gdes causadas por bactérias
multirresistentes incluem falhas terapéuticas, necessidade de tratamentos mais
agressivos e caros, e aumento da carga sobre os sistemas de saude (De Carvalho
et al., 2021). A resposta institucional envolve programas que visem o monitoramento
do uso de antimicrobianos, dos constantes surtos hospitalares e a implementacao
de medidas rigorosas de controle de infec¢do, tais como isolamento de pacientes,
reforco nas praticas de higienizagdo e sensibilizacdo da populagdo quanto a

gravidade da problematica.



29
3.2.2 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RAM), em conjunto com o alto indice das infecgdes
bacterianas, representam um dos maiores desafios atuais para o setor da saude
publica, sendo o principal agravante o manejo inadequado, excessivo e
desinformado de antibiticos pela populagéo, tanto em ambientes clinicos quanto na
comunidade (Da Silva Machado, 2021). Nesse sentido, a prevaléncia da pratica de
automedicacgao pelos individuos favorece a adaptacgao e selegdo de microrganismos
resistentes, dificultando o tratamento e contribuindo para a disseminacdo dessas

cepas.

Além disso, a auséncia de politicas publicas que promovam uma difusao cientifica
de sensibilizagdo da sociedade acerca dos impactos negativos associados a
resisténcia antimicrobiana é um agravante da problematica, considerando que nem
todo o corpo social compreende a diferenga entre virus e bactérias, por exemplo,
resultando no uso indiscriminado de antibidticos para tratar infecgdes virais (Maia et
al., 2021). Outrossim, a RAM impacta também na economia dos sistemas de saude,
pois pacientes infectados por esses agentes resistentes necessitam de tratamentos
mais longos, internagdes prolongadas e uso de medicamentos de maior custo,
resultando no aumento dos gastos hospitalares em até 20 vezes, dependendo do

patdgeno envolvido e infecgédo (De Oliveira; Do Nascimento Ortega, 2021).

De acordo com um estudo publicado no The Lancet, a RAM foi responsavel
diretamente por aproximadamente 1,27 milhdes de mortes e associada a cerca de
4,95 milhdes de oObitos no mundo apenas no ano de 2019, sendo agravada pela
pandemia da Covid-19 (Murray et al., 2021). Portanto, esses dados reforcam a
importancia de uma abordagem integrada e urgente, envolvendo politicas publicas
de controle, vigilancia epidemiolégica continua e incentivo a pesquisa para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, visando a diminuigdo dos impactos

econdmicos, sociais e clinicos causados pela RAM.

3.3 METODOS TRADICIONAIS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Os métodos tradicionais de diagnostico microbioldgico sdo fundamentais para
a identificacdo rapida e eficaz das diferentes infecgbes, principalmente as

bacterianas, considerando o aumento no indice de mortalidade, morbidade e



30
internagdes (Murray et al., 2022). Desse modo, diferentes técnicas tém sido

utilizadas e desenvolvidas ao longo dos anos, como cultura em diferentes meios
(solidos, liquidos e semissolidos), testes rapidos enzimaticos, Ensaio de
Imunoabsorgdo Enzimatico (ELISA) e Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

conforme ilustrado na figura 03.

Figura 03: Principais métodos tradicionais de diagndstico microbiolégico.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Contudo, esses métodos apesar de serem eficazes na deteccao especifica,
enfrentam desafios relacionados ao prolongado tempo de resposta, sensibilidade,
alto custo dos reagentes, possibilidade de falso-positivos, necessidade de
instalagdes laboratoriais adequadas e profissionais capacitados (Karbelkar; Furst,
2020). Diante disso, essas limitagdes estao impulsionando a pesquisa por métodos
diagndsticos auxiliares e inovadores. A técnica padrdo ouro, por exemplo, a
coloracao de Gram, apesar de ser amplamente utilizada, eficiente e sensivel, requer
de 48 a 72 horas para fornecer resultados, tornando esse método ineficiente para
pacientes imunossuprimidos que necessitam de um diagnostico precoce, visando a
diminuicdo do tempo de internamento e um tratamento personalizado (Castle, et al.,
2021).

Por outro lado, os testes rapidos enzimaticos representam uma alternativa
viavel para a detecgdo de microrganismos através da analise bioquimica,

considerando que sao rapidos, praticos e utilizam substratos fixados em cartées que
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permitem a identificacdo de enzimas especificas relacionadas a certos patégenos

(Franco-Duarte et al., 2019). Contudo, apesar das suas vantagens, esses testes
além da possibilidade de apresentarem resultados falso-positivos, possuem alcance
limitado devido a quantidade registrada de microrganismos que podem ser
identificados e um alto custo de reagentes, limitando a sua aplicagdo em larga

escala, como hospitais e clinicas (Rizal et al., 2020).

Dessa forma, o método ELISA, apesar de demonstrar precisdo e
sensibilidade na identificacdo de agentes infecciosos, resultante da ligagao entre
antigeno-anticorpo e da utilizacdo de reagcbes enzimaticas para detecg¢ao, necessita
de um alto investimento, considerando os equipamentos complexos e os reagentes
utilizados (Hosseini et al., 2017). Além disso, embora a PCR seja uma das técnicas
moleculares mais utilizadas para detecgao de bactérias, devido a sua sensibilidade,
capacidade de deteccdo em minimas concentragdes, e de amplificacdo do DNA dos
microrganismos-alvo, esta também exige equipamentos caros, reagentes
especificos, mao de obra especializada e ainda tempo de analise variavel de horas
a dias (Rossen; Friedrich; Moran-Gilad, 2018).

3.4 BIOSSENSORES

Compreende-se que biossensores sao dispositivos desenvolvidos para
deteccdo de analitos especificos através da transformacdo de sinais bioldgicos
produzidos pela interacdo com moléculas-alvo em sinais elétricos quantificaveis,
permitindo a obtencdo de dados precisos que serdo traduzidos em resultados
mensuraveis (Chadha et al.,, 2022). Nesse sentido, esses biodispositivos sao
compostos por cinco elementos principais: analito, biorreceptor, transdutor, sistema
eletrénico e visor eletrénico, onde cada um desempenha uma funcido especifica e
contribui para o funcionamento do sistema sensor, conforme representado na figura
04.

Figura 04: Esquematizacédo do funcionamento de um biossensor.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

O elemento de biorreconhecimento é fundamental para a detec¢céo do analito,
considerando que representa biomoléculas com alta especificidade, como enzimas,
anticorpos, acidos nucleicos, peptideos antimicrobianos e outros, cuja adsorgao na
superficie desses biodispositivos pode ser realizada por técnicas de imobilizagao,
como ligagédo covalente, microencapsulamento ou ligagdo cruzada, considerando a
importancia da estabilidade para a eficiente interagdo com o microrganismo alvo
(Velusamy et al., 2022).

Apos a interacdo e o biorreconhecimento do analito, o transdutor é
responsavel por converter a resposta produzida em um sinal fisico, como variagoes
de massa ou carga, que é transformado em sinais elétricos mensuraveis, utilizando
diferentes principios que podem ser eletroquimicos, piezoelétricos, Opticos ou
calorimétricos, consoante a natureza do sistema (Wadhera et al., 2019). Nesse
sentido, o circuito eletrdbnico amplifica e processa esse sinal elétrico produzido pelo
transdutor em dados de facil interpretacdo que podem ser apresentados em
diferentes dispositivos, como monitores ou telas LCD, permitindo a visualizagao das

informagdes obtidas através de graficos ou valores numericos (Purohit, et al., 2020).
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3.4.1 Propriedades dos biossensores

Os biossensores se destacam como excelentes alternativas auxiliares para a
deteccdo microbiolégica devido as suas atraentes propriedades que sao
responsaveis por garantir o seu desempenho e confiabilidade, sendo seis principais:
especificidade, sensibilidade, linearidade, reprodutibilidade, estabilidade e
possibilidade de reutilizacdo, influenciando diretamente a precisao e eficiéncia do
biodispositvo na detec¢cdo do analito-alvo (Velusamy et al., 2022). Dessa forma, a
avaliacdo coletiva dessas propriedades € fundamental para o desenvolvimento

eficiente desses biodispositivos.

Nesse sentido, a especificidade esta relacionada com a capacidade do
sensor de reconhecer especificamente a sua molécula-alvo, mesmo em meio a
presenca de outras substancias, onde o comprometimento dessa propriedade pode
ocasionar uma detecgao equivocada de outras moléculas similares e resultar em
falsos positivos (Chada et al., 2022). Por outro lado, a sensibilidade desses sistemas
consiste na habilidade de detectar concentracbes minimas do analito, sendo
analisada através da intensidade do sinal gerado em fungéo da quantidade presente
na amostra (Altalhi, et al., 2022).

A linearidade é a proporcionalidade entre a concentragcdo do analito e o sinal
elétrico gerado, podendo ser descrita pela equacédo matematica y = mx + ¢, onde “y”
representa o sinal elétrico medido, “m” corresponde a sensibilidade do sistema
sensor, “X” € a concentragao do analito, e “c” representa a constante de corregao
(Velusamy et al.,, 2022). Portanto, quanto maior for a linearidade, maior sera a
detecgao, sendo responsavel pela manutengao da precisdo de um biossensor em
diferentes faixas de concentragao. Diante disso, a estabilidade desses sistemas esta
relacionada a integridade do biorreceptor, garantindo a reprodutibilidade em outros

sensores semelhantes e a possivel reutilizagdo (Amaral et al., 2022).
3.4.2 Classificagdo dos biossensores
3.4.2.1 Quanto ao tipo de biorreceptor

Os biossensores podem ser classificados em biocataliticos e de bioafinidade,
de acordo com o seu biorreceptor utilizado (Naresh e Lee, 2021). Desse modo, 0s

biocataliticos sao aqueles que utilizam enzimas imobilizadas na superficie do
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transdutor, onde o sinal quantificado depende dos produtos gerados na reacao

enzimatica e da adesdo deles na superficie (Singh et al., 2021). Por outro lado, os
de bioafinidade baseiam-se nas interagcdes especificas entre o analito e a
biomolécula que podem ser proteinas, anticorpos, fragmentos de DNA ou RNA
(aptédmeros), peptideos antimicrobianos e outras que permitem uma eficiente
deteccéo (Naresh e Lee, 2021; Singh et al., 2023).

Portanto, a escolha do tipo de biorreceptor depende da natureza do analito a
ser detectado e do nivel de precisdo desejado na analise, por exemplo. No estudo
de Junior et al. (2018), o PAM Clavanin A e as nanoparticulas de ouro (AuNPs)
foram utilizados como componentes para construgdo de um biossensor
eletroquimico que foi avaliado pelas técnicas eletroquimicas voltametria ciclica (VC)
e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), apresentando um limite de
deteccdo (LOD) de 10" UFC/mL e detectando as bactérias Salmonella typhimurium,

Bacillus subtilis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

Por outro lado, Da Silva-Junio et al (2022), utilizaram o PAM Temporin-PTA
em uma plataforma composta por acido-mercapto-benzéico (MBA) e nanoparticulas
magnéticas de 6xido de ferro recobertas por ouro (Fe;:O.@Au). A analise também foi
realizada pelas técnicas VC e EIS, resultando em um LOD de 10" UFC/mL e
possibilitando a deteccdo dos microrganismos K. pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Enterococcus faecalis, B. subtilis, Candida albicans e Candida tropicalis.

Em outro estudo de Da Silva Junior et al (2022), um biossensor utilizando o
PAM Synoeca-MP foi imobilizado em uma plataforma composta por Fe;O. (6xido de
ferro), quitosana e silica funcionalizada. Essa plataforma também foi analisada por
VC e EIS devido a sensibilidade dessas técnicas ao avaliar as modificacbes na
superficie do eletrodo, apresentando um LOD de 10" UFC/mL na deteccédo dos
microrganismos E. faecalis, K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e C.

tropicalis.

Além disso, um estudo mais recente realizado por Santos et al. (2024)
desenvolveu um biodispositivo impedimétrico com base no PAM HP-MAP1,
utilizando nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTs). O dispositivo
sensor apresentou alta sensibilidade, com LOD de (10" UFC/mL), sendo eficaz na

deteccdo de K. pneumoniae, E. coli, Staphylococcus aureus e P. aeruginosa.
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3.4.2.2 Quanto ao transdutor

Os biossensores também podem ser categorizados com base no tipo de
transdutor utilizado, considerando que este componente € de suma importancia para
conversdo do reconhecimento biolégico em um sinal mensuravel (Altalhi, et al.,
2022). Assim, a natureza do transdutor define o principio fisico utilizado nesse
processo de transdugao do sinal, relacionando-se diretamente com a sensibilidade e
aplicabilidade do dispositivo (Wadhera et al., 2019). Com base nesses principios,

esses biodispositivos podem ser classificados em diferentes categorias, como

eletroquimicos,

Opticos,

diferenciados na tabela 1.

piezoelétricos e calorimétricos,

sendo definidos e

Tabela 1: Classificagao dos biossensores quanto ao elemento de transducéo.

Classificagao

Funcionamento

Subclassificagoes

Referéncia

Eletroquimicos

Opticos

Piezoelétricos

Calorimétricos

Deteccédo das
variacdes de
corrente elétrica ou
potencial gerada
pela interagao
analito-eletrodo.

Deteccéao de
alteracdes nas
propriedades da
luz.

Deteccao da
mudanca de massa
resultante da
ligagdo do analito a
superficie sensora.

Deteccéo das
variagoes térmicas
resultantes de
reacoes
endotérmicas ou
exotérmicas.

Amperometria;
potenciometria;
condumetria e
impedancia
eletroquimica.

Fluorescéncia;
luminescéncia;
cristal fotbnico e
outras.

Ausente

Ausente

Huang, Zhu e
Kianfar, 2021.

Huang, Zhu e
Kianfar, 2021;
Singh et al., 2023.

Velusamy et al.,
2022.

Amaral et al.,
2022; Velusamy et
al., 2022.

Fonte: Proprio autor, 2025.
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3.4.3 Areas de aplicagdo dos biossensores

Os biossensores surgem como uma tecnologia inovadora que apresenta
potencial para aplicagdo em diferentes areas, considerando que seu baixo custo,
facil manuseio e tempo rapido de resposta oferecem beneficios significativos (Verma
et al., 2022). De acordo com a Fig. 05, esses biodispositivos também se destacam
por sua alta sensibilidade e seletividade, possibilitando analises em tempo real sem
precisar de materiais laboratoriais complexos sem necessidade de testes no ponto
de atendimento (POC, do inglés Point-of-care) ou de pré-tratamento de amostras,
tornando-os ideias para aplicagao no diagndstico clinico, por exemplo (Amaral et al.,
2022).

Figura 05: Vantagens da aplicacédo de biossensores.

Analise em tempo real
\ / Alta Sensibilidade

BIOSSENSORES

1 Alta Seletividade
Resposta rapida

Fonte: Proprio autor, 2025.

Desse modo, as -caracteristicas desses dispositivos ampliam suas
possibilidades de adocdo em outros setores como controle de alimentos,
monitoramento ambiental, pecuaria e biomedicina, levando em consideragao a sua
utilidade na detecgao desde contaminantes e patdgenos até parametros fisioldgicos
e residuos quimicos, contribuindo para melhorias na saude publica, seguranca
alimentar, vigilancia sanitaria e preservagcéo ambiental (Verma et al., 2022). A tabela
2 apresenta as diferentes aplicacbes dos biossensores de acordo com a area de

atuacao.
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Tabela 2: Aplicacao de biossensores em diferentes areas.

Area Aplicagao Referéncia
Pecuaria Deteccao de residuos de Ribeiro et al., 2021.
antibioticos em leite de
bovinos.
Monitoramento ambiental Deteccéao de pesticidas Costa et al., 2021.

organofosforados por
biossensores a base de
acetilcolinesterase.

Industria alimenticia Monitoramento da Vasconcelos et al., 2022.
deterioracao de alimentos
frescos com biossensores
opticos.

Biomedicina Diagndstico de Covid-19. De Souza Silva et al.,
2023.

Fonte: Proprio autor, 2025.
3.4.4 Limitagbes e avangos na utilizagdo de biossensores no diagnostico clinico

A concretizacdo dos biossensores como uma tecnologia cotidiana pode
revolucionar a maneira como a saude funciona. Ao observar a implementacédo de
tecnologias diversas em outros cenarios e contextos, pode-se perceber que o uso
da tecnologia nos cuidados relacionados a saude representa uma anomalia
comportamental (Wadhera et al., 2019). Segundo, a Demografia Médica no Brasil,
em meédia, uma pessoa em saude plena — ou seja, ndo acometida por nenhuma
enfermidade — tende a ir ao médico uma vez ao ano (Scheffer et al., 2023). Como
causa dessa disparidade, desponta a inexisténcia de sensores que possam

acompanhar e monitorar em tempo real o estado do corpo humano.

A auséncia dessas tecnologias se da por conta dos desafios enfrentados no
seu desenvolvimento e implementagcdo, como a dificuldade na reprodutibilidade dos
resultados, sensibilidade das técnicas analiticas, padronizacdo de sistemas,
conservadorismo — associado a crengca de que estes dispositivos substituiriam
métodos convencionais de diagndéstico, quando na verdade atuariam de maneira
complementar — e o excesso de critérios regulamentares, que dificultam ou

impossibilitam em diversas instancias a aplicagdo em larga escala desses
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dispositivos (De Sa Genezini, 2022). Para efeitos de comparacao, pode-se observar

0 caso do ultimo expoente no campo dos biossensores: o glicosimetro, cujo
desenvolvimento levou mais de 40 anos e que, ainda hoje, apresenta dificuldades

limitantes quanto ao uso (Fachinelli et al., 2017).

Nesse contexto, a combinagcdo dos biossensores com a nanotecnologia tem
se destacado como um caminho viavel, uma solugdo inovadora no diagndéstico
clinico, oferecendo resultados ageis, precisos e direcionados para identificar
infeccbes bacterianas, possibilitando melhorias no ambito da saude publica (Verma
et al., 2022). Uma vez desenvolvidos e devidamente aplicados, os biossensores
poderiam mudar a relagado do cuidado com a saude, provendo um acompanhamento
continuo do estado do corpo, o que facilitaria estudos patoldgicos e o diagndstico
precoce de doencas e infecgdes, o que poderia acarretar no desestresse das redes
publicas de saude e nos sistemas previdenciarios ao redor do mundo (Castle et al.,
2020).

Isto posto, compreende-se que, apesar dos desafios, o desenvolvimento
desses dispositivos € de suma importancia, considerando que caracteristicas como
capacidade de miniaturizacdo, baixo custo, monitoramento em tempo real, a
dispensa de instrumentos laboratoriais complexos e de profissionais altamente
capacitados impulsionam a urgéncia da sua implementagcdo na saude publica,
possibilitando um atendimento mais inclusivo e acessivel aos pacientes (Nakhjavani
et al., 2024).

Além disso, com a chegada agregacional de outras tecnologias, como
inteligéncia artificial (I1A) e internet das coisas (IoT), a ampliagcdo das aplicagdes de
biossensores em abordagens personalizadas e no ponto de atendimento, foi
privilegiada, o que pode impulsionar o seu desenvolvimento (Hosain et al., 2024).
Desse modo, a integragcao dessas tecnologias possibilita o processamento de uma
grande massa de dados, facilitando a interpretacdo, o monitoramento em tempo real
e a conectividade desses dispositivos com outras plataformas digitais e sistemas de
saude, por exemplo. Na tabela 3 s&o apresentados alguns biodispositivos voltados

para o diagndstico clinico.
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Tabela 3: Exemplo de biodispositivos desenvolvidos para o diagnostico clinico.

Biodispositvo Componentes da Alvo Referéncia
plataforma
Biossensor Peptidoglicano e Bactérias Han et al., 2020.
eletroquimico nanocubo de Gram-positivas

platina-niquel-cobre

Biossensor Acido Bactérias Oliveira et al.,
eletroquimico tiofenoacético + patogénicas 2020.

indolicidina
Biossensor MXene@Au com MRSA Li et al., 2023.
eletroquimico pré-tratamento por (Staphylococcus

nanoparticulas aureus resistente a

magnéticas meticilina)
Biossensor TisAlC2 MAX Mycobacterium Goel et al., 2024.
eletroquimico funcionalizado com tuberculosis

polidopamina

Fonte: Proprio autor, 2025.
3.5 ELETROQUIMICA

Segundo Clarke e D'Orazio (2020), o ramo da quimica dedicado a estudar as
reacoes de oxidagao e redugdo que ocorrem entre o eletrodo (condutor elétrico) e o
eletrolito (condutor i6nico) através da transferéncia de elétrons, é conhecido como
eletroquimica. Adicionalmente, essas rea¢des também podem ser conhecidas como
redox e sdo essenciais para a produgado de corrente elétrica através da conversao
de energia quimica em elétrica, utilizando técnicas eletroquimicas baseadas em

parédmetros como potencial, corrente, condutividade e impedancia (Zhu e Shi, 2019).

Nesse sentido, no intuito de melhor descrever as reagdes redox ocorridas em
biossensores eletroquimicos, é relevante entender o funcionamento e a organizagao
da célula eletroquimica onde elas ocorrem, considerando sua integracdo em um
sistema coordenado para execugao dos experimentos, conforme representado na
figura 06. Portanto, a célula eletroquimica € composta pelos eletrodos, superficies
condutoras onde as reagdes ocorrem e os elétrons sofrem transferéncia, e pelos

eletrdlitos que atuam como meio idnico, possibilitando a mobilidade das cargas
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entre os eletrodos. Esses elementos podem ser dispostos em compartimentos de

vidro temperado ou teflon, conferindo o isolamento e a estrutura durante as analises
(Zhu e Shi, 2019).

Figura 06: Representagcdo esquematica dos componentes essenciais para a
realizagao de experimentos com biossensores.

Gaiola de Faraday

Eletrodos
—
|
Vs —
Solugdo 3 » » » -
eletrolitica CE ER on [ p— ‘
—n - == sesseseses> Potenciostato

Célula Eletroquimica

Fonte: Proprio autor, 2025.

Adicionalmente, para proteger o experimento de interferéncias externas, a célula
pode estar inserida dentro de uma gaiola de Faraday, que protege o sistema de
ruidos eletromagnéticos. Por ultimo, o potenciostato, equipamento essencial neste
arranjo, € o responsavel pela especificagdo do potencial e da corrente aplicada
entre os eletrodos, possibilitando a realizagdo do registro das respostas

eletroquimicas com precisao (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Nesse sentido, em uma célula eletroquimica, cada eletrodo é responsavel por
assegurar a qualidade dos dados obtidos. O eletrodo de trabalho (ET), normalmente
produzido de materiais inertes como o ouro, prata, ou carbono, serve de base para
as reacoes eletroquimicas a serem estudadas e construcido da plataforma sensora.
Adicionalmente, o eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo (CE), normalmente de platina,
e com area maior que a do eletrodo de trabalho, é importante para o fechamento do
circuito e a continuidade da corrente. Por fim, o eletrodo de referéncia (ER) é
utilizado para manutencdo de um potencial fixo, isto &, reduzir interferéncias, sendo

necessario para adequar o potencial aplicado para o sistema. Dentre os mais
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utilizados esta o Ag/AgCl (saturado com cloreto de potassio), que possui um

potencial bem definido e reprodutivel durante as analises (Clarke e D'Orazio, 2020).

Além disso, conforme apresentado na fig. 07, a configuragao dos eletrodos em
uma célula eletroquimica se altera dependente da natureza da amostra, do analito
que se deseja detectar e os parametros eletroquimicos que se deseja avaliar. A
configuracdo mais simples é dada pelo sistema de dois eletrodos, composta por
apenas um ET e um contra eletrodo CE, sendo normalmente utilizada em testes
preliminares ou como dispositivos portateis, como baterias, supercapacitores e

sensores de uso rapido (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Figura 07: Sistemas eletroquimicos com dois eletrodos (A), trés eletrodos (B) e
quatro eletrodos (C), onde W/WS representa o eletrodo de trabalho (Working
Electrode / Working Sense Electrode), R representa o eletrodo de referéncia
(Reference Electrode) e C representa o contra eletrodo (Counter Electrode).

/A) [ B) R (g VSR 9R \
W/:VS @ C‘R WWS c w C
. . |

Fonte: Proprio autor, 2025.

Nesse contexto, em um sistema de trés eletrodos, mais amplamente utilizado
para em biossensores, é adicionado o ER que controla com preciséao o potencial
aplicado na interface do ET, contribuindo para medicdes eletroquimicas mais
acertivas. Por fim, o sistema de quatro eletrodos ¢é utilizado em situacbes que
exigem medigdes de alta precisdo, como em solugbes com elevada resisténcia
ibnica ou na caracterizagdo de membranas, pois € acrescentado um segundo
eletrodo de referéncia, possibilitando a avaliagcdo da condutividade e da resisténcia
de interfaces (Naresh e Lee, 2021).

3.5.1 Métodos eletroanaliticos
Os métodos eletroanaliticos se classificam conforme o tipo de sinal elétrico que

produzem, permitindo sua divisdo em métodos potenciométricos, coulométricos,

voltamétricos e impedimétricos. Dessa forma, cada um desses métodos contempla
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a interacdo entre um sistema eletroquimico e a interface eletrodo/solugao,

favorecendo a deteccao e quantificacdo do analito através das repostas elétricas.
Essa multiplicidade metodoldgica representa uma contribuigcdo a versatilidade dos
biossensores eletroquimicos, permitindo a sua aplicagdo em uma vasta gama de

analitos e cenarios analiticos (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

3.5.1.1 Potenciométricos

Os métodos potenciométricos fundamentam-se na medigao do potencial elétrico
entre dois eletrodos em auséncia de uma corrente significativa. Essa diferenga de
potencial € dependente da atividade i6nica do meio e, normalmente, tem sido
explorada em sensores de pH, ou, eletrodos ion-seletivos, cuja seletividade é dada
pelas membranas sensiveis a diferentes ions. Esses dispositivos tém grande
aplicabilidade em analises clinicas, ambientais e industriais devido a sua
simplicidade e estabilidade, possibilitando, ainda, medi¢gdes em tempo real e nao

destrutivas (De Campos et al., 2023).
3.56.1.2 Coulométricos

Os métodos coulométricos possibilitam calcular a quantidade de uma substancia
mensurando-se a corrente elétrica (em coulombs) requerida para oxidar ou reduzir
totalmente um analito em uma célula eletrolitica (Monteiro; Santos; Sussuchi, 2020).
Dessa forma, a carga transferida €& diretamente proporcional a concentragdo do
analito, possibilitando uma quantidade exata e sensivel mesmo em baixas
concentragcbes. Essa forma de abordagem garante uma seletividade alta, uma vez
que no eletrodo de trabalho somente ocorre uma reacdo eletroquimica, sendo
desprezadas as interferéncias. Portanto, em biossensores, é utilizado para detectar
reacoes especificas, sendo utilizado para diagndsticos e para monitoramento

ambiental (De Campos et al., 2023).
3.5.1.3 Voltamétricos

Os métodos voltamétricos baseiam-se na medicao da corrente elétrica gerada
pela aplicagdo controlada de um potencial ao eletrodo, induzindo reagdes redox na
interface eletrodo/solucdo e permitindo a deteccdo e quantificacdo das espécies

eletroativas. Nesse sentido, voltametria ciclica, de onda quadrada e de pulso
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diferencial, entre outras, sao técnicas com diferentes resolugdes e sensibilidades,

sendo amplamente utilizadas em sistemas analiticos e biossensores. Os dados sao
apresentados em curvas corrente-potencial, chamadas voltamogramas, que sao
capazes de mostrar o comportamento eletroquimico dos analitos analisados (Magar;
Hassan; Mulchandani, 2021).

3.5.1.4 Impedimétricos

Os métodos impedimétricos medem a resisténcia total de um sistema a passagem
de uma corrente alternada. Desse modo, a Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE) pode estudar propriedades tanto capacitivas quanto resistivas
da interface eletrodo/solugao, sendo uma técnica eficiente para investigar alteragdes
na superficie do eletrodo, como a imobilizagao de biomoléculas. Os resultados séo
interpretados em diagramas como Nyquist ou Bode em conjunto com os dados
numericos extraidos do circuito equivalente de Randles, que simula os elementos

eletroquimicos do sistema (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

3.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA
3.6.1 Voltametria Ciclica

A Voltametria € uma técnica eletroquimica que investiga e expressa uma corrente
medida em fung¢ao do potencial aplicado, derivando da palavra “Voltamperometria” e
produzindo um grafico a partir das curvas geradas por essa fungao chamado de
voltamograma que possibilita a analise das reagdes de oxidagcédo e redugédo em um
sistema, levando em consideracédo os fendmenos que ocorrem na interface entre o
eletrodo e a solucdo (Tsai et al., 2021). Diversas formas de voltametria surgiram a
partir dos principios da polarografia, sendo as principais: voltametria ciclica,
voltametria de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial, cuja a escolha da
técnica depende do objetivo da analise, do tipo de amostra e da complexidade do

sistema (Fahmy Taha; Ashraf; Caesarendra, 2020).

Dentre as varias modalidades de voltametria, a voltametria ciclica (VC) se destaca
pelo facil manuseio, menor custo, rapidez e ampla aplicabilidade na obtengao de
dados acerca dos fendbmenos eletroquimicos, detectando informagdes acerca da

termodinamica dos processos redox, de reac¢des heterogéneas com transferéncia de
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elétrons, e reagdes quimicas resultantes de processos adsortivos na superficie do
eletrodo. Dessa forma, o procedimento voltamétrico € realizado através de uma
célula eletroquimica que opera com trés eletrodos: um de trabalho, um de referéncia
e um contra eletrodo, possibilitando a compreensdo acerca da relagdo entre a
voltagem, corrente e o tempo, durante a reagédo de eletrélise (Costentin; Fortage;

Collomb, 2020).

Durante um experimento voltamétrico, um potencial inicial é aplicado e, em
seguida, é progressivamente alterado para regides mais negativas (catodica) a fim
de promover a reducdo do composto em solugdo, resultando em um pico de
corrente que esta diretamente ligado a concentragcdo do analito (Figura 8A). Apds
atingir o valor maximo em sua redugdo, o potencial é revertido, sendo varrido no
sentido oposto, das regides de potencial negativo para potencial positivo (anddica),
permitindo a oxidagao do analito reduzido até que retorne para o mesmo potencial

inicial, gerando um segundo pico de corrente (Figura 8B).

Figura 08: Onda de potencial em voltametria ciclica (A); Voltamograma gerado por
um sistema reversivel (B).
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Fonte: Proprio autor, 2025.

A varredura na voltametria ciclica geralmente apresenta a forma de um tridngulo
isdsceles, o que gera uma vantagem significativa, pois o produto formado na reagao
redox durante a varredura direta (ida) pode ser reavaliado na varredura revertida
(volta). Essa caracteristica torna a técnica especialmente valiosa em estudos
exploratorios, pois as analises voltamétricas podem ser utilizadas para descrever o
comportamento redox dos compostos, identificar reacbes quimicas que ocorrem

antes ou depois dos processos eletroquimicos, estudar a cinética de transferéncia
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eletrbnica e analisar quantitativamente os dados obtidos (Avelino et al., 2021;

Lucena, et al., 2022).

Na VC, dois parametros fundamentais sao considerados: o potencial (E) que é
inicialmente aplicado e controlado ao longo do experimento, e a corrente (I), que é
coletada como resposta deste sistema. Nesse sentido, o voltamograma resultante
da relacdo entre esses dois parametros corresponde a corrente transferida pelos
elétrons, quando ocorre o processo de oxirredug¢ao (equagao 1), sendo diretamente
proporcional a quantidade de espécie analitica presente na superficie do eletrodo

imerso na ceélula eletroquimica (Da Silva Junior et al., 2022).

0 + ne ©R

Eq. 1

Onde O representa a forma oxidada da espécie eletroativa, R corresponde a sua
forma reduzida, e ne” indica o numero de elétrons transferidos durante a reacdo de

oxirreducao.

Sensores voltamétricos tém se destacado por sua simplicidade, rapidez e
capacidade de fornecer informacbdes detalhadas sobre os processos redox de
espécies eletroativas, favorecendo o monitoramento da corrente gerada pela
transferéncia de elétrons. Mohamed et al. (2017) reportaram um novo composito
baseado em nanotubos de carbono, 6xido de grafeno e pirogalol que apresentou
melhora na sensibilidade de biodispositivos. De modo semelhante, Glrsu, Gengten
e Sahin (2017) descreveram a preparagao eletroquimica em uma unica etapa de
eletrodos de grafite revestidos por grafeno, por meio da voltametria ciclica, para
utilizacdo em baterias redox de vanadio, ressaltando o potencial desses materiais

para melhoria do desempenho eletroquimico.

3.6.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE), também conhecida como
impedancia por corrente alternada, é uma técnica eletroanalitica que encontra-se

amplamente utilizada nos ultimos anos, devido a sua eficiéncia e sensibilidade em
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caracterizar sistemas eletroquimicos complexos. Desse modo, ao utilizar o potencial

de corrente alternada (AC) em funcdo do tempo, o método é capaz de medir a
corrente resultante e analisar a resposta do sistema em diferentes frequéncias

(Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Nesse contexto, o sistema eletroquimico é interpretado como uma combinagao
de elementos em um circuito passivo, composto por resisténcia, capacitancia e
indutancia, onde a resposta é interpretada com base na Lei de Ohm que é dada
pela razdo entre a tensado aplicada (V) e a intensidade que a corrente (l) flui pelo
elemento resistivo (Lucena, et al.,, 2022). Portanto, a impedancia diz respeito a
resisténcia de um circuito elétrico ao fluxo de corrente alternada, sendo realizada
em faixas de frequéncias diferentes para distinguir os fenédmenos fisicos e quimicos,
com base nas constantes de tempo, fornecendo informagdes sobre os processos

interfaciais.

Adicionalmente, essa técnica permite investigar a forma como as moléculas se
comportam no processo de desenvolvimento dos biossensores, baseando-se na
analise das variagdes das correntes elétricas ao longo das etapas de imobilizagéo e
reconhecimento do analito. A técnica pode ser conduzida por meio de dois
processos: Faradaico e ndo-Faradaico. No processo nao-Faradaico, ndo ocorre
movimentagdo de elétrons entre os eletrodos, considerando que o objetivo é
detectar as mudancas da capacitancia na dupla camada elétrica (CDE) proxima a
superficie do eletrodo de trabalho, sendo utilizada para analisar a ligagdo de
biomarcadores aos eletrodos funcionalizados com os elementos de reconhecimento

biolégico (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

Em contrapartida, os processos Faradaicos utilizam eletrélitos ricos em espécies
redox que podem ser participantes de reacbes de oxidacdo e de redugao
desencadeadas pelo potencial aplicado ao sistema, possibilitando uma transferéncia
eficiente de elétrons na interface eletrodo/eletrdlito (Da Silva et al., 2020). Uma das
sondas redox mais empregadas neste caso, € o sistema ferro/ferricianeto
(K5[Fe(CN)s))(K4[Fe(CN)g]), o qual é reconhecido pela sua elevada estabilidade e por
possuir um comportamento redox bem definido nas solugbes aquosas,
possibilitando o acompanhamento das variagdes da superficie do eletrodo (Lai et al.,
2020).
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Aplicando a relacao de Euler, o grafico da impedancia pode ser obtido na forma

das fungbes trigonométricas, que expressam a dependéncia do angulo de fase

(Lvovich, 2012; Lai et al., 2020), como demonstrado na expressao a seguir:
Z = |Z| (COS¢ +j S€n¢) = Zre +j Zim
Eq. 2

A equacao apresentada indica que a impedancia € um numero complexo que
possui uma parte real (Zre) e uma parte imaginaria (Zim) que correspondem a
projecoes do moddulo da impedancia nos eixos de um sistema cartesiano. Assim, a
impedancia pode ser representada no plano complexo como um vetor, também

conhecido como fasor (Fig. 9).

Figura 9: llustracdo do vetor (fasor) de impedancia Z, destacando a interag&o entre
o valor absoluto da impedéancia (|Z|), o angulo de fase (¢) e as componentes real
(Zre) e imaginaria (Zim), representadas nos respectivos eixos.

T1/2

3TT/2

Fonte: Proprio autor, 2025.

Os biossensores impedimétricos, isto €, aqueles caracterizados por EIE,
destacam-se por sua capacidade de realizar analises sensiveis e especificas sem a
necessidade de marcadores quimicos, simplificando o processo e reduzindo custos,
sendo conhecidos como “label-free” (Da Silva et al., 2020). Ademais, ao utilizar
biorreceptores especificos, esses dispositivos garantem alta seletividade na
detecgcdo de analitos variados, tornando-se uma ferramenta promissora para

aplicagdes em diagnostico clinico, monitoramento ambiental e seguranga alimentar
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(Verma et al., 2022). A Figura 10 ilustra as diferentes etapas de construgdo de um

biossensor impedimétrico em um experimento de EIE, destacando a interacéo entre
o analito presente na amostra e o elemento de biorreconhecimento imobilizado na

superficie do eletrodo.

Figura 10: Funcionamento de um biossensor impedimétrico.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

3.6.2.1 Circuito equivalente

Para a interpretagcao dos dados experimentais da Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE), s&o utilizados circuitos equivalentes que consistem em
combinacdes de resistores, capacitores, indutores e demais elementos tipicos de
células eletroquimicas, em série ou paralelo (Rodenburg e Ngene, 2020). O circuito
de Randles modificado esta entre os modelos mais usados e muito aplicado em
sistemas aquosos, condutores e i6Gnicos, possibilitando correlacionar e ajustar os
dados da EIE, além de estimar parametros elétricos associados a concentragao do

analito (Lai et al., 2020; Saxena e Srivastava, 2019).

No contexto dos biossensores, o circuito de Randles ¢é utilizado ndo apenas para
ajustar os dados experimentais de impedancia, mas também para a extragdo de
parametros que contribuem para a interpretacdo do diagrama de Nyquist obtido por
EIE. Sua estrutura inclui a resisténcia a transferéncia de carga (Rct), resisténcia da
solugdo (RQ) e a capacitédncia da dupla camada elétrica (Cdl). Dessa forma, os
componentes real e imaginario da impedancia Z para o circuito de Randles podem

ser avaliados conforme as equacgdes abaixo (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021):

Rct

Z =R _—
Q  1+0°CPdIRct
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Eq. 3

wCdl cht

_ Z" —
1+ w C*dIR ct

Eq. 4

Na EIE, a frequéncia €& um parédmetro fundamental, sendo os dados
frequentemente expressos como o moédulo da impedancia em fungao da frequéncia,
a fim de representar o espectro de impedancia (Magar; Hassan; Mulchandani,
2021). Outra forma bastante utilizada é o diagrama de Nyquist (Figura 11A), no qual
sdo plotadas a parte real da impedancia (Z'), no eixo X, e a parte imaginaria
negativa (—Z"), no eixo Y. Cada ponto do grafico corresponde a resposta do sistema
a uma determinada frequéncia, representando a magnitude e a diregao do vetor de

impedancia (Lai et al., 2020; Saxena e Srivastava, 2019).

Figura 11: Diagrama de Nyquist (A) e Circuito equivalente de Randles (B).
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Os semicirculos apresentados no grafico de Nyquist correspondem a resposta de
circuitos elétricos, que podem ser tais como representados por modelos
matematicos conhecidos sob a forma de circuitos equivalentes, dos quais o circuito
mais utilizado é o circuito de Randles (Fig. 11B), sendo amplamente utilizado em
experimentos e simulacbes numéricas de EIE (Lai et al., 2020; Saxena e
Srivastava, 2019). Esse modelo descrevem os principais fendmenos eletroquimicos
que ocorrem na interface eletrodo/solucao, permitindo a extracado de parametros

fundamentais para a caracterizagao do sistema analisado.
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3.6.2.2 Dupla camada elétrica

A dupla camada elétrica (DCE) € uma estrutura interfacial que se desenvolve
devido aos potenciais de Galvani entre dois condutores de fases distintas,
normalmente na interface entre o eletrodo e a solugao eletrolitica, que resulta no
acumulo de cargas de sinais opostos, proximas e paralelas entre si e consequente
separacdo ordenada de ions. Por exemplo, se a superficie do eletrodo apresentar
carga negativa, os cations da solugao serdo atraidos e organizados na camada
superficial do eletrodo, enquanto os anions ficardo dispersos em certa distancia a

sua frente (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021).

A DCE geralmente apresenta uma expessura fina, que varia entre 0,1 € 0,4 nm,
podendo chegar até 1nm, dependendo das caractéristicas do eletrodo, ou atingir
mais de 10nm em meios de baixa forga i6nica (Da Silva et al., 2020). Seu perfil de
potencial elétrico cresce linearmente na parte compacta (PIH) e decai
exponencialmente na camada difusa. Funcionalmente, ela pode ser considerada
como um capacitor, armazenando carga elétrica e permitindo que essa carga
constitua outro caminho para a corrente elétrica além da transferéncia eletronica.
Por isso, técnicas como espectroscopia de impedancia e voltametria s&o
fundamentais para a caracterizacdo das reagdes eletroquimicas do eletrodo
(Upadhyay et al., 2024).

Além disso, a DCE é constituida por duas regides principais: o plano interno de
Helmholtz (PIH), que forma uma camada compacta de ions diretamente adsorvidos
na superficie do eletrodo, e a camada difusa, modelada pelo modelo de
Gouy-Chapman, onde se localizam os ions moveis dispostos em fungdo do
gradiente de potencial, conforme representado na figura 12. O tamanho desta
camada difusa depende diretamente da forgca ibnica do meio, isto é, da
concentragcdo do eletrdlito presente em solugdo, o que pode impactar, em grande
medida, a cinética dos processos eletroquimicos, como as reagdes de oxirredugao
(Da Silva et al., 2020).
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Figura 12: Esquematizagcdo dos elementos que compdéem a dupla camada elétrica

na interface entre o eletrodo e a solucéo.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Portanto, compreender a estrutura e a organizagao da DCE € essencial para o
desenvolvimento e a aplicagdo em biossensores, visto que esta interface atua
diretamente no comportamento eletroquimico do sistema. Desse modo, mudangas
nas concentracdes de analitos ou na composicdo das amostras levam a alteracdes
na DCE, resultando em sinais detectaveis nos processos de transdugao analitica.
Adicionalmente, esse conhecimento favorece a otimizacdo da sensibilidade e
seletividade desses sistemas, uma vez que influencia diretamente o design dos
eletrodos e a escolha de materiais a serem utilizados no seu revestimento (Da Silva
et al., 2020).

3.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é
uma técnica analitica fundamental na caracterizagao de materiais, especialmente na
identificacdo de grupos funcionais e na analise da composicdo quimica de
compostos organicos e inorganicos. No contexto do desenvolvimento de
biossensores, o FTIR é utilizado para confirmar a presenga de ligantes, polimeros,
nanomateriais e biomoléculas na superficie funcionalizada do sensor, assegurando
a correta modificagdo da interface e a eficacia da plataforma sensora (Magalhaes;
Goodfellow; Nunes, 2021).
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Além disso, a técnica tem sido amplamente aplicada na caracterizacéo de

flmes finos e no acompanhamento de processos de imobilizagdo molecular,
permitindo analisar a estabilidade e o desempenho do biodispositivo em tempo real.
Um trabalho realizado por Bold et al. (2020) demonstrou uso de superficies de
germanio analisadas por FTIR como plataformas eficientes para a detecgéo de
proteinas, destacando o potencial da técnica. Ademais, o uso combinado de FTIR
com outras técnicas de caracterizacdo, como a AFM, apresenta-se como uma
estratégia promissora, permitindo uma anadlise topografica e quimica dos

componentes do sensor (Félix, 2022).

O principio de funcionamento do FTIR é baseado na relagdo da radiagao
infravermelha com as ligagdes quimicas presentes nas amostras, resultando em um
espectro de absorgéo ou emissdo que depende do estado fisico da amostra (Abidi,
2021). Diante disso, o0 espectro resultante funciona como uma identificagcao
molecular para cada amostra analisada, permitindo uma identificagao especifica de
seus componentes. ApoOs essa interacdo, emprega-se o calculo matematico
conhecido como Transformada de Fourier para converter os dados brutos do

interferograma no espectro final (Magalhaes; Goodfellow; Nunes, 2021).

O contato direto entre o material analisado e o cristal permite que a radiacao
infravermelha seja direcionada por um elemento 6ptico de alta refragdo, chamado
IRE, o qual interage com a amostra por meio de uma onda evanescente (Abidi,
2021). O espectro IR gerado é dividido em trés regides principais: préxima (13000 —
4000 cm™), média (4000 — 400 cm™) e distante (menos de 400 cm™), sendo a
presente entre 1800 — 900 cm™ amplamente utilizada em estudos de biomoléculas,
pois nela ocorrem bandas de absorc¢ao especificas (Magalhaes; Goodfellow; Nunes,
2021).

Outrossim, o FTIR apresenta diferentes modos de amostragem que podem
ser utilizados, os quais incluem transflexdo, transmissao e reflexao total atenuada
(ATR), abordagens que podem ser aplicadas em ensaios com células, tecidos e
biofluidos, demonstrando a versatilidade da técnica (Abidi, 2021). Dessa forma,
apesar dos métodos de transflexdo e transmissdao nado serem destrutivos, eles
necessitam de uma preparacdo prévia das amostras e apresentam uma relagao

sinal-ruido (SNR) baixa, enquanto o ATR-FTIR se destaca pelo facil manuseio e



53
pela alta SNR (Blond et al., 2020). Uma ilustragdo dos componentes do

equipamento de FTIR esta apresentada na fig. 13.

Figura 13: Elementos de um equipamento de FTIR.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
3.8 NANOMATERIAIS

Nanomateriais sdo estruturas que possuem uma das suas dimensdes na
escala nanométrica (1-100 nm) e podem ser classificados também de acordo com a
morfologia, estado e composi¢do quimica, conforme a normativa ISO TS 27687
(2008). Dessa forma, a redugcdo do tamanho dessas estruturas influencia
diretamente nas suas propriedades quimicas, elétricas, Opticas e mecanicas,
tornando-as atrativas e unicas devido ao aumento da razao entre area da superficie
e volume (Sanya et al., 2024). Como exemplo, a Fig.14 demonstra a analise
comparativa de objetos comuns na escala nanométrica. Nesse contexto, a area
responsavel pela aplicagdo tecnoldgica desses nanomateriais € conhecida como
nanotecnologia e o estudo das caracteristicas deles € realizado pela nanociéncia,
viabilizando a manipulagao a nivel atdmico ou molecular para o desenvolvimento de

novos dispositivos e materiais (Saleh, 2020).
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Figura 14: Dimensbes comparativas de objetos comuns na escala nanométrica.
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Fonte: Adaptado de Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2021.

As caracteristicas desses nanomateriais despontam como uma via
interessante para uso em diversos campos, a saber, eletrénica, biomedicina e a
engenharia de materiais (Saleh, 2020). No ambito da biomedicina por exemplo,
nanomateriais como os QDs e o GO vém sendo empregados na construgdo de
biossensores voltados para o diagndstico, visando otimizar a performance desses
sensores e possibilitar resultados mais rapidos, precisos e eficazes ao combinar as
propriedades de cada um desses componentes, fomentando progressos notaveis na

melhoria da saude publica (Jeong et al., 2022; Singh et al., 2023).
3.8.1 Categorizagcdo conforme a dimensionalidade

De acordo com Sanfelice, Pavinatto e Corréa (2022), os nanomateriais
podem ser classificados de acordo o numero de dimensdes que se mantém dentro
da escala nanométrica, a classificagdo esta apresentada na Fig. 15, sendo essa
categorizagdo de suma importancia, pois auxilia em uma melhor compreensao
sobre suas propriedades e aplicacbes. Por exemplo, os nanomateriais de zero
dimensao (0D), como os pontos quanticos, tém todas as suas medidas — altura,
largura e profundidade — na escala dos nanémetros, o que os torna ideais para

aplicagdes que exigem alta precisdo em escala muito reduzida (Fechine, 2020).
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Figura 15: Representacdo esquematica da classificacdo dos nanomateriais.
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Fonte: Adaptado de Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2022.

Ja os nanomateriais de uma dimenséao (1D), como os nanotubos de carbono
e as nanofibras, possuem apenas uma dimensao maior que a nanoescala, o que
Ihes confere uma estrutura alongada e propriedades interessantes para condugao
elétrica e aplicagdes em sensores. Os nanomateriais bidimensionais (2D), por sua
vez, tém duas dimensdes fora da nanoescala, como € o caso dos filmes finos, que
oferecem uma grande area superficial e sdo muito utilizados em revestimentos

funcionais e dispositivos eletrénicos (Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2022).

Por fim, os nanomateriais tridimensionais (3D) sao formados pela unido de
diferentes tipos de estruturas nanométricas — como 0D, 1D e 2D — ou por
estruturas porosas 3D (Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2022). Apesar de atingirem
tamanhos micro ou macroscopicos, esses materiais mantém as propriedades tipicas
de suas nanoestruturas constituintes, sendo representados por dispersdes de

nanoparticulas, filmes compostos por multiplas camadas e outros (Fechine, 2020).

3.8.2 Oxido de grafeno e suas propriedades

Os nanomateriais a base de carbono se destacam, especialmente, no
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos devido as suas propriedades
fisico-quimicas atrativas. Nesse sentido, entre esses materiais, 0 GO, se destaca
por possibilitar o aumento na area superficial, atividade eletrocatalitica e rapida
cinética de elétrons, tornando-o promissor para a constru¢ao de biodispositivos ao
favorecer uma excelente deteccédo (Singh et al.,, 2023). O GO apresenta uma

estrutura bidimensional derivado do grafeno, apresentada na Fig. 16, rica em grupos
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oxigenados como hidroxilas, epdxis e carboxilas, conferindo uma maior dispersao

em solugdes aquosas e consequentemente uma facilidade na manipulagdo e

modificagdo quimica (Amaral et al., 2022).

Figura 16: llustracdo da estrutura do 6xido de grafeno, destacando exemplos de
grupos funcionais que podem se ligar a sua superficie - OH: Hidroxila, COOH:
Carboxila, C-O-C: Epdxi e C=0: Carbonila.

Fonte:Adaptado de Camargos; De Oliveira Semmer; Da Silva, 2017.

Outro aspecto importante é capacidade de funcionalizagdgo do GO com
aminoacidos, como a L-cisteina, melhorando sua estabilidade quimica e
aprimorando suas propriedades de sensibilidade, biocompatibilidade e seletividade
quando integrado ao desenvolvimento de biossensores, por exemplo, permitindo o
reconhecimento eficiente de diferentes analitos, favorecendo a aplicacido desses
dispositivos analiticos com excelente performance em diferentes areas como
biomédicas, ambientais e estruturais, atendendo as demandas e reforcando a
multifuncionalidade da utilizacdo do GO (Singh et al., 2023).

3.8.3 Quantum dots de Telureto de Cadmio

Os pontos quanticos (do inglés, “Quantum dots”) s&o nanocristais
semicondutores, com tamanhos que variam entre 2 e 10 nandmetros e apresentam
excelentes propriedades Opticas e eletrénicas, provenientes da carga que confinam
em seu interior (Jeong et al.,, 2022). Além disso, apresentam emissao de
fluorescéncia ajustavel conforme o tamanho da particula, tornando-os atrativos para
utilizagdo em bioimagem, proporcionando imagens com maior resolugao;
biossensores eletroquimicos devido as sua propriedades de aumento da

condutividade elétrica e biocompatibilidade com outros nanomateriais; e dispositivos
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eletrbnicos, possibilitando materiais flexiveis e miniaturizados, além de um menor

custo de energia e alta eficiéncia luminosa (Agarwal et al., 2023).

Os QDs podem ser sintetizados por diferentes processos como sintese
coloidal, métodos hidrotérmicos e técnicas baseadas em microemulsdes, sendo a
escolha do processo de suma importancia, pois influencia diretamente no tamanho,
cristalinidade e estabilidade desses nanomateriais, fatores que determinam suas
diversas propriedades e possiveis aplicagcdes (Agarwal et al., 2023). Ademais, a
forma de sintese também pode impactar a toxicidade e funcionalizagcdo da superficie
dos QDs, sendo necessario o desenvolvimento continuo de técnicas inovadoras de
encapsulamento e modificagao superficial que ampliem a seguranga do uso desses

nanomateriais.

Conforme discutido por Jeong et al. (2022), o CdTe, um quantum dots
carboxilado com emisséo de fluorescéncia amarela e representado na Fig. 17, tem
sido amplamente explorado na construcéo de plataformas sensoras devido as suas
propriedades atrativas para a integracdo desses sistemas, como amplificagdo do
sinal eletroquimico, possibilidade de funcionalizagcdo e alta condutividade em sua
area de superficie, permitindo uma deteccdo mais sensivel do analito-alvo.
Outrossim, os QDs de CdTe também se mostram promissores na aplicagdo em
terapias fotodindmicas e sistemas de entrega de farmacos, gragcas a sua
biocompatibilidade e a capacidade de serem direcionados a tecidos especificos
(Elmizadeh; Bardajee; Moaddeli, 2023).

Figura 17: Emiss&o de cores por pontos quéanticos em fungédo do seu tamanho.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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3.9 MODIFICAGCAO DO ELETRODO

3.9.1 Monocamadas automontadas (MAM)

As monocamadas automontadas (MAM) sdo sistemas moleculares
organizados sobre diferentes superficies, formadas por moléculas com grupos
funcionais especificos que interagem por meio da adsorgdo de moléculas organicas
nas fases liquida ou gasosa, resultando na formacédo de filmes de compostos
quimicos em uma ampla variedade de substratos (Andradade et al., 2024). Nesse
sentido, essa técnica permite a modificagao controlada de superficies, possibilitando
a criacdo de interfaces funcionais com alta precisdo molecular e o acoplamento
eficiente de elementos de biorreconhecimento em biossensores, por exemplo. Além
disso, as MAM destacam-se pelas suas principais vantagens: simplicidade

operacional e baixo custo (Singh; Kaur; Comini, 2020).

A obtencdo de filmes por monocamadas podem ocorrer por dois meios
principais: o primeiro utiliza a técnica de Langmuir-Blodgett, onde o filme
pré-montado é transferido de uma interface ar-agua para um substrato sélido, ja o
segundo meio se da pela montagem espontadnea de uma substancia anfifilica e um
substrato, através da imersao (SINGH; KAUR; COMINI, 2020). A MAM apresenta
uma estrutura dividida em trés regides: o grupo cabecga que é responsavel pela
fixacdo ao substrato; a cadeia hidrocarbonada, que promove estabilidade por meio
das forgcas de Van der Waals; e o grupo terminal, funcionalizado de acordo com a
aplicacao desejada. Uma esquematizagdo da sua estrutura esta representada na
fig. 18.

Figura 18: Esquematizacao da estrutura de uma MAM em um eletrodo de ouro.
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Essa organizacao molecular confere as MAM alta estabilidade, afinidade

entre moléculas funcionalizadas, flexibilidade, reprodutibilidade e controle na
espessura dos filmes, sendo utilizadas no desenvolvimento de biossensores
nanoestruturados e na detecgdo de diferentes analitos, contribuindo para um
diagndstico rapido e eficiente (Junior et al., 2020). Superficies metalicas como o
ouro sdo amplamente utilizadas na formacdo de MAM devido a sua excelente
biocompatibilidade, resisténcia a oxidagao (material inerte) e a forte afinidade com
grupos tiol (—SH), favorecendo a formacdao de filmes organizados e estaveis,
permitindo a integracdo de nanomateriais e biomoléculas, sem comprometer a

integridade da resposta eletroquimica (Dibo, 2022).

3.9.2 Cisteina

A cisteina (Cys) tem se destacado na funcionalizacdo de superficies
metalicas, principalmente em eletrodos de ouro, sendo utilizada na formacao de
monocamadas automontadas devido a alta afinidade do grupamento tiol (-SH) por
essas superficies, o que resulta em ligacbes covalentes estaveis apds a
desprotonagao do enxofre e possibilita a formagdo de camadas organizadas e
estaveis (Franco et al., 2024). Além da interacdo pelo grupamento tiol, a Cys
também pode estabelecer ligagbes secundarias através dos grupos funcionais
amina e carboxila, ampliando as possibilidades de integracdo sobre superficies

metalicas e suas aplica¢des (Olgag; Sahin; Liv, 2022).

A Cys é composta por um grupo amina primario (-NH:), um grupo carboxila
(-COOH) e uma cadeia lateral contendo um grupamento tiol (-SH), todos ligados a
um carbono central quiral, o que contribui para a sua versatilidade em aplicagdes e
funcionalizagdo, conforme representado na fig. 19 (Tabut; Stishenko; Calatayud,
2025). Entre as principais propriedades fisico-quimicas da Cys, destacam-se os
valores de pKa (1.71, 8.33 e 10.78), que comprovam sua capacidade de doar ou
receber protons em diferentes condigdes de pH, resultando em maior estabilidade e
funcionalidade de sistemas sensores. Ainda, a cadeia lateral apolar e a presencga do
grupamento tiol conferem a Cys um carater hidrofébico, favorecendo interagdes

especificas com biomoléculas e ions metalicos (Olgag; Sahin; Liv, 2022).
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Figura 19: Esquematizac&o da estrutura da cisteina.

Fonte: PubChem

No contexto de desenvolvimento de biodispositivos eletroquimicos,
compreende-se que a cisteina apresenta caracteristicas favoraveis que facilitam a
formacdo de monocamadas automontadas sobre diferentes eletrodos. Essa
organizacdo molecular resulta em interfaces funcionais adequadas para a
imobilizagdo de biomoléculas e detecgcdo de diferentes analitos, devido a
sensibilidade e seletividade dessas plataformas (Tabut; Stishenko; Calatayud, 2025).
Além disso, a facil funcionalizagdo quimica da Cys, bem como sua integragdo com
outros nanomateriais, contribui para a sua adaptacdo a diferentes sistemas de
detecgao, ampliando seu uso em aplicagcdes de diagndstico e monitoramento, tanto

em contextos ambientais quanto clinicos (Singh; Kar, 2023).

3.10 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

O aumento da resisténcia antimicrobiana aos antibiéticos convencionais
representa um dos maiores desafios da saude publica global, uma vez que esses
farmacos estdo se tornando progressivamente ineficazes no tratamento de
infeccbes. Com a eficacia comprometida, o manejo de doencas anteriormente
consideradas simples tornou-se motivo de preocupacdo, por representarem
ameacgas graves, exigirem terapias prolongadas, complexas e de alto custo, nem
sempre bem-sucedidas, além de contribuirem para o aumento dos indices de
morbidade e mortalidade (Da Silva Machado, 2021).

Portanto, € essencial o incentivo continuo a pesquisa por novas moléculas
que apresentem potencial antimicrobiano e capacidade de combater esses

microrganismos multirresistentes, considerando a contribuicdo na diminui¢do dos
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impactos negativos ocasionados por esses patdgenos na saude publica. Nesse

sentido, os Peptideos Antimicrobianos (PAMs) sdo compostos por sequéncias
curtas de aminoacidos, variando de 10 a 50 residuos, e destacam-se como uma
excelente alternativa devido ao seu amplo espectro de agao, a sua ampla atividade
biolégica, diferentes cargas de acordo com o pH da solugédo em que se encontram e
estrutura anfipatica que favorece a interacdo com as membranas dos

microrganismos (Oliveira et al., 2020).

Outrossim, os PAMs apresentam um papel crucial na imunidade inata dos
diferentes grupos em que tém sido identificados, como animais, fungos, plantas e
outros, podendo também ser sintetizados em laboratério, atuando como barreiras
moleculares contra infecgdes (Pardoux et al., 2020). Ainda, a diversidade estrutural
e funcional desses peptideos amplia as possibilidades de estudos e aplicagdo nos
ambitos terapéutico e biotecnoldgico. Nesse contexto, no desenvolvimento de
biossenosres, esses peptideos vém sendo explorados como elementos de
biorreconhecimento, considerando sua baixa toxicidade e alta seletividade

molecular, resultando em uma eficiente detec¢do microbiolégica (Boyer et al., 2021).

3.10.1 Classificagao estrutural e tipos de peptideos antimicrobianos

Os PAMs podem ser agrupados, de acordo com sua estrutura, em quatro
grupos: a-hélice, folha-B, estrutura em loop e peptideos estendidos, sendo alguns
representados na figura 20. Nesse contexto, cada conformacgao tridimensional
confere caracteristicas fisico-quimicas especificas, como carga, hidrofobicidade,
estabilidade e outras propriedades que controlam sua afinidade e seu potencial de

acao com relagdo as moléculas-alvo (Souza e Silva et al., 2022).

Figura 20: Principais caracteristicas estruturais de peptideos antimicrobianos.
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Fonte: Adaptado de Lima, 2023.
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Os PAMs com a estrutura do tipo a-hélice, como magaininas, cecropinas e

clavaninas, apresentam como principal mecanismo de acdo a sua insercao em
membranas lipidicas, promovendo sua desestabilizacdo. Em contrapartida, os
estruturados em folha-B, como defensinas e protegrinas, destacam-se por sua
rigidez estrutural devido as pontes dissulfeto, o0 que os torna mais estaveis em
ambientes aquosos. Nesse sentido, esses peptideos podem romper membranas
bacterianas por meio da formag¢ao de poros ou outros mecanismos de agao (Zhang
e Yang, 2022). Uma esquematizacdo dos principais peptideos antimicrobianos

descritos na literatura é apresentada na fig. 21.

Adicionalmente, os PAMs em loop, como a tanatina, e os do tipo estendidos,
como a estatina salivar, também apresentam propriedades antimicrobianas. Diante
disso, a tanatina se destaca por sua estabilidade estrutural conferida pelas pontes
dissulfeto, que mantém a sua conformacdo, tornando-a resistente a degradacao
enzimatica e eficaz na desnaturagao das membranas bacterianas. Por outro lado, os
estendidos, embora ricos em residuos de prolina, arginina, histidina e triptofano, ndo
apresentam um mecanismo de agao bem definido, considerando que muitos desses

do grupo demonstram baixa atividade em membranas (Zhang et al., 2021).

Figura 21: Principais peptideos antimicrobianos descritos na literatura.
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Fonte: PDB (Protein Data Bank, https://www.rcsb.org/).

Os PAMs interagem com membranas biolégicas por meio de forcas
eletrostaticas entre suas cargas positivas e os fosfolipidios anibénicos das
membranas microbianas (Souza e Silva et al., 2022). Apds essa atragao inicial, os
PAMs se inserem na bicamada lipidica, desorganizando sua estrutura. Esse

processo pode formar poros, levar a lise celular ou comprometer a integridade da
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membrana. Os mecanismos mais comuns sao os modelos de “tapete”, “barril-cunha”

e “carpete”, representados na figura 22. Todos resultam em permeabilizacdo da
membrana e morte celular, onde a seletividade decorre da diferengca de composigao

entre membranas microbianas e de células humanas (Huan et al., 2020).

Figura 22: Mecanismos de a¢cado dos PAM nas membranas.
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Fonte: Adaptado de Zhang e Yang, 2022.

3.10.2 Mecanismos de interacdo dos peptideos antimicrobianos com membranas
biologicas

Compreende-se que a eficacia da interagdo dos peptideos antimicrobianos
com fosfolipidios esta diretamente relacionada as suas propriedades anfipaticas,
considerando que elas possibilitam a sua associagdo com as membranas bioldgicas
dos microrganismos. Portanto, sua atividade antimicrobiana é influenciada por
diversos fatores estruturais independentes, como a estrutura tridimensional, a

hidrofobicidade, a carga, a anfipaticidade e o angulo polar (Huan et al., 2020).
3.10.2.1 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade esta diretamente relacionada a afinidade dos peptideos
pelas regides lipidicas das membranas celulares. Um nivel balanceado de
hidrofobicidade favorece a insercdo dos PAMs na bicamada lipidica, permitindo a
penetracdo e o subsequente desarranjo estrutural das membranas bacterianas. Por

outro lado, niveis excessivos de hidrofobicidade podem resultar em citotoxicidade
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para células do hospedeiro e comprometer a seletividade dos peptideos (Tan; Fu;

Ma, 2021).
3.10.2.2 Carga

Grande parte dos peptideos antimicrobianos (PAMs) catibnicos apresenta
uma carga positiva que varia entre +2 e +9, determinada pelos aminoacidos
presentes na ligagdo peptidica € essencial para que ocorram interagdes
eletrostaticas, através da diferenca de carga entre o PAM e a membrana
fosfolipidica dos microrganismos, como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Aléem disso, essa carga positiva facilita o reconhecimento seletivo desses
patégenos, diferenciando-os das células do hospedeiro e contribuindo para a

especificidade da agao antimicrobiana (Souza e Silva et al., 2022).
3.10.2.3 Anfipaticidade

A anfipaticidade, por sua vez, €& definida pela presengca de regides
simultaneamente hidrofilicas e hidrofébicas no mesmo peptideo, uma caracteristica
que facilita a formagao de estruturas em hélice ou folhas 3 que interagem com as
membranas celulares. Essa propriedade permite que os PAMs se organizem em
estruturas que desestruturam as bicamadas lipidicas, provocando a formacgao de
poros e subsequente lise celular. Dessa forma, a estrutura mais comum é a-hélice
anfipatica, considerando que desempenha um papel importante na interacdo com
membranas lipidicas, facilitando a inser¢cdo do PAM nessas estruturas. Além disso,
a anfipaticidade pode ser quantificada por meio da soma vetorial das
hidrofobicidades dos aminoacidos individuais organizados em uma hélice ideal,
sendo importante para determinar a porcentagem de hidrofobicidade desses PAMs
(Huan et al., 2020).

3.10.2.4 Angulo Polar

O angulo polar representa a relagdo geométrica entre as regides polares e
apolares da molécula peptidica, sendo um fator determinante na forma como o
peptideo se insere e se orienta na membrana, contribuindo para a eficacia do
mecanismo de acdo dos PAMs e possibilitando o rompimento da bicamada lipidica.

Nesse sentido, alteragdes no angulo polar impactam diretamente na afinidade do
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peptideo pelos diferentes tipos de membranas, influenciando sua seletividade por

células-alvo e sua toxicidade em células hospedeiras (Huan et al., 2020).

3.10.3 Aplicagbes dos Peptideos Antimicrobianos

Os PAMs sadao amplamente utilizados em diferentes areas devido,
principalmente, ao seu potencial de combater bactérias patogénicas, mas também
por causa das suas atividades antitumorais, antifiUngicas e antiparasitarias, sendo
cruciais para o melhor manejo das doengas relacionadas (Oliveira et al., 2020). No
ambito clinico, os PAMs sao utilizados no combate a disseminacdo de
microrganismos resistentes e para o melhor tratamento das infec¢des relacionadas
a esses agentes, contribuindo para melhorias na saude publica e na qualidade de

vida dos pacientes (Da Silva Machado, 2021).

Além disso, alguns PAMs vém apresentando atividade antitumoral,
possibilitando a identificacdo e destruicdo especifica de células tumorais com menor
toxicidade do que os métodos convencionais utilizados no tratamento para o cancer,
como a quimioterapia (Chu et al., 2015). Outrossim, na industria alimenticia, esses
peptideos sdo responsaveis pela inibicdo do crescimento bacteriano, prolongar a
durabilidade dos produtos e reduzir o uso de corantes artificiais, desenvolvendo

produtos mais seguros e sustentaveis (Anumudu, et al., 2021).

Enquanto que na industria farmacéutica, os PAMs representam uma
excelente alternativa para o desenvolvimento de novas classes de antibiéticos que
sejam eficientes contra bactérias multirresistentes, mitigando os desafios causados
pela resisténcia antimicrobiana (Pardoux et al., 2020). Ainda, os PAMs podem ser
aplicados no desenvolvimento de biossensores como elementos de
biorreconhecimento bioldgico, contribuindo para a detecgdo microbioldgica,
possibilitando diagndsticos mais rapidos e um monitoramento ambiental de

patégenos (Malvano; Pilloton; Albanese, 2020).
3.11 CATELICIDINAS

As catelicidinas sao codificadas pelo gene CAMP e formam uma familia de
peptideos antimicrobianos amplamente utilizados, que sdo encontrados em uma
variedade de organismos vertebrados e distribuidos em varios tecidos e fluidos

corporais diferentes (Oliveira Junior, 2018). Esses PAMs desempenham um papel
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crucial na imunidade inata de muitos organismos, ao exercer fungoes

antimicrobianas e imunomoduladoras, além de agir como substancias quimiotaticas,

cicratizantes e anti-inflamatadrias (Oliveira et al., 2020).

Os peptideos derivados das catelicidinas apresentam uma pré-regido comum
e conservada na por¢cao N-terminal, composta pela sequéncia peptidica de sinal e
pelo dominio catelina. Adicionalmente, também apresentam sequéncias peptidicas
maduras que sdo liberadas apds clivagem por proteases e ficam localizadas na
regidao C-terminal (Zhao et al.,, 2008). Essas sequéncias peptidicas podem
apresentar variedade de comprimento e sequéncia, podendo assumir diferentes
estruturas com amplo espectro de atividade contra muitos tipos de microrganismos,
como bactérias, fungos e protozoarios (Pardoux et al., 2020). Portanto, devido as
suas excelentes propriedades, as catelicidinas estdo sendo utilizadas como
precursoras de outros peptideos antimicrobianos com maior estabilidade e

seletividade.
3.11.1 Batroxicidina: Propriedades e estrutura

A batroxicidina (15KKRVKKFFRKPRVIGVTFPF34) é um peptideo de origem
animal que foi isolado do veneno de serpentes do género Bothrops,
caracterizando-se pelo seu potencial de agdo contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas (Lima, 2023). Sua natureza catibnica (carga positiva) e estrutura
anfipatica sdo caracteristicas favoraveis para interagdo com membranas celulares,
resultando na desestruturagdo da bicamada lipidica por meio de uma conformacéao
a-hélice que facilita a sua insergéo (Oliveira et al., 2020). Além disso, a batroxicidina
também apresenta baixa toxicidade em células humanas, apresentando-se como
um potencial agente terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos
derivados ou modificados de sua sequéncia aminoacidica especifica (Oliveira
Junior, 2018).

3.11.2 BotrAMP14

O BotrAMP14 é um peptideo sintético desenvolvido como analogo da
batroxicidina, visando melhorar suas propriedades antimicrobianas e reduzir efeitos

citotoxicos (Oliveira et al, 2020). Composto por 14 aminoacidos, o BotrAMP14
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apresenta estrutura heilicoidal, catidnica e anfipatica, caracteristicas essenciais para

sua interagcdo com membranas bacterianas, conforme representado na figura 23.

Figura 23: Estrutura tridimensional do BotrAMP14.

BotrAMP14

Fonte: Adaptado de Junior, 2018.

Desse modo, a sua estrutura foi modificada para manter a eficacia da
batroxicidina, mas com maior estabilidade e seletividade, baseando-se na
substituicdo e adigcdo de aminoacidos, representado na Fig. 24 (Oliveira et al.,
2020). Além disso, o peptideo apresenta atividade contra bactérias multirresistentes
e baixa toxicidade em células humanas, sendo considerado promissor como agente

terapéutico alternativo (Lima, 2023).

Figura 24: Peptideo BotrAMP14 analogo a batroxicidina.
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Fonte: Adaptado de Oliveira, 2020.

Ao interagir com membranas, o Botramp14 assume uma conformacéao
a-hélice, facilitando sua insercdo na bicamada fosfoslipidica e permitindo interacées
eficientes com a estrutura da membrana (Lima, 2023). Essa caracteristica estrutural

torna-o uma alternativa promissora como elemento de biorreconhecimento em
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biossensores. Nesse sentido, sua estrutura a-helicoidal e sua carga positiva

favorecem a interagcao eletrostatica com as membranas bacterianas de bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas — especialmente com as Gram-negativas, cuja a
superficie & carregada negativamente, tornando-a anidnica (Oliveira et al, 2020).
Além disso, na literatura, o BotrAMP14 também pode atuar como elemento de

biorreconhecimento para fungos quando aplicado em biossensores (Lima, 2023).

4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

O ferricianeto (K;[Fe(CN)g]) e o ferrocianeto de potassio (K,[Fe(CN)g]) foram
obtidos da VETEC (Brasil). N-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), N-
hidroxisuccinimida (NHS), quantum dots (QD) de Telureto de Cadmio (CdTe-COOH),
Cisteina (Cys) e Oxido de grafeno (GO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA). O processo de sintese do peptideo BotrAMP14
(KRWKKFFRKVIKFF-NH,) baseou-se na técnica N-9-fluorenilmetiloxicarbonil
(FMOC), com 95% de pureza, pela Peptide 2.0 (EUA) e purificado por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Todos os reagentes quimicos e
solventes foram de grau analitico e utilizados como recebidos, sem purificagcao
adicional. A agua ultrapura utilizada foi obtida a partir de um sistema de purificagao
Milli-Q (Billerica, EUA).

4.2 PREPARO DAS BACTERIAS SELECIONADAS

As cepas bacterianas utilizadas foram cedidas pelo Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As cepas foram
cultivadas em meio agar nutriente. Apds o semeio, a incubagao ocorreu a 35°C +
2°C durante 24h. Em seguida, duas colbnias isoladas foram coletadas, lavadas
com solucdo salina (NaCl 0.9 g/L), centrifugadas, suspensas em tampéo fosfato
(PBS) pH 7,0 e analisadas pela técnica MALDI-ToF-MS.

As suspensdes bacterianas de K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus
foram avaliadas imediatamente em estudos eletroquimicos. Diferentes
concentragdes (10™10° unidades formadoras de colénia UFC/mL) foram

preparadas, sendo obtidas segundo a escala de McFarland por meio de
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espectrofotometria UV-VIS (Genesys 10 S, Thermo Scientific) com uma densidade

optica em 600 nm (ODygy,) € absorbancia ajustada para 0,08 a 0,1.

4.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS FUNCIONALIZADAS

A solucao de Cys/GO foi preparada com base no protocolo descrito por Jeong
et al. (2022), apresentando diferengas relacionadas a concentragdo de cisteina,
concentragdo de Oxido de grafeno, tempo de ultrasonicagdo e condicbes de
armazenamento. Especificamente, a concentragao de cisteina foi ajustada para 35
mM, enquanto a de 6xido de grafeno foi padronizada em 10 pug/mL, com o objetivo

de melhorar a funcionalizagao e dispersdo do material.

O tempo de ultrasonicacao estabelecido foi de 1 hora para garantir uma mistura
homogénea e eficiente. Por fim, a solugdo foi armazenada a 5°C = 2°C,
preservando sua estabilidade até o momento do uso. Essas modificagbes foram
implementadas para otimizar a funcionalizagdo do 6xido de grafeno e garantir sua

eficacia na aplicacao pretendida.
4.4 CONSTRUCAO DA PLATAFORMA SENSORA

Inicialmente o eletrodo de trabalho foi submetido a um processo de limpeza
envolvendo um polimento com um feltro contendo alumina (Al:O:), seguido por
outro polimento com lixa porosa e, por fim, um novo polimento com lixa suave
contendo Al.Os, realizando movimentos circulares de quarenta ciclos em cada
etapa de polimento. Em seguida, foi realizada uma varredura por voltametria ciclica
(VC), até a obtengado de um voltamograma com resposta padrao para o eletrodo de

ouro limpo (Da Silva Junior et al., 2022).

Posteriormente, o eletrodo foi imerso em 10 pL da solugéo de Cys/GO, onde
foi realizada a eletrodeposi¢ao por VC, no intervalo de potencial entre 0 Ve +1,5V
(vs. Ag/AgCl) por 10 ciclos, com uma taxa de varredura de 50 mV s™, resultando
na formacdo de uma monocamada automontada sobre a superficie do eletrodo
(Franco et al., 2024; Xiao et al., 2017).

Em seguida, foram adicionados 2 uL de QD CdTe, permanecendo em contato
com a superficie por 5 minutos. Apds essa etapa, os grupos carboxilicos livres
(COOH) do QD CdTe foram ativados pelos agentes de acoplamento EDC/NHS,

utilizando concentragdes de 0,4 M e 0,1 M, respectivamente, na proporgao 1:1 (v:v).
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Assim, 2 pL da solugdo foram adsorvidos sobre a monocamada de Cys/GO,

permanecendo em incubacgao por 10 minutos.

O peptideo BotrAMP14 (500 uM) foi adsorvido na superficie do eletrodo por
meio da pipetagem de 2 pL da solugao, sendo incubado a temperatura ambiente por
20 minutos para permitir a interacdo adequada com a superficie funcionalizada.
Para validagdo, a plataforma sensora Cys/GO/QD_BotrAMP14 construida foi
submetida a testes frente a diferentes cepas bacterianas, visando avaliar sua
eficiéncia na detecgdo dos microrganismos-alvo. As etapas de construgao do

biossensor Cys/GO/QD_BotrAMP14 estao representadas na figura 25.

Foram analisadas as seguintes espécies bacterianas: K. pneumoniae (ATCC
13883), P. aeruginosa (ATCC 27853) e S. aureus (ATCC 25923) em diferentes
concentragdes (10" - 10° UFC/mL). O eletrodo de trabalho modificado foi submetido
a um periodo de imersao nas concentracdes de 5 minutos antes da analise por VC
e EIE.

Figura 25: Esquematizacéo da plataforma sensora Cys/GO/QD_BotrAMP14.

& o € ' . ' .

€§3€3¢ §3$2¢
Eletrodo Cys/GO » QD CdTe BotrAMP14 Microrganismo
de Ouro (Eletrodeposicédo) Alvo

Fonte: Proprio autor, 2024.
4.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

As medidas de VC e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)
foram realizadas por meio de um potenciostato/galvanostato Autolab (Metrohm,
Holanda) interfaceado pelo software NOVA 1.11. Uma célula eletroquimica foi
utilizada, onde uma solugdo 10mM de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (1:1) preparada em
tampao fosfato (PBS, pH 7,4) foi utilizada como sonda redox. Trés eletrodos foram
imersos na sonda redox, dentre eles o eletrodo de trabalho com superficie de ouro
(ET) onde foi montada a plataforma biossensora, fio de platina como contra-

eletrodo (CE) e Ag/AgCI (saturado com KCI) como eletrodo de referéncia (ER).
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A VC foi realizada com um potencial entre 0,7 e -0,2 V a uma taxa de varredura

de 50 mV s'. 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 OriginPro9 foi utiizado na montagem e analise dos
voltamogramas e graficos de Nyquist (referentes aos experimentos conduzidos pela
técnica de EIE).

4.6 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada na regido IR média (500 cm™ a 4000 cm™) com resolugéo de 2 cm™. Foi
utilizado um espectrémetro FTIR Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Rowville,
Australia), equipado com acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) com cristal de
diamante, sendo a amostra um eletrodo de ouro com a superficie modificada pela

eletrodeposic¢ao da solugao Cys/GO.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLATAFORMA SENSORA CYS/GO/QD_BotrAMP14

A imobilizagédo do peptideo BotrAMP14 foi realizada por meio da modificagao da
superficie de ouro BGE (do inglés Bare Gold Electrode) do eletrodo de trabalho,
com a formagdo de uma monocamada automontada de Cisteina e Oxido de Grafeno
(Cys/GO). A combinagao desse sistema com pontos quanticos (QD) de telureto de
cadmio (CdTe) resultou na formagdo de um nanocomplexo Oxido de
Grafeno/Quantum dots (GO/QD). Esse processo viabilizou a adsorgéo eficiente do

elemento de bioreconhecimento BotrAMP14.

5.2 ANALISE ESTRUTURAL DO BIOSSENSOR

5.2.1 Analise por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As andlises foram feitas na faixa do infravermelho médio (4.000 a 500 cm™) para
identificar os grupos funcionais presentes na solucdo Cisteina/Oxido de grafeno
(Cys/GO). A Fig.26 apresenta o espectro de FTIR-ATR obtido. No espectro,

observa-se uma banda de absorgédo entre 3000-3500 cm™, que esta relacionada ao
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estiramento da ligagdo O-H, indicando a possivel presenga de grupos hidroxila que

podem ser provenientes do GO e da molécula de agua liberada na reagédo de
condensagao durante a deposi¢ao eletroquimica da solugdo (Zurnansyah et al.,
2024; Jeong et al., 2022). Além disso, os picos entre 1971 e 2021 cm™ podem estar
relacionados a presencga de grupos carbonila (C=0), caracteristicos tanto do GO
quanto da Cys (Gharagulyan et al., 2023). Outro pico notavel é observado em 2159
cm™, podendo ser associado a vibragado do grupo tiol (SH) presente na Cys (Calvillo
et al., 2022). Dessa forma, a analise do espectro confirma a presenca dos grupos
funcionais O-H, C=0 e SH, destacando a funcionalizagdo do GO pela Cys e suas

interacoes.

Figura 26: Espectro FTIR-ATR da solugéo de Cys/GO.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

5.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA SENSORA
Cys/GO/QD_BotrAMP14.

O voltamograma resultante do processo de eletrodeposicdo de Cys/GO é
apresentado na Figura 27. Durante a varredura inicial, observaram-se processos
redox caracteristicos, com um pico anédico em aproximadamente +1,5 V e um pico
catédico na varredura reversa, evidenciando a interagao eletroquimica dos grupos
funcionais do GO e da Cys. Com o avango dos ciclos, as respostas de corrente
aumentaram progressivamente, indicando o crescimento sucessivo do filme

eletrodepositado na superficie do eletrodo (Xiao et al., 2017).
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Figura 27: Voltamograma resultante do processo de eletrodeposicédo de Cys/GO.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

A deposicao eletroquimica promoveu a formagéo de ligagdes covalentes entre
0s grupos amina da Cys e carboxila do GO por meio de reag¢des de acoplamento
amida. Esse processo ocorre através de uma reagao de condensagao, na qual o
grupo carboxila (-COOH) do GO reage com o grupo amina (-NH:) da Cys,
resultando na formacgdo de uma ligagdo amidica (-CO-NH-) com liberacdo de uma

molécula de agua (Monteiro et al., 2019).

Esse acoplamento pode ser facilitado por agentes de ativagdo, como EDC e
NHS, que convertem o grupo carboxila em um intermediario altamente reativo,
favorecendo a formacao de ligagdes covalentes. Essas ligagdes possibilitam uma
maior estabilidade da monocamada ao longo de todo o processo de caracterizagao
das etapas de construcdo do sensor e da interagdo com os analitos devido a
afinidade do grupo tiol (-SH) da Cys por superficies metalicas e a biocompatibilidade

com outros nanomateriais, como GO (Franco et al., 2024; Calvillo et al., 2022).

Além disso, interagbes eletrostaticas e pontes de hidrogénio entre os
componentes presentes no sistema contribuem para a estabilidade do material
depositado, garantindo melhor adesao e organizagdo da monocamada na superficie
do eletrodo. Esses efeitos resultaram em uma monocamada automontada,
homogénea e bem aderida ao ET, proporcionando uma interface favoravel para

interacdes bioeletroquimicas (Jeong et al., 2022).
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As anadlises eletroquimicas foram realizadas utilizando VC com

[Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* como sonda redox para caracterizar as etapas de
modificagdo da superficie do eletrodo na construcdo do biossensor. A analise por
VC mostrou que o eletrodo BGE apresentou um comportamento reversivel da sonda
redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*", com picos anddico e catddico simétricos e AEp de 59
mV, indicando uma transferéncia de elétron eficiente. Nesse sentido, a alta corrente
de pico anddica de 7,99 A, observada no voltamograma azul da Figura 28A, indica
uma superficie condutora que facilita a transferéncia de elétrons e acelera as

reacoes redox.

Figura 28: Voltamograma ciclico (A) e diagrama de Nyquist referentes as etapas de
construcdo do biossensor Cys/GO/QD_BotrAMP14. (B). Insercao: Circuito

equivalente de Randles modificado.
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Apés a eletrodeposicdo da solugdo Cys/GO, houve uma redugédo na corrente
maxima para 6,48 A, conforme indicado no voltamograma vermelho da Fig. 28A.
Essa diminuicdo na corrente é atribuida a modificacdo da superficie do eletrodo de
trabalho, onde o filme de Cys/GO dificulta a transferéncia de elétrons entre a sonda
redox e o eletrodo (Singh; Kar, 2023).

A adicdo de pontos quanticos de CdTe melhorou a condutividade do sensor,
elevando a resposta voltamétrica para 7,05 A (voltamograma verde da Figura 28A).
Esse resultado estda de acordo com o observado por Jeong et al., 2022, onde os
pontos quanticos de CdTe podem atuar como mediadores de transferéncia de

elétrons, facilitando a troca de elétrons entre a sonda redox e o eletrodo.
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A ligacao do BotrAMP14 ao complexo Cys/GO/QD ocorreu devido ao uso prévio do

EDC:NHS, por meio da geracdo de um éster intermediario ativo, desenvolvendo
uma ligagdo amida e a imobilizacdo do peptideo no eletrodo de ouro previamente
modificado, resultando em nova redugao da corrente para 6,67 A (voltamograma
preto) (Majhi; Arora; Mishra, 2019).

As analises impedimétricas, representadas pelos diagramas de Nyquist (Fig. 28B),
evidenciam o aumento progressivo da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) ao
longo das modificagdes na superficie. O eletrodo limpo apresentou um Rct inicial de
11,6 Q (semicirculo azul), indicando baixa resistividade no sistema. A
eletrodeposicdo de Cys/GO resultou em um aumento no Rct para 478 Q
(semicirculo vermelho), evidenciando a formagdo da monocamada adsorvida na
superficie do eletrodo, que atua como barreira na transferéncia de elétrons na

interface com a sonda redox.

A adicao dos QDs CdTe reduziu a resisténcia a transferéncia de carga (Rct = 295
Q), conforme apresentado no semicirculo verde na Fig 28B. Esse efeito se deve a
capacidade dos pontos quanticos de CdTe de facilitar a coleta e o transporte de
elétrons, melhorando a condutividade da interface (Jeong et al., 2022). Por fim, a
imobilizagdo do BotrAMP14 resultou em um aumento significativo da resisténcia
interfacial (Rct = 686 Q), conforme indicado na Fig 28B. Esse aumento confirma o
acoplamento do peptideo a superficie do eletrodo, atribuido as interacdes

especificas entre o BotrAMP14 e os sitios ativos do eletrodo (Avelino et al., 2021).

Devido a sua maior estabilidade, capacidade de interagdo com diferentes espécies
microbianas e baixa toxicidade, o novo peptideo BotrAMP14 se destaca como uma
excelente alternativa para o biorreconhecimento de cepas bacterianas
Staphylococcus aureus (Gram-positiva), Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas

(Gram-negativas) (Oliveira et al., 2020).
5.4 DESEMPENHO ANALITICO DA PLATAFORMA SENSORA

Os voltamogramas ciclicos e os diagramas de Nyquist do biossensor em resposta
a diferentes concentragbdes bacterianas estdo apresentados nas Figuras 29 e 30,
respectivamente. A Figura 29 ilustra a variacdo da resposta eletroquimica do

biossensor frente a concentragbes de 10" a 10° UFC/mL. Apds a modificagéo da
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superficie do eletrodo com o PAM BotrAMP14, observou-se uma reducao

progressiva nos picos anodicos e catddicos, proporcional ao aumento da
concentragao bacteriana, variando do limite minimo de detecg¢ao (10" UFC/mL) até o

maximo detectavel (10° UFC/mL).

Figura 29: Voltamograma do biossensor Cys/GO/QD_BotrAMP14 antes e apés a
interagdo com diferentes concentragdes (10" a 10° UFC/mL) das bactérias S. aureus
(A), P. aeruginosa (B) e K. pneumoniae (C). A analise foi realizada utilizando uma
solugdo 10mM de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)g]* (1:1) preparada em tampéo fosfato (PBS,

pH 7.4) como sonda redox e taxa de varredura de 50 mV s™.

Fonte: Proprio autor, 2025.

O grau de biorreconhecimento bacteriano no experimento de VC pode ser avaliado
por meio da porcentagem de desvio relativo (PDR) na variagdo da corrente anddica
(Al), calculada utilizando a equac¢do da PDR, conforme demonstrado abaixo (Da
Silva Junior et al., 2022):

AL(%) = SRS x 100

Eq. 5

Com base nos resultados da resposta voltamétrica apds o contato com K.
pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus, a corrente de pico anddica (/a) representa a
corrente maxima observada na plataforma do sensor, enquanto (/b) indica a corrente
anodica maxima apos a interagdo com as bactérias (tabela 4). Assim, os valores de
Al estao diretamente correlacionados com a concentragao bacteriana, aumentando
a medida que a contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) cresce no

ensaio.

0,00010 0,00010 0,00010
A) B) 9]
0.00005 4 0,00005 0,00005 -
< <
0,00000 £ ]
’ 1 S 0,00000 € 0,00000
£ E
Q o
o [3)
-0,00005 . : "
£ aureus 107 urcimL- -0,00005 - . P. aeruginosa 10" UFC/mL -0,00005 K. pneumoniae 10" UFGImL
—— . aureus 10° UFC/mL N/ P aenginosa 10? UFC/mL —— K. pneumoniae 102 UFC/mL
——S. aureus 10* UFC/mL —— P. aeruginosa 10A UFC/mL —— K. pneumoniae 10° UFC/mL
——S. aureus 10° UFC/mL. —— P. aeruginosa 10* UFC/mL —— K. pneumoniae 10* UFC/mL
-0,00010 T T T T T —— P. aeruginosa 10° UFC/mL —— K. pneumoniae 10° UFC/mL
-0.2 0,0 0,2 04 06 08 -0,00010 T T T T T -0,00010 T T : . T
) . -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8
Potencial Aplicado (V) i i
Potencial Aplicado (V) Potencial Aplicado (V)



77

Tabela 4: Deslocamento andédico e Al do biossensor modificado
Cys/GO/QD_BotrAMP14 apds exposicao a diferentes concentragbes (10" - 10°
UFC/mL) das bactérias.

e Antes Depois o
Modificagdo do eletrodo  UFC/mL (Ib pA) (Ia pA) Al (%)
Cys/GO/QD_BotrAMP14 ) 6,67 + 0,05 ) )

10° - 5,42 +0.02 18,75%

102 - 4,81 +0.02 27,90%

K. pneumoniae 10° - 4,06 + 0.01 39,17%
104 - 3,60 £0.01 46,05%

10° - 3,16 £ 0.01 52,62%

10 - 5,74 £+ 0.02 13,94%

102 - 5,23 £ 0.02 21,61%

P. aeruginosa 10° - 4,09 + 0.01 38,70%
104 - 2,61 +£0.01 60,89%

10° - 2,39 +£0.01 64,17%

10° - 6,32 + 0.03 5,25%

102 - 5,44 + 0.02 18,44%

S. aureus 10° - 4,57 +0.02 31,49%
104 - 3,96 £ 0.01 40,65%

10° - 3,57 £0.02 46,49%

Fonte: Proprio autor, 2025.

Em conjunto com as medidas de VC, as respostas impedimétricas fornecidas pela

EIE também foram utilizadas para avaliar a interagdo microrganismo-sensor, sendo

representadas na Fig. 30. Ao comparar

(01 ]

resultados,

a caracterizagao

impedimétrica demonstrou um alinhamento com o obtido na VC. Os experimentos

com VC e EIE foram conduzidos em triplicatas para determinacédo do intervalo de

detecgao do eletrodo e do tempo ideal de adsorgcdo do PAM. Sistemas sensores
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baseados em PAMs tém sido investigados utilizando a técnica de EIS (Da Silva et

al., 2021). Neste estudo, o diagrama de Nyquist foi utilizado para analisar a
capacidade de biodetec¢ao de K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus (Fig. 30),

considerando que sao bactérias de interesse clinico.

Figura 30: Diagramas de Nyquist do Biossensor Cys/GO/QD_BotrAMP14 apés a
interagcdo com as bactérias em diferentes concentragdes (10" a 10° UFC/mL): S.

aureus (A), P. aeruginosa (B) e K. pneumoniae (C).
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Fonte: Proprio autor, 2025.

Ao analisar as respostas impedimétricas resultantes das analises com as cepas P.
aeruginosa e K. pneumoniae, observou-se uma maior resposta quando comparada
com a apresentada para Staphylococcus aureus. 1sso pode ser explicado pela maior
afinidade do peptideo BotrAMP14 com a parede celular de bactérias
gram-negativas, considerando que a membrana dessas bactérias € composta por
lipopolissacarideos (LPS) que apresentam fortes cargas negativas (anidénicos), em
contraste com as do grupo gram-positivo, que apresentam alta quantidade de acido
lipoteicdico (LTA), conferindo carga positiva (catidnico) (Da Silva Junior et al., 2022).
Esses componentes da membrana, devido a sua carga negativa, sdo mais
propensos a interagir eletrostaticamente e a formar ligagdes de hidrogénio com a

regido N-terminal do BotrAMP14, que € um peptideo catidnico.

ApoOs os testes com as bactérias, os diagramas de Nyquist apresentaram um
aumento no didmetro do semicirculo de Cole-Cole a medida que a concentragao
bacteriana aumentava. Os valores de Rct apresentados na tabela 5 também

mostraram uma relacao proporcional entre a concentracao bacteriana e os valores
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de Rct. Esses resultados atestam a sensibilidade do biossensor proposto para

realizar a analise quantitativa dos microrganismos, sendo semelhantes aos obtidos

nos estudos de Silva et al. (2024) e Da Silva Junior et al. (2022). Outrossim, na

tabela 5, observa-se uma variagdo nos valores da capacitancia da dupla camada

elétrica (CPE), a qual diminui devido ao aumento da ades&o microbiana sobre a

superficie do eletrodo, resultando na ocupacdo progressiva dos sitios ativos

disponiveis.

Tabela 5: Dados obtidos a partir das interagcbes com os microrganismos de

interesse.
. . Rct Rs CPE w
Microrganismo UFC/mL Q) (kQ) (uMho) (uMho) N
10 1490+ 0,241+ 0,006 0,001 0,788+
0,028 0,044 0,003 0,001 0,004
102 2.050+ 0,244+ 0,006+ 0,001 0,794+
0,028 0,045 0,003 0,002 0,003
K. pneumoniae 103 3.675+ 0,216+ 0,006+ 0,367+ 0,770%
0,035 0,008 0,001 0,518 0,001
10° 4595+ 0,262+ 0,003+ 0,001+ 0,804+
0,035 0 0,001 0,001 0,006
10 5.080+ 0,295+ 0,001+ 0,454+ 0,865+
0,028 0,026 0 0,640 0,001
1.425 + 0,540+ 0,790%
10° 0,294+ 0,006 = ’ '
0,035 0,035 0,006 0,627 0,001
0,291
102 1.525 % . 0,004 + 0,548+ 0,808+
0,021 0,031 0,003 0,618 0,009
R aeruginosa 103 1950 + 0,291i 0,003 i' 0,553i O,823i
0,028 0,033 0,621 0,007
0,002
10° 2.325+ 0,294+ 0,002 + 0,557+ 0,832%
0,035 0,036 0,002 0,604 0,006
105 2.675+ 0,283+ 03 + 0,301+ 0,815%
0,035 0,020 0 001 0,229 0,003
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S. aureus 103

10*

10°

872
0,008

1.160
0,028

1.265
0,035

1.500
0,028

1.825 +
0,035

0,281+
0,037

0,283+
0,031

0,285+
0,031

0,291+
0,041

0,306+
0,061

0,012 +
0,012

0,007 +
0,006

0,007 +
0,006

0,005 *
0,002

0,004 *
0,002

0,877+
0,144

0,926+
0,074

0,963+
0,031

0,001+
0,002

0,485+0,
685

80
0,730+
0,001

0,767+
0,007

0,788+
0,004

0,800+
0,002

0,804+
0,002

Fonte: Proprio autor, 2025.

O modelo de circuito de Randles foi utilizado para ajustar os dados de impedancia

e determinar os parametros elétricos

relacionados as concentragdes dos

analitos-alvo. O circuito € composto pela resisténcia da solugdo eletrolitica (RQ),

capacitancia da camada dupla elétrica (CPE), resisténcia a transferéncia de carga

(Rct) e o elemento de Warburg (W) (Randviir; Banks, 2022). Esses componentes

fornecem informacdes sobre as reacgdes eletroquimicas, como mostrado na tabela 5

e na Figura 31.

Figura 31: Circuito equivalente de Randles utilizado para ajustar os resultados

obtidos pela EIE.

Rs

—_

CeE
| |
[
Rcr Zw
L | W —

Fonte: Proprio autor, 2025.

O BotrAMP14, ao interagir com a membrana bacteriana, inicia um processo de

permeabilizacdo. Este processo comega com a atragao eletrostatica do peptideo,
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que possui uma carga positiva total de +8 devido a abundancia de aminoacidos

basicos em sua sequéncia (KRWKKFFRKVIKFF-NH2). Especificamente, a presenga
de 4 residuos de lisina (K) e 4 residuos de arginina (R), ambos com carga positiva
em pH fisiolégico, confere essa caracteristica ao peptideo. Essa alta carga positiva
facilita a interagao eletrostatica do BotrAMP14 a superficie aniénica da membrana
bacteriana, favorecendo a inser¢cao e permeabilizacdo da parede celular bacteriana
(Oliveira et al., 2020).

Dentre os mecanismos de ac&o para a permeabilizagcdo da membrana bacteriana,
a formacado de poros do tipo "barril" € o mais provavel para o BotrAMP14,
considerando que sua estrutura a-helicoidal anfipatica facilita a organizagdo das
moléculas em um arranjo cilindrico, caracteristico do modelo Barril. Isso resulta na
formagdo de um canal transmembrana que desestabiliza a membrana devido a
passagem descontrolada de agua e ions, levando a lise celular (Zhang et al., 2021).
A tabela 6 apresenta alguns exemplos de biossensores desenvolvidos com o uso de

PAMs e outros elementos como biorreceptores para detecgdo de microrganismos.

Tabela 6: Elementos de biorreconhecimento utilizados na montagem de

biossensores.

Biorreceptor Plataforma Transdutor LOD Alvo Referéncia
sensora microbi
ano
PAM AuNPs VC e EIS 10" UFC/mL S. Junior et
(Clavanin A) typhimuri al., 2018.
um,
B.
subtilis,
E. coli,
K.
pneumo
niae
Enzima Lac_(PLLY) VC,DPVe 13x10" 17B-Estr Wang et
Lacase CA EIE mol/mL adiol al., 2019.
-GR_GCE
Anticorpo Ab-N_SGQ VCeEIE 0,8 fg/mL" Hepatite Chowdhury
Anti-HEV D@AUNP_ E et al.,

PAni 2019.



PAM (Nisin)

PAM
(Temporin —
PTA)

PAM

(Synoeca-MP)

cDNA

crRNA/Cas13

a-+

MXene-AuNP

modificados

Eletrodo de EIS

ouro

MBA_Fe30 VCeEIS

4
@Au_T-PT
a

Fe;0,-Chit-
SynoecaM
P

AUNPs_Si
NPs
_GA _cDNA

Eletrodo de
ouro
modificado
com MXene
e AuNPs

VC e EIS

~1.5 x 107
UFC/mL

10" UFC/mL

10" UFC/mL

1,1513 x 107"
Mg/pL

1 fM

Salmone
lla spp

K.
pneumo
niae, A.
bauman
nii, E.
faecalis,
B.
subtilis,
C.
albicans,
C.
tropicalis

E.
faecalis,
K.
pneumo
niae, P.
aerugios
a, C.
tropicalis

V.
cholerae

RNA do
SARS-C
oV-2
com
mutagéo
L452R
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Malvano;
Pilloton;
Albanese,
2020.

Da
Silva-Junio
retal.,
2022.

Da Silva
Junior et
al., 2022.

Futra et al.,
2023.

Chen et al.,
2023.
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PAM MWCNTs EIS 10" UFC/mL K. Silva et al.,
(HP-MAP1) pneumo  2024.

niae, E.

coli,

S.aureus

, P.

aerugino

sa

BotrAMP14 Cys/GO/QD VCEEIS 10'"UFC/mL K.pneum Este
CdTe oniae, P. trabalho
aerugino
sa, S.
aureus

Fonte: Proprio autor, 2025.

Os resultados descritos anteriormente demonstram o biorreconhecimento do
BotrAMP14 pelas bactérias selecionadas, confirmando o potencial do biossensor
Cys/GO/QD_BotrAMP14 para detecgcdo microbioldégica, com base na analise dos
elementos do circuito equivalente de Randles. Com a finalidade de caracterizar o
seu desempenho analitico, o sistema de sensor desenvolvido foi analisado através
da variagao relativa de Rct (A Rct), conforme mostrado na equagao 6. O valor do
Rct (biossensor) representa a resposta inicial do sistema sensor
(Cys/GO/QD_BotrAMP14), enquanto Rct (microrganismo) corresponde a resisténcia
a transferéncia de carga medida apds a interagdo com as bactérias S. aureus, P.
aeruginosa e K. pneumoniae (Lucena et al., 2022).

Rct (microrganismo) — Rct (biossensor
A Ret = Retlnicrorganismo) - ket ) x 100
Rct (biossensor)

Eq. 6

A Figura 32 ilustra a relagcéo entre a concentragdo dos microrganismos analisados
e a variacdo do ARct. Observa-se que o aumento na quantidade de células
bacterianas resulta em um crescimento proporcional dos valores de ARct,
evidenciando a capacidade do biossensor de detectar e quantificar as diferentes

cepas testadas.

Figura 32: Grafico de colunas com os valores da variagao do Rct (ARct) em funcéo

das diferentes concentragdes das bactérias analisadas (10" a 10° UFC/mL).
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Os resultados obtidos na tabela 5 indicam uma relagdo proporcional entre a
concentracdo dos microrganismos analisados e os valores de Rct medidos. A
resposta eletroquimica variou conforme a espécie bacteriana testada, demonstrando
a capacidade do biossensor de detectar patégenos mesmo em baixas
concentracdes. A eficacia do sensor foi avaliada por meio da variagao relativa do
ARct, conforme descrito na equacdo 6 (Lucena et al.,, 2022), com os dados
descritos. Ao tracar a reta da curva de calibragdo, obteve-se um coeficiente de
determinacdo R? superior a 0,90 para as espécies analisadas, conforme

demonstrado na figura 33.

Figura 33: ARct para o sistema sensor Cys/GO/QD_BotrAMP14 apds exposigao
com as diferentes concentragdes das bactérias S. aureus (A), P. aeruginosa (B) e K.

pneumoniae (C), apresentando as curvas de calibragao.

0,80
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0,64 ~ o = . /
y= 0.175- 0.086 Log (x) s 075 a2 aks - 0.081 Log () . 09 V206140062 Log () e
R2=0.907 s - e /' L4 R?=0.945 P
0,5 /,,x | 070 I j’
$ 2 s 7 3 P
> P 4
5 04+ s J 5 0851 i - 3 81 ) /
«© - o P I /
< - < o0 e < ?
0,34 ) P 4 ~ e
= 0,55 - /; 074 /
. - 4
024 @ E
0,50 4 ¢ é
0,1 T T T T 0,45 T T T T 0,6
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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Os resultados demonstram uma relagao direta entre a concentragcao bacteriana e a

cepa testada, evidenciando um perfil de reconhecimento linear. No grafico de ARct,
€ possivel observar que a bactéria S. aureus apresentou um valor menor em

comparagao com P. aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.

A diferenga na resposta do ARct entre K. e P. aeruginosa esta relacionada as
diferencas estruturais de suas paredes celulares. K. pneumoniae possui uma parede
celular altamente carregada negativamente, favorecendo a interagdo com peptideos
catidnicos e resultando em maior resposta, conforme observado por Oliveira et al.,
2020. Em contraste, P. aeruginosa apresenta uma parede celular mais fina e uma
membrana externa complexa, caracterizada por lipopolissacarideos atipicos, porinas
de baixa permeabilidade e sistemas de efluxo eficientes. Essa complexidade
estrutural e funcional atua como uma barreira a interacdo com o peptideo,
resultando em uma resposta eletroquimica reduzida (De Andrade; Da Costa Darini,
2020).

A plataforma de sensora Cys/Go/QD_BotrAMP14 demonstrou boa sensibilidade na
identificacdo do analito alvo dentro de uma faixa linear de 10" a 10° UFC/mL, com
excelente tempo de resposta (5 minutos). Sabe-se que a reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade sao critérios essenciais na avaliagdo da capacidade
analitica de biossensores. Assim, os dados obtidos demonstram a confiabilidade e a
precisdo do biossensor diante de diferentes concentragdes da cepa bacteriana
(Verma et al., 2022). Além disso, a partir da analise do grau de cobertura superficial
(6), foram obtidos dados adicionais sobre como os sitios de ligacdo do sensor sao
preenchidos apos a ades&o microbiana, conforme detalhado abaixo (equacao 7):

0 = 1 — (Rcthiossensor!)

Rct (Bactéria)

Eq.7

No biossensor Cys/GO/QD_BotrAMP14, Rct (Biossensor) representa a resisténcia
a transferéncia de carga da plataforma sensora, enquanto Rct (Bactéria) indica os
valores de resisténcia a transferéncia de carga apdés o contato com a espécie
microbiana, os valores de teta estdo representados na tabela 7 e ilustrados na
Figura 34, demonstrando um aumento proporcional a concentragdo microbiana,

expressa em UFC/mL (Avelino et al., 2021).



86

Tabela 7: Valores de 6 apds o contato com as diferentes concentragées (10" a 10°

UFC/mL) das cepas.

. . Rct .
Microrganismo UFC/mL (Biossensor) Rct (Bactéria) 0
Cys/GO/QD_BotrAMP14 686Q - -
107 - 1.490 KQ 0,539
102 - 2.050 KQ 0,665
K. 1
pneumoniae 10 - 3.675 KQ 0,813
10* - 4.595 KQ 0,851
10° - 5.080 KQ 0,865
10° - 1.425 KQ 0,518
102 - 1.525 KQ 0,550
P. aeruginosa 103 - 1.950 KQ 0,648
10* . 2.325 KQ 0,705
10° - 2.675 KQ 0,743
107 - 872 Q 0,213
102 R 1.160 KQ 0,408
S. aureus 108 - 1.265 KQ 0,458
104 - 1.500 KQ 0,543
10° - 1.825 KQ 0,624

Fonte: Proprio autor, 2025.
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A cepa K. pneumoniae apresentou o maior valor de 8 (0,865) na concentracao de

10° UFC/mL, refletindo maior recobrimento da superficie eletroquimica, em
comparagao as demais espécies devido a presenga do seu capsideo espesso e
maior quantidade de lipolissacarideos em sua membrana, conferindo maior
resisténcia na interagdo com a plataforma sensora (Oliveira et al., 2020). Por fim, a
anadlise dos resultados através de ARct e 8 demonstraram que a camada de
biorreconhecimento foi efetivamente preenchida pelas amostras bacterianas,
destacando respostas eletroquimicas especificas baseadas nas caracteristicas

estruturais presentes na parede celular das bactérias patogénicas.

Figura 34: Grafico de barras 3D representando o grau de recobrimento superficial
do sensor eletroquimico (8) apds o contato com as diferentes concentragdes (10" a
10° UFC/mL) das cepas: S. aureus (laranja), P. aeruginosa (verde) e K. pneumoniae

(vermelho).

Fonte: Proprio autor, 2025.

6 REUSABILIDADE

A reutilizagdo da plataforma sensora Cys/GO/QD_BotrAMP14 foi avaliada através
da imersdo numa solucao de hidroxido de sodio (5 mM) durante cinco minutos para
remover o péptido BotrAMP14. Este procedimento foi repetido nos ensaios para as
trés espécies bacterianas selecionadas para o estudo: S. aureus, P. aeruginosa e K.

pneumoniae em diluicdes de 10" a 10° UFC/mL (Fig. 35). Através desta estratégia,


https://docs.google.com/document/d/1v0UOg510TGsJwlHamQbAuk3Mycnj0WMX/edit#heading=h.184mhaj
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foi possivel observar a estabilidade e reutilizacdo do biossensor desenvolvido.

Assim, o sensor Cys/GO/QD_BotrAMP14 provou ser uma plataforma facil de operar

e estavel para a detecdo rapida dos patdégenos testados.

Figura 35: Respostas eletroquimicas da plataforma sensora BotrAMP14 para a

detecao de diferentes bactérias em concentragcbes que variam de 10" a 10° UFC/mL.:

(A) voltamogramas e (B) graficos de Nyquist, obtidos apds a remogéo do peptideo
BotrAMP14 usando uma solugdo de NaOH 5 mM.
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7 CONCLUSAO

Um biossensor eletroquimico baseado em monocamadas automontadas de
cisteina, no nanocomplexo Oxido de Grafeno/Quantum dots de Telureto de Cadmio
e no PAM BotrAMP14 foi desenvolvido para detec¢ao de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas de relevancia clinica, apresentando-se como uma estratégia
inovadora para o diagndstico microbioldgico. Adicionalmente, foi realizada uma
analise acerca dos grupos funcionais presentes na solugédo Cys/Go por FTIR e
técnicas eletroquimicas, as quais evidenciaram a imobilizacdo progressiva e
bem-sucedida dos componentes sobre a superficie do eletrodo de ouro. A interacao
microrganismo-sensor foi avaliada através da EIE, a qual evidenciou aumentos
significativos no Rct apds o reconhecimento bacteriano. Ainda, os voltamogramas
resultantes da VC apresentaram uma diminui¢do na corrente anddica ao longo das
analises com as diferentes concentragdes bacterianas, demonstrando o

biorreconhecimento.

O biossensor apresentou excelente desempenho analitico, com um baixo limite de
deteccdo de 10" UFC/mL para Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae, mantendo resposta linear entre 10" e 10° UFC/mL, com
coeficientes de linearidade (R?) superiores a 0,90 e resposta rapida (5 minutos).
Além disso, o grau de recobrimento da superficie (8) aumentou proporcionalmente a
concentragéo bacteriana, validando a eficiéncia da interface sensora no processo de
biorreconhecimento. Entre as perspectivas futuras, esta prevista a validacdo do
biossensor utilizando amostras clinicas reais, a avaliagao de sua seletividade frente
a outras cepas bacterianas e fungicas, e a expansao da plataforma para uma
multianalise, considerando o potencial do novo peptideo BotrAMP14 como elemento

de biorreconhecimento.

Testes adicionais mostram-se necessarios para comercializagao do biodispositvo,
como, por exemplo, avaliacbes da estabilidade do peptideo frente a variagdes de
temperatura e em diferentes meios. Ademais, a miniaturizagdo e integracdo da
tecnologia em dispositivos portateis poderia permitir a sua utilizagdo em ambientes
de ponto de atendimento (POC), corroborando para diagndsticos precoces,
principalmente em locais com disponibilidade mais limitada de infraestruturas

laboratoriais.
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