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Neste trabalho, relatamos o desenvolvimento de um novo biossensor eletroquimico
com base na interacdo de Concanavalina A (ConA) e filmes finos de polianilina (PANI) para
deteccdo de lipopolissacarideos (LPS) de Escherichia coli e acido lipoteicéico de
Staphylococcus aureus. O biossensor impedimétrico foi fabricado por automontagem da
lectina ConA em eletrodo de aco modificado com PANI por meio de ligacdo covalente
através do glutaraldeido. Espectroscopia de impedancia elétrica (EIE), microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia Raman foram utilizadas para caracterizar o
processo de montagem do eletrodo modificado e demonstraram que a ConA foi capaz de
interagir com o LPS e &cido lipoteicoico testados. Em adi¢do, medidas de EIE revelaram que
a resisténcia a transferéncia de carga (RCT) aumenta consideravelmente apds a reacdo da
lectina com acucares especificos presentes na molécula de LPS e acido lipoteicdico. Os
resultados mostraram que a lectina ConA manteve a sua atividade biolégica e mudou a
resposta eletroquimica. O bioeletrodo exibe uma resposta de impedancia eletroquimica a
lectina-lipopolissacarideo/acido lipoteicéico, num intervalo linear, com valores maximos de
RCT em 200 pg/mL para E. coli (1,50 kQ) e S. aureus (1,80 kQ). Assim, o sistema de
reconhecimento proporciona uma interface biomimética adequada para a deteccao de

componentes de bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Palavras-Chave: lectina, espectroscopia de impedéancia elétrica, endotoxina, polianilina.

ABSTRACT



Xiii

In this work, we report the development of a new electrochemical biosensor based on
Concanavalina A (ConA) and polyaniline (PANI) thin films interactions for detection of
lipopolysaccharides (LPS) from Escherichia coli and lipoteichoic acid from Staphylococcus
aureus. The impedimetric biosensor is fabricated by self-assembled ConA lectin on the
PANI-modified steel electrode through covalent binding by using glutaraldehyde.. Electrical
impedance spectroscopy (EIS), scanning electron microscope (SEM) and Raman
spectroscopy were applied to characterize the assembly process of the modified electrode
and showed that ConA was able to interact with lipoteichoic acid and LPS tested. The EIS
measurements revealed that the resistance charge transfer (RCT) increases considerably
after lectin reaction with specific sugars present in the lipopolysaccharide and lipoteichoic
acid molecules. The results showed that ConA lectin retained its activity and changed the
electrochemical response. The hioelectrode exhibits an electrochemical impedance response
to lectin-lipopolyssacharide/lipoteichoic acid, in a linear range with maximum values of RCT
at 200 pg/mL to E. coli (1.50 kQ), and S. aureus (1.80 kQ). Thus, the recognition system
provides an appropriate biomimetic interface for detection of constituents of gram-positive

and gram-negative bacteria.

Keywords: Lectin, electrical impedance spectroscopy, endotoxin, polyaniline
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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Nas células vivas diversas proteinas preservam sua funcionalidade mesmo quando
estdo ancoradas a uma superficie como filmes poliméricos. O ancoramento destas
proteinas, denominadas integrais, € necessario para todas as funcdes propostas, sendo
estabelecido pelo segmento terminal e formado por aminoacidos apolares (VERGE'RES et
al., 1995) ou por meio de uma cadeia alquilica composta por no minimo dezesseis grupos
metilenos (CASEY et al., 1995). Esta estratégia natural de interacdo hidrofébica pode ser
aplicada no desenvolvimento de hiossensores através do pré-revestimento de eletrodos
metalicos com filmes poliméricos.

Os biossensores sao sistemas de biorreconhecimento cujo agente de
reconhecimento € um componente biolégico com algum tipo de atividade, o que significa
que um processo bioguimico pode ser a fonte do sinal analitico. Além disso, uma das
principais caracteristicas dos biossensores é a alta seletividade a determinados analitos e a
sua resposta é proporcional a concentracdo de um determinado elemento biolégico em
estudo ou um grupo de substancias.

Em adicéo, biossensores preparados utilizando polimeros condutores como camada
de suporte possui tempo de resposta rapido e alta estabilidade operacional (MU E XUE,
1996). A polianilina (PANi) é um dos mais promissores PC devido as suas propriedades
Unicas, tais como a boa estabilidade ambiental, facilidade de sintese, simplicidade do
processo de dopagem e sua elevada condutividade (SKOTHEIM et al., 1998; WU et al.,
2010). Desta forma, a PANi € um material potencialmente atraente para aplicacdes em
engenharia bioquimica e desenvolvimento de biossensores (WANG et al., 2010).

Lectinas sdo modelos Uteis para avaliagdo das interacdes proteina-carboidrato
devido ao alto grau de especificidade a carboidratos apresentado por esta classe de
moléculas. Concanavalina A (Con A), uma lectina obtida da Canavalia ensiformis, € inibida

por a-D-mano- ou glico-piranosideos e tem sido extensivamente estudada devido a diversas
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aplicacbes médicas (SCHAEFFER et al.,, 1982; BRUCK et al., 2001), resultante da
capacidade de ligagéo a carboidratos.

Na parede celular bacteriana sdo encontrados polissacarideos que compdem as
endotoxinas, lipopolissacarideos (LPS) e o &cido lipoteicoico (LTA), presentes em bactérias.
LPS sdo o maior componente estrutural exposto na superficie da membrana externa de
bactérias Gram-negativas (PRESTON et al., 1996). Enquanto o LTA pode ser encontrado
em bactérias Gram-positivas (SEO et al., 2008). Os efeitos da exposicdo de humanos as
endotoxinas incluem febre, diarreia, vdmitos, choque séptico e coagulacdo intravascular
disseminada (ALEXANDER & RIETSCHEL, 2001). Desta forma, a deteccdo de LPS e LTA
bacterianos desempenha um importante papel na pesquisa, industria, controle alimentar e
saude publica (OLIVEIRA et al, 2011). Os individuos com sistema imunolégico
comprometido sd@o predispostos a infecgcdo por LPS bacterianos de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus e pode ser fatal se ocorrer em 6rgaos vitais. Devido a isto, faz-se
necessario um diagndstico preciso para que se possa prescrever o uso de antibidticos
especificos para o tratamento rapido do paciente e minimizar o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana.

Técnicas ja estabelecidas para a quantificacdo de endotoxinas existem na industria
farmacéutica (BANG, 1956; LEVIN et al., 1970). Atualmente, o método padrdo para a
determinag&o da concentragdo de LPS é o ensaio lisado do amebdcito de Limulus (LAL). O
ensaio LAL utiliza a hemolinfa de caranguejo-ferradura (Limulus), que coagula naturalmente
na presenca de LPS. O ensaio LAL padrao é relativamente complexo, exigindo operadores
qualificados e varias fases de andlise (BARNETT et al., 2012). Diante disto, biossensores
tem sido relatados para a deteccdo de LPS baseados em técnicas eletroanaliticas como
espectroscopia de impedancia elétrica (EIE).

A presente dissertagdo apresenta carater inter e multidisciplinar, associando diversas
areas de conhecimento como a biotecnologia e a fisico-quimica de interfaces. Portanto,
visamos avaliar a interagdo da lectina ConA com filmes de PANI, e posteriormente aplica-lo
no desenvolvimento de um biossensor para identificagdo de lipopolissacarideos e acido

lipoteicdico bacterianos.
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1.2 Objetivos

1.2.1.

Objetivo geral

Avaliacdo da termodinamica da interacdo PANi-lectina visando o desenvolvimento de

um biossensor impedimétrico para deteccédo de lipopolissacarideo de Escherichia coli e do

acido lipoteicoico de Staphylococcus aureus.

1.2.2.

Objetivos especificos

Obtencéo de filmes eletroquimicos de PANi e adsorcédo da lectina na superficie de
eletrodos metalicos modificados com PAN:;

Avaliagcédo das caracteristicas dielétricas dos filmes de PANi e superficies de PANi-
lectina modificada quimicamente por um agente ligante (glutaraldeido);

Estudo das propriedades interfaciais do filme de PANi e PANi-lectina sobre superficie
de eletrodo sélido por meio da técnica de espectroscopia de impedéancia elétrica;
Utilizacdo das técnicas de EIE e Raman para caracterizacdo da interacdo lectina-
eletrodo, PANi-lectina e amostras de lipopolissacarideo de Escherichia coli e acido
lipoteicéico de Staphylococcus aureus em diferentes concentragoes;

Analise morfolégica do sistema PANi-lectina, PANi-lectina-LPS e PANi-lectina-LTA

utilizando microscopia eletrdnica de varredura.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Polimeros Condutores

Uma classe especifica de polimeros, conhecidos como polimeros condutores (PC)
ou polimeros conjugados (Fig. 1), vem sendo extensivamente estudada devido as
propriedades elétricas e Opticas que satisfazem as mais diversas areas como a
microeletrnica, quimica analitica, biotecnologia, dentre outras (GIZELI & LOWE, 1996; MU
& XUE et al., 1996; OKAMOTO et al., 1998; GIL & KUBOTA, 1999; GURUNATHAN et al.,
1999; HU & CHU et al., 2001; ANGELOPOULOS, 2001; ZHANG et al., 2005; WANG et al.,
2010; MINKSTIMIENE et al., 2010; HU et al., 2012; TAMBOLI et al., 2012). Esses polimeros
podem combinar as propriedades mecanicas e processabilidade dos polimeros
convencionais com um comportamento elétrico, 6tico e magnético semelhante a dos metais
e semicondutores inorgénicos. Esta caracteristica faz com que estes materiais se
enquadrem na categoria dos chamados metais sintéticos (MACDIARMID & EPSTEIN,
1991).
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Figura 1 — Representacfes das formulas estruturais de alguns polimeros condutores (Fonte:
Adaptado de LANGE et al., 2008).

O primeiro polimero condutor foi obtido em 1977 (CHIANG et al.,, 1977), pela
exposicao do poliacetileno na forma isolante a agentes dopantes, oxidantes ou redutores,
tornando-o condutor elétrico intrinseco. O polimero neutro na forma isolante é convertido
num complexo ibnico (consistindo de um cétion (ou &nion) polimérico e um contraion) que é
a forma reduzida do agente oxidante (ou a forma oxidada do agente redutor).

Um importante critério na selecdo de polimeros potencialmente condutores é a
facilidade com que o sistema pode ser oxidado ou reduzido. Isto leva a escolha de
polimeros com insaturacdes conjugadas, que possuam baixo potencial de oxidacdo. Os
elétrons de carater n podem ser facilmente removidos ou adicionados, para formar um ion
polimérico, sem a destruicdo das ligagbes necessarias para a estabilidade da

macromolécula (MATTOSO, 1996).
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A conducédo elétrica ocorre pelo fenbmeno de conjugagdo de ligacdes duplas,
resultando na sobreposicdo de seus orbitais moleculares parcialmente preenchidos e
permitindo o livre movimento dos elétrons entre essas lacunas.

Os PC sao conhecidos em aplicacdes fisicas e fisico-quimicas, tais como inibidores
de corrosdo (MENEGUZZI, 2000), capacitores compactos, revestimento eletrostatico
(JONAS & HEYWANG, 1994), protecdo eletromagnética de computadores, dispositivos de
“‘janela inteligente” (BASSO, 2000) - a qual varia a quantidade de luz transmitida -, entre
outras. Devido a algumas vantagens como baixo custo, propriedades bioldgicas inertes,
capacidade de exclusdo de interferentes, alta velocidade de transferéncia de elétrons e
facilidade de sintese sobre qualquer superficie metalica, independente da forma (SAXENA &

MALHOTRA, 2003), os PC tem sido utilizados para confec¢éo de sensores.
1.3.1.1 Polianilina

A polianilina (PANi) é conhecida desde 1862 como negro de anilina (LETHEBY,
1862). Dentre vérias aplicagbes a PANi pode ser utilizada em baterias plasticas, sensores,
superficies condutoras, protecdo contra corrosdo, diodos emissores de luz, dispositivos
fotovoltaicos e musculos artificiais (MACDIARMID, 2001; GERARD et al., 2002; KANG et
al.,1998; BARROS et al., 2003; WANG et al., 2010; QAISER et al., 2011; HU & CHU, 2011,
HU et al., 2012). A PANi possui em sua estrutura um atomo de nitrogénio entre os anéis

fenila da cadeia (Fig. 2) .

Figura 2 — Estrutura das polianilinas na forma basica (Fonte: MATTOSO, 1996).

Observa-se que a forma base da polianilina é composta por y e (1-y) unidades
repetitivas das espécies reduzidas e oxidadas respectivamente. O valor de y pode variar
continuamente entre 1 para o polimero completamente reduzido (contendo somente
nitrogénios amina) e zero, no caso do polimero completamente oxidado (contendo somente
nitrogénios imina) (HUANG et al., 1986). A presenca do atomo de nitrogénio confere a
cadeia uma flexibilidade quimica que leva a existéncia de varios estados fundamentais que

correspondem a diferentes estados de oxidacdo do polimero, que sdo designados pelos
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termos leucoesmeraldina (forma mais reduzida), esmeraldina (forma intermediaria) e
pernigranilina (forma mais oxidada) (KANG et al., 1998; MAIA et al., 2000) (Fig. 3).

7 G / \ £\ / \_‘}
\ —NH— J—NH— —NH—(
X4 Y7 \_7 \_7

‘n

Leucoesmeraldina

Redugao ]L Oxidacaio

/:\\ f—\ —\ '_J//:\‘ \
(4u>—m—< \_//§)~N}{—<: J¥-;\—\ =Nt

‘n

Base esmeraldina

i
Redugdio L Oxidagio

| = e =\
i@ >—N=(\ :):N~<\://>—-N:<:)-:NT

n

Pernigranilina

Figura 3 — Representacgdes das formas mais comuns da PANi (Fonte: Adaptado de
GOSPODINOVA & TERLEMEZYAN, 1998).

A polianilina e seus derivados destacam-se do ponto de vista tecnolégico por
apresentar as maiores possibilidades de aplicagfes, devido a sua excelente estabilidade
guimica no estado dopado em condi¢cdes ambientais, solubilidade, processabilidade, baixo
custo, facilidade de polimerizacédo e dopagem, em relacdo aos demais polimeros condutores
(MATTOSO, 1996). Na aplicagcdo como sensor a PANi e seus derivados destacam-se
principalmente por sua alta seletividade a liquidos e gases (TOKO, 2000), podendo ser
sensivel também a umidade e proporcionando ainda a incorporagdo de materiais
biologicamente ativos para aplicagcbes em biossensores (XU et al., 2006). A condutividade
da PANi depende de sua habilidade no transporte de cargas ao longo da cadeia e transporte
entre cadeias, qualquer interacdo com a PANi que altere estes processos afetara suas
propriedades elétricas. Este € um principio quimico que habilita a PANi a ser usada como
camada seletiva em sensores quimicos, e devido sua sensibilidade a temperatura ambiente
facil deposicdo sobre uma variedade de substratos e ricas modificagBes estruturais, tem-se

tornado atrativa para aplicacdes em sensores (HUANG et al., 2004).
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Toda a versatilidade da polianilina e seu potencial tecnolégico sdo demonstrados
dado o numero de trabalhos envolvendo este polimero com as mais diversas aplicacdes
tecnolégicas desde unidades sensoriais (GE et al., 2007) passando pela microeletrénica
(MATTOSO, 1996) a dtica (LIU et al., 2006).

1.3.1.2 Sintese de Polianilinas

A polianilina pode ser sintetizada na forma de pé por oxidacdo quimica, ou ha forma
de filmes finos pela oxidacdo eletroquimica do monbémero sobre eletrodos de diferentes
materiais inertes. A sintese quimica convencional (MACDIARMID et al.,, 1987; YANG &
CHEN, 1995) da PANi tem a grande vantagem de produzir um polimero de alto peso
molecular e de elevada pureza, em grandes quantidades e na forma de pé verde, o qual
pode ser obtido diretamente no estado dopado. Entretanto, a sintese eletroquimica (WANG
et al., 1987; GERARD et al., 2002) da PANi possui algumas vantagens sobre a sintese
guimica: ndo necessita de agente oxidante e catalisador; facilidade de caracteriza¢ao in situ
por técnicas espectroscopicas; e o polimero € obtido diretamente na forma de filmes finos.

A sintese quimica da polianilina (MACDIARMID et al., 1987; GENIES et al., 1990;
MANOHAR et al., 1991) pode ser conduzida utilizando-se uma variedade de agentes
oxidantes ((NH4)2S,0s, MNO,, Cr,0,4 H,0,, K,ClO3), e meios acidos (inorganicos: HCI,
H,SO,4, H3PO,4, HCIO,, HPFg), poliacidos (poli(vinil sulfénico) e poli(estireno sulfénico)) e
acidos funcionalizados (canforssulfénico e dodecilbenzeno sulfénico), sendo o sistema mais
comum o peroxidissulfato de amdnio em solu¢des aquosas de HCI com pH entre 0 e 2. No
método de sintese quimica usual, utiliza-se acido cloridrico ou sulfarico (pH variando entre 0
e 2) com persulfato de amdnio como oxidante. O pH da sintese € um dos fatores que mais
influencia a estrutura do polimero obtido (GENIES et al., 1990).

A sintese eletroquimica é realizada pela oxidagcdo anddica da anilina sobre um
eletrodo de metal inerte como platina ou ouro, vidro condutor ou outros metais menos
comuns como o carbono vitreo. Os métodos de polimerizagcdo mais utilizados sdo os de
corrente e potencial controlados. Neste Ultimo caso, para a formacdo de um filme de
polianilina o potencial pode permanecer fixo, em geral, com um valor entre 0,7 V e 1,2 V, ou
por voltametria ciclica com o potencial sendo ciclado entre -0,2 V e 1,2 V com uma
velocidade de varredura de 10 a 100 mV/s. (MATTOSO, 1996). O eletrélito é uma solugéo
acida (HCI, H,SO,, HNO3, HBF,, HCIO,, CF;COOH, acido poli(vinil sulfénico) — PVS, etc),
que influi decisivamente nas propriedades do polimero (peso molecular, morfologia,

condutividade, solubilidade, etc). A concentracdo do eletrdlito, por exemplo, influencia a taxa
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de eletrodeposi¢do e o peso molecular do polimero (YOSHIKAWA et al., 1989; MATTOSO
et al., 1994), e o tipo de anion, a morfologia (WANG, 1987) e solubilidade da polianilina
(SANTOS et al., 1995).

1.3.2 Lectinas

As lectinas sdo definidas como proteinas de origem ndao imune que se ligam de
maneira reversivel a carboidratos ou substancias que contenham acucares, tais como
glicoproteinas. Tém capacidade em aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados devido
a sua capacidade especifica de reconhecimento e ligagdo sem, entretanto, alterar a
estrutura de nenhum glicosil ligante (LIENER et al., 1986).

A histéria da pesquisa com lectinas iniciou em 1888 quando Hermann Stillmark
observou que extratos de Ricinus communis causavam aglutinacdo de eritrocitos, sendo o
ingrediente ativo uma proteina denominada de ricina (KENNEDY et al., 1995). Desta forma,
a palavra aglutinina foi largamente utilizada para descrever moléculas e extratos que
causam aglutinagcéo de eritrdcitos e outras células. Contudo, apenas em 1954 que Boyd e
Shapleig introduziram o termo lectina para enfatizar a habilidade de algumas aglutininas de
plantas em discriminar eritrécitos de diferentes tipos sanguineos, devido a rea¢cdes com 0s
residuos de acUcares expostos na superficie destas células (SHARON & LIS, 2004). No
processo de interacgdo, as lectinas formam com os carboidratos estruturas complexas que
apresentam constantes de associacdo elevadas, culminando freqiientemente em fenébmenos
de agregacéo.

O termo lectina foi redefinido com base em critérios funcionais e estruturais, sendo
atualmente definida como todas as proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo
catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. As diferencas
estruturais entre as diversas lectinas se devem a variagdo do numero de subunidades por
moléculas e pela natureza dos polipeptideos (PNEUMANS & VAN DAMME, 1996). Em
funcdo dessa nova definicdo, as lectinas tém sido subdivididas em trés classes:
merolectinas, hololectinas e quimerolectinas.

. Merolectinas: sdo proteinas exclusivamente formadas por um dominio de
ligagdo a carboidratos. Sdo pequenas e incapazes de aglutinar células por causa de sua
natureza monovalente (DE BOLLE et al., 1993).

. Hololectinas: também s&o formadas exclusivamente por dominios de ligacao

a carboidratos, mas contém pelo menos dois desses dominios. Elas compreendem a
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maioria das lectinas de plantas e se comportam como verdadeiras aglutininas (PNEUMANS
& VAN DAMME, 1996).

. Quimerolectinas: sao a fusdo de proteinas contendo um ou mais dominios de
ligacdo a carboidratos e um dominio nédo relacionado, o qual apresenta atividade catalitica
bem definida ou outra atividade bioldgica e atua independente do dominio de ligacdo a
carboidratos (PNEUMANS & VAN DAMME, 1996).

Portanto, de acordo com as diferentes especificidades por aclUcares apresentadas
pelas lectinas, Makela sugeriu (MAKELA, 1957) que as mesmas fossem classificadas em
quatro grupos, conforme a configuracao relativa dos atomos de carbono C3 e C4 no anel
piranosideo do acUcar responsavel pela ligacdo especifica. Desta forma, ao grupo |
pertencem as lectinas especificas por L-fucose; ao grupo Il aquelas que se ligam
especificamente a D-galactose e N-acetil-galactosamina; ao grupo Ill incluem-se as
especificas por D-glicose e D-manose e ao grupo IV aquelas capazes de se ligar a D-idose,
D-gulose, L-glicose e L-xilose.

Lectinas estdo largamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em seres
unicelulares (IMBERT et al., 2004), animais (MOURA et al., 2006) e vegetais (LEITE et al.,
2005). Em vegetais, as lectinas sdo freqientemente isoladas de sementes (LATHA et al.,
2006) e, em menores proporgdes, de outros tecidos vegetais, tais como folhas (COELHO &
SILVA, 2000), cascas (INA et al., 2005), raizes (WANG & NG, 2006) e flores (SUSEELAN et
al., 2002). As lectinas de plantas que sdo produzidas em érgaos de estocagem (sementes,
na maioria, mas também tubérculos, bulbos e raizes, dependendo da planta) dominam o
cenario da lectinologia por serem encontradas em quantidades preparativas.

As lectinas, por terem a habilidade de se ligar a mono e oligossacarideos,
apresentam uma variedade de efeitos biolégicos, alguns dos quais servindo como base para
a aplicacao de lectinas na investigacao de atividades quimicas e biologicas, tais como agéo
contra insetos (COELHO et al., 2007), fungos (SITOHY et al., 2007), bactérias (SANTI-
GADELHA et al., 2006) e inibicdo do crescimento de células tumorais (PETROSSIAN et al.,
2007). Em adicéo, lectinas tém sido utilizadas na detec¢éo e separacdo de glicoconjugados
(PAIVA et al., 2006), na determinacao de tipos sanguineos e diagndésticos de processos de
desenvolvimento, diferenciacédo e transformacéo neoplésica (LI et al., 2007) e no tratamento
de condic¢6es pré-cancerosas (WROBLEWSKI et al., 2001).

Muitas substancias, inclusive proteinas, estdo sendo avaliadas quanto ao seu efeito
antimicrobiano. As proteinas antimicrobianas, em animais, constituem parte do sistema

imune inato. Em plantas, elas também estdo envolvidas no mecanismo de defesa (YE & NG,
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2001). Proteinas isoladas de tecidos vegetais mostraram forte atividade antibacteriana
(ORDONEZ et al., 2006) e antifingica (WANG & BUNKERS, 2000; WANG & NG, 2003).

A habilidade que lectinas de plantas tém em reagir com carboidratos expostos na
superficie celular de micrébios tornou possivel o emprego dessas biomoléculas como
sondas-diagnéstico para identificacdo de bactérias patdgenas, que estdo baseadas na
reacdo de aglutinacao seletiva entre lectina e bactéria (DOYLE & SLIFKIN, 1994).

Dessa forma, as complicagc6es decorrentes de infec¢des por bactérias € um desafio
para a medicina bem como, a busca de produtos bioativos que venha a mitigar esses tipos
de infec¢des se perpetua como um grande desafio da ciéncia. Assim, o desenvolvimento de
pesquisas que visem o desenvolvimento de dispositivos que utilizem lectinas para deteccao
desses patdgenos torna-se um grande aliado na ciéncia na busca de compostos que
possam combater as infec¢gdes por microrganismos patologicos de maneira mais rapida e
eficaz.

1.3.2.1 Concanavalina A

Lectinas de leguminosas constituem uma grande familia de proteinas homologas,
estruturalmente similares e com especificidades distintas para carboidratos. Elas sdo o
grupo de lectinas vegetais mais bem estudado e caracterizado (SHARON, 2007). Além
disso, em torno de 210 sequéncias de lectinas de leguminosas sédo conhecidas, sendo todas
homologas (CHANDRA et al., 2006). A familia das lectinas de leguminosas compreende
aproximadamente 650 géneros e 18.000 espécies, sendo a maior familia das lectinas
(HEYWOOD, 1971).

Apesar de terem essencialmente a mesma estrutura terciaria, as lectinas de
leguminosas exibem uma consideravel diversidade no modo que seus mondmeros se
agregam em dimeros e tetrdmeros com pequenas alteracdes na sequéncia de aminoacidos
(CHANDRA et al., 2001; SRINIVAS et al., 2001). As lectinas da familia das leguminosas
possuem elevados teores de aminoacidos bésicos e hidroxilados (MOREIRA et al., 1991).
De modo geral, as lectinas de plantas apresentam grande heterogeneidade, sendo
normalmente ricas em aminoacidos hidrofébicos e acidos, perfazendo até mais de 30% do
contetdo de amino&cidos e sdo pobres em amino&cidos sulfurados (LIS & SHARON, 1998).

Dentre as lectinas de leguminosas, a Concanavalina A (ConA) é a que possui a
estrutura tridimensional melhor estudada e tem sua interacdo por moléculas de carboidratos
bem conhecida (MOREIRA et al., 1991). Tais caracteristicas justificam seu uso nas areas

tecnolégicas e de pesquisas de adsor¢ao/interfaces.



23

A ConA é uma lectina obtida da Canavalia ensiformis, conhecido como feijao-de-
porco, e inibida por a-D-manose ou glico-piranosideos e tem sido estudada devido a
diversas aplicagdes (SCHAEFFER et al., 1982; BRUCK et al., 2001; SHEN et al., 2007;
ANDRADE et al., 2011; HU et al., 2012; SAFINA, 2012), resultante da capacidade de ligacéo
a carboidratos. Essa lectina foi isolada pela primeira vez em 1936 por Sumner e Howel
(GOLDSTEIN et al., 1997), sendo a lectina de leguminosa melhor caracterizada.

A ConA foi a primeira lectina de leguminosa a ser sequenciada e analisada quanto a
sua estrutura tridimensional. A proteina consiste de quatro subunidades idénticas, unidas
por ligacdes polares, ligacbes de hidrogénio e por interacdes eletrostaticas (REEKE et al.,
1975; BOUCKAERT et al.,, 2000). A estrutura do mondmero da ConA € globular e com
dimensdes de 42 A x 40 A x 39 A. A ConA é constituida apenas de duas folhas B
antiparalelas pregueadas, uma com seis fitas de forma quase plana e outra com sete fitas
de forma cdncava apresentando um total de 237 aminoacidos e peso molecular de 27kDa.
Os sitios especificos aos carboidratos localizam-se em uma depressao no topo da superficie
de cada subunidade. Contudo, para estes sitios formarem ligagbes com carboidratos &
necessaria a presenca de fons metalicos divalentes (Ca2*, Mg?’, Mn2") que, além de
favorecer as ligagdes com carboidratos, conferem em alto grau de estabilidade estrutural na
proteina, protegendo-a contra a inativagédo pelo calor e aumentando a resisténcia a hidrolise
enzimatica (EDELMAN et al., 1972). Portanto, quando a ConA é dita ativada ou na forma
ativa, ela contém os ions em sua estrutura, apresentando uma melhor ordenacao estrutural,
pois estes formam ligacdes com aminoacidos da proteina.

A ConA foi agrupada e classificada como uma proteina hololectina de classe llI,
devido a sua especificidade a D-glicose e D-manose (ALLEN & NEUBERGER, 1973) e
também pela resisténcia a concentracdes elevadas de acidos (FINK et al., 1994). A ConA é
uma proteina polimérica cujo grau de associacao é dependente de algumas variaveis, sendo
a mais importante delas o valor do pH do meio. Entre o pH 2,0 e 5,5 a Con A existe como
dimero de duas subunidades ligadas covalentemente com peso molecular de 55kDa. Em
adicdo, em valores de pH acima de 5,5 encontra-se na forma tetramérica (Fig. 4) com peso
molecular de 110kDa e com dimeros de 60 A x 70 A x 70 A, sendo esta a forma a qual
apresenta sitio especifico a carboidrato (AGRAWAL & GOLDSTEIN, 1965; OLSON &
LIENER, 1967; LORIS et al., 1998). Os dimeros da estrutura tetramérica sdo estabilizados

por ligacdes de hidrogénio e seis pontes em seu interior.
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Binding Site ] Binding Site

Figura 4 — Estrutura tridimensional da Concanavalina A (Fonte: Disponivel em
http://chromblog.thermoscientific.com/blog/bid/86144/HPLC-Lectin-Column-for-Glycans-
Glycopeptides-Glycoproteins).

1.3.3 Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

Na maioria das células bacterianas a parede celular protege o delicado protoplasma
de choques mecanicos e osmdticos. A parede celular também determina a forma da célula e
funciona como uma barreira molecular, impedindo que muitos compostos atinjam a
superficie da membrana plasmatica (PELCZAR, 1980). Contudo, a parede celular ndo dever
ser vista meramente como uma protecdo inerte, ela possui papel ativo na regulagcéo e
captacdo de moléculas pela célula e no reconhecimento celular por outros organismos
(SINGLETON, 1992).

De acordo com a estrutura observada na parede celular, as eubactérias séo divididas
em dois grupos, gram-positivas e gram-negativas. A estrutura basica da parede celular de
ambos os grupos é formada por moléculas de peptideoglicano, formando uma camada
externa a membrana citoplasmatica como uma rede continua de polissacarideos ligados por
pontes peptidicas, cobrindo toda a superficie celular como uma macromolécula gigante
(GLASER, 1973).

Na parede celular de bactérias Gram-positivas o0 peptideoglicano é o principal
constituinte. Nestes microrganismos a parede celular é bastante grossa, chegando a ter de

30 a 100 nm de espessura (SHARON, 1975). Além disso, a parede celular dos organismos
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Gram-positivos pode ainda apresentar &cidos teicoicos e &cidos lipoteicbicos, que s&o
polimeros (Gutiérrez-Venegas & Cardoso-Jiménez, 2006).

O peptidioglicano e o acido lipoteictico (LTA) sdo os dois componentes principais
que tem relacdo com o desenvolvimento de sepsis. Modelos experimentais tanto in vivo
quanto in vitro mostraram que o LTA estimula respostas inflamatérias, e que este
componente estd associado a infec¢des especifico (Gutiérrez-Venegas & Cardoso-Jiménez,
2006). Além disso, o LTA é descrito como responsavel pela producdo de éxido nitrico,
choque séptico e faléncia multipla dos 6&rgdos provocados por infeccbes com
Staphylococcus aureus (DE KIMPE et al., 1995; KENGATHARAN et al., 1998; SEO et al.,
2008).

O LTA de S. aureus é composto por cadeias lineares de poliglicerolfosfato
(comprimento médio com 23 unidades de repeticdo), que estdo ligadas a uma membrana
ancora composta de Glc,-DAG (Fig. 5). Na posicdo 2 (indicada por X) tem-se repetidas
subunidades de glicerolfosfato que podem néo estar substituidas (hidrogénio), esterificada
com D-alanil, ou ligados a N-acetilglucosamina (NAG) (GRUNDLING & SCHNEEWIND,
2007).

polyglycerolphosphate
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Figura 5 — Estrutura do &cido lipoteicoico de S. aureus (Fonte: Disponivel em
http://jb.asm.org/content/189/6/2521/F1.large.jpg)
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A parede celular de bactérias Gram-negativas apresenta uma maior complexidade e
€ muitas vezes descrita pelo termo envelope celular. Neste caso uma fina por¢do de
peptideoglicana, muitas vezes monocamada, encontrasse comprimida entre a membrana
plasmatica e uma membrana externa (SHARON, 1975). A membrana externa das bactérias
Gram-negativas contém proteinas, fosfolipideos e lipoproteinas, mas o componente principal
sé@o os lipopolissacarideos (LPS), responsaveis por aproximadamente 60% do peso seco
desta camada. O LPS é uma molécula complexa que consiste de trés regides: uma regido
polissacaridica especifica, denominada antigeno O (Ag-O), uma regido polissacaridica
conservada (core) e um componente lipidico chamado lipidio A (Fig. 6) (GOLDBERG &
PIER, 1996).
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Figura 6 — Estrutura de lipopolissacarideo (Fonte: Disponivel em
pathmicro.med.sc.edu/portuguese/lipo-portuguese.jpg)

Esta classe de compostos desempenha um papel fundamental em processos
guimicos mediados por estas bactérias como o reconhecimento e ligacdo de metais, adeséo
a superficies e reacdes de o6xido-reducdo. LPS sdo também o0s mais comuns agentes
causadores de doencas nosocomiais que levam a infecgBes crbnicas e agudas em
pacientes de queimaduras, deficiéncia imunolégica e fibrose cistica (SOARES et al., 2008).
Em adicdo, a presenca de LPS no organismo resulta numa variedade de efeitos biol6gicos
como choque séptico e coagulopatias em humanos. Estes efeitos biol6gicos resultam em

coagulacgéo intravascular disseminada, aumento de septicemia aguda e faléncia mdaltipla de
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orgdos (HURLEY, 1995; OPAL et al.,, 1999; MCADAM et al., 2000; ALEXANDER &
RIETSCHEL, 2001).

A E. coli é a causa mais comum de infecgcbes do trato urindrio e também é
responsavel por varias doengas gastrointestinais, incluindo diarréia do viajante e diarréia
infantil. No entanto, o LPS de E. coli por si sé pode ser o0 agente causador de uma série de
doencas e, é composto por repetitivas subunidades de residuos de aclUcares de
glicosamina, galactosamina, glicose, galactose e ramnose (MCINTIRE et al., 1967).

Diante do exposto, faz-se necessario um diagnoéstico preciso para que se possa
seguir o uso de antibidticos especificos para tratar rapidamente o paciente e minimizar o

desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

1.3.4 Biossensores

Os biossensores podem ser definidos como um sensor quimico cujo elemento de
reconhecimento é um componente biolégico ativo, 0 que significa que um processo
bioquimico € a fonte do sinal analitico. Assim uma das principais caracteristicas dos
biossensores é a sua alta seletividade com relagdo a um determinado analito (HULANICKI
et al.,, 1991; FATIBELLO-FILHO & CAPELATO, 1992).

A construcdo de um biossensor baseia-se na comunicacdo entre duas partes: o
componente biolégico ativo (a camada de reconhecimento) e um transdutor. A primeira faz o
reconhecimento de uma determinada substancia por meio de uma rea¢do bioquimica
especifica, gerando uma variacdo na concentracdo de prétons, a liberacdo de gases, a
emissdo ou a absorc¢do de luz, a emissdo de calor, uma variacdo de massa, uma mudanca
no estado de oxidacdo do analito, entre outros; e a segunda, converte a energia destes
eventos numa forma mensuravel, como uma variagdo de corrente, potencial, temperatura e
outros (MULCHANDANI & BASSI, 1995). Desta forma, diferentes componentes biolégicos
podem ser utilizados na construcdo de biossensores, tais como organismos, tecidos,
células, organelas, membranas, enzimas, receptores, anticorpos, &cidos nucléicos e
macromoléculas organicas (TURNER et al., 1987; BHATIA et al., 2000) (Fig. 7).
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Figura 7 — Componentes de um biossensor. (Fonte: Disponivel em

http://naturlink.sapo.pt/article.aspx?menuid=6&cid=26399&bl=1&vicwall=true).

O primeiro biossensor foi construido em 1962 por Clark e Lion baseado na
imobilizacdo da enzima glicose oxidase sobre eletrodo e foi comercializado em 1975 por
Yellow Springs Instruments. Este dispositivo foi aplicado como teste rapido de glicose no
sangue de diabéticos (POHANKA & SKLADAL, 2008). Em 1977, foi desenvolvido o primeiro
dispositivo que utilizava microorganismos vivos imobilizados na superficie de um eletrodo
sensivel & amoénia. Esse dispositivo era aplicado na detec¢do do aminoacido arginina e seus
criadores o denominaram de sensor bio-seletivo e, posteriormente, denominado como
biossensor, termo que vem sendo utilizado até o momento para designar a unido entre um
material biol6gico e um transdutor fisico. Desde entdo, a area de biossensores tem evoluido
muito devido a sua potencial aplicabilidade (CUNHA et al., 2003; ROGERS, 2006; HOA et
al., 2007; VELUSAMY et al., 2010; SHINDE et al., 2012; HU et al., 2012).

As vantagens dos biossensores em relagdo as técnicas convencionais ndo se
limitam a sensibilidade e seletividade, mas ao fato de, geralmente, dispensarem um
elaborado pré-tratamento da amostra (praticidade), rapidez nas andlises e gastos minimos
de reagentes, proporcionando assim, agilidade na obtencdo dos resultados e reducéo no
custo financeiro (FURTADO et al., 2008).
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As aplicagbes dos biossensores vao desde a utilizacdo na agricultura (VELASCO &
MOTTRAM, 2003), no monitoramento e controles ambientais (ROGERS, 2006), até
diferentes segmentos industriais, especialmente nos ramos alimenticios e farmacéuticos
(JANNEWAY et al., 1997; KAPPEL et al., 2006; BALLERSTADT et al., 2006). Porém, o ramo
de biossensores estd centrado principalmente no campo de diagnostico clinico. Neste
campo o mais conhecido é o biossensor eletroquimico para acompanhamento do nivel de
glicose no sangue (FURTADO et al., 2008).

1.3.4.1 Biossensores Impedimétricos

A integracdo da impedancia com a tecnologia de reconhecimento biologico para a
deteccdo de agentes patogénicos tem levado ao desenvolvimento de biossensores
impedimétricos que estdo encontrando uso generalizado (YANG & BASHIR, 2008). A
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS) estd desempenhando um papel
importante no desenvolvimento de biossensores. Em medi¢des de EIS, um estimulo elétrico
AC controlado entre 5 e 10 mV é aplicado sobre uma faixa de frequéncias, e isto faz com
que uma corrente flua através do biossensor, de acordo com diferentes processos. EIS é um
técnica amplamente utilizada para investigar interacdes de bioafinidade na superficies de
polimeros eletricamente condutores e pode ser empregada para investigar a deteccéo
'labelfree’ de analitos através de transducao impedimétrica (TULLY et al., 2008; VELUSAMY
et al., 2010).

1.3.4.2 Biossensores Amperométricos

Os biossensores amperométricos baseiam-se em reacdes de transferéncia de
elétrons (oxi-reducéo) entre o material biocatalitico e o analito com um eletrodo de
referéncia polarizado a uma tensao pré-determinada (WANG, 1999).

O principio de funcionamento de um biossensor amperometrico € a medida da
corrente produzida por uma reagdo quimica entre espécies eletroativas. Esta reagéo
quimica ocorre num potencial determinado e a corrente gerada esta relacionada com a
espécie em solugcdo. Assim estes biossensores dependem tipicamente de um sistema
biol6gico que converta cataliticamente analitos inativos eletroquimicamente em produtos que
possam ser oxidados ou reduzidos em um eletrodo operante, o qual € mantido em um

potencial especifico de acordo com um eletrodo de referéncia. A corrente produzida pela
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reacdo redox € linearmente proporcional a concentragdo do produto eletroativo, a qual é
proporcional ao analito (substrato da enzima) néo eletroativo (MELO, 2008).

1.3.4.3 Biossensores Potenciométricos

Os biossensores potenciométricos sdo dispositivos do tipo ions-seletivos e séo
constituidos por uma membrana contendo biocatalisadores imobilizados onde ocorre a
reacdo catalisada enzimaticamente. Neste tipo de biossensor, a geracdo de prétons H+
altera o pH do meio e uma diferenca de potencial é criada entre um eletrodo de referéncia e
o eletrodo ion-seletivo (KURALAY et al., 2005). Os eletrodos de ions seletivos apresentam
as vantagens de serem rapidos, sensiveis, de baixo custo e apresentarem simplicidade na
medicdo, onde somente a medi¢cdo do pH é necessaria, ndo um sistema polarografico como
requer os sensores amperometricos. Em geral a faixa analitica destes sensores é de 10™ a
1075 mol e como sua resposta é logaritmica, ja que o potencial elétrico desenvolvido pelo
eletrodo € proporcional ao logaritmo da atividade do ion em solugéo, a precisédo da medida &
constante por toda sua faixa dinamica (SALGADO, 2001).

1.3.5 Técnicas Eletroanaliticas

Os métodos eletroanaliticos fazem uso das propriedades elétricas mensuraveis
(corrente, potencial e carga) de um analito quando este é submetido a uma diferenca de
potencial entre eletrodos em uma cela eletroquimica. Tais medidas podem entdo ser
relacionadas com algum parametro quimico intrinseco do analito (WANG, 1994). Existe um
variado numero de técnicas eletroanaliticas que tém sido utilizadas para varias aplicacdes,
entre elas o monitoramento ambiental, analises biomédicas, controle de qualidade de
produtos e processos industriais. Os métodos eletroanaliticos oferecem uma série de
vantagens, tais como (i) seletividade e especificidade das determinacdes resultantes da
oxido-reducdo das espécies analiticas de interesse num potencial aplicado especifico; (ii)
seletividade decorrente dos processos de 6xido-reducdo do analito em eletrodo de trabalho
feito com material especifico; (iii) grande sensibilidade e baixos limites de detecgéo
resultante das técnicas de pré-concentracdo e modos de aquisicdo de sinal que proporciona
ambiente com baixo sinal de fundo (BRETT & BRETT, 1998).

O desenvolvimento de dispositivos sensores tem como premissa basica a avaliagéo
de processos interfaciais e superficiais, uma vez que estes processos sdo de fundamental

importancia no entendimento dos mecanismos de interagdo entre o sistema de



31

reconhecimento e o analito (SWALEN et al., 1987; JACOBSON & WINKELER, 2000). Além
disso, o estudo de processos interfaciais e superficiais é de grande relevancia para a
escolha do método de imobilizagdo de espécies sobre a superficie de eletrodos e a
avaliacdo de problemas associados aos métodos de imobilizacdo. Assim, o estudo destes
processos pode auxiliar na escolha do melhor meio de imobilizacdo a ser utilizado e indicar
as principais caracteristicas (vantagens e desvantagens) associadas a cada método de
imobilizacdo (PEREIRA et al., 2002; SANTOS et al., 2002).

Desta forma, ha de se ressaltar a relevante importancia que tem adquirido as
técnicas capazes de avaliar fenbmenos em superficies e interfaces, incluindo métodos
espectroscopicos, microscopicos e/ou acusticos como espectroscopia de reflexdo total
atenuada, elipsometria (FUJIWARA et al., 2001), ressonancia de plasmons de superficie
(KIM et al., 2005), espectroscopia de impedancia eletroquimica (SCHWEISS et al., 2003),
voltametria ciclica, microscopia de forga atdmica (STOICA et al., 2003), microbalanga de

cristal de quartzo (PAVEY et al.), dentre outros.

1.3.6 Espectroscopia de Impedéancia Elétrica

A técnica de Espectroscopia de Impedéancia Elétrica (EIE) fornece uma visdo
completa e detalhada das caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solugdo (LASIA,
1995; LASIA, 2001), e tais informacdes sao de grande interesse na eletroquimica aplicada
ou basica. A EIE é uma técnica de caracterizacdo elétrica que permite estudar o
comportamento geral de um sistema quando um numero grande de processos
intercorrelacionados ocorre em diferentes velocidades. Atualmente, a EIE é utilizada em
ampla gama de estudos, abrangendo desde o transporte eletrdnico em dispositivos
semicondutores até o estudo de processos cinéticos eletroquimicos das mais diferentes
naturezas, ou seja, processos que ocorrem em baterias de ions litio (Bueno, 2003), células
fotovoltaicas (BISQUERT et al., 2000; GRATZEL, 2001), sistemas de corrosdo e/ou
processos eletrocataliticos (ALVES et al., 1998; DE ANDRADE et al., 1998).

EIE é um método efetivo para verificar as propriedades interfaciais de uma superficie
modificada e é frequentemente utilizada no sentido de compreender transformacdes
quimicas e processos associados com o0s suportes condutores (KATZ & WILLNER, 2003;
DONG et al., 2001).

A técnica de EIE envolve a aplicacdo de uma perturbacdo de potencial ou de
corrente no sistema sobre investigacdo. A perturbacdo do sistema € feita mediante a

aplicacdo de um potencial continuo (potencial central aplicado) sobre a qual é superposta
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uma variagdo senoidal de potencial com pequena amplitude. Este método de aplicacdo do
potencial possibilita que o sistema seja perturbado empregando poucos milivolts de forma a
tornar possivel a investigagcdo de fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de
equilibrio. Além disto, € possivel perturbar o sistema usando diferentes valores de
frequéncia, pois a onda de potencial é senoidal. Uma vez que a perturbacéo no sistema em
investigacdo € de pequena amplitude é possivel empregar a técnica para a analise de
etapas de um mecanismo reacional (BARD & FAULKNER, 1980).

Na EIE surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da aplicacdo de um
potencial senoidal ao sistema. Mediante um monitoramento das relacdes entre o potencial
aplicado e a corrente séo obtidas a impedancia do sistema e o angulo de fase (defasagem
da corrente em relagdo ao potencial aplicado) (DAMOS et al., 2004).

O conceito de impedancia, originalmente introduzido para descrever a resposta de
sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias, estendeu-se aos
sistemas eletroquimicos, uma vez que inUmeros processos podem contribuir para a relagédo
entre a corrente e o potencial do sistema. Assim, a partir das medidas da impedancia e
angulo de fase é possivel avaliar processos como transporte de carga (incluindo estimativa
de velocidade de transferéncia), condutividade de filmes, capacitancia redox e de dupla
camada, coeficientes de difusédo de portadores de carga (JIANG & KUCERNAK, 2002), entre
outros.

A obtencédo de informacdes a partir dos dados de impedéancia eletroquimica pode ser
conduzida mediante a utilizagdo de diferentes modelos de medida, como circuitos

equivalentes ou modelos matematicos.

1.3.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é a técnica de -caracterizacdo
microestrutural mais verséatil hoje disponivel, encontrando aplicacbes em diversos campos
do conhecimento, mais particularmente engenharia e ciéncias de materiais, engenharias
metallrgica e de minas, geociéncias e ciéncias biologicas, dentre outros. A interacdo de um
fino feixe de elétrons focalizado sobre a area ou 0 microvolume a ser analisado gera uma
série de sinais que podem ser focalizados para caracterizar propriedades da amostra, tais
como composi¢ao, superficie topogréficas, cristalografia, etc (GOLDSTEIN et al., 1992).

O esquema representativo de um MEV é apresentado na Figura 8. Basicamente o

MEV pode ser subdividido em duas partes principais: a coluna e a camara de amostras.
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Figura 8 — Esquema geral do MEV (Fonte: Disponivel em

http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/ microscopio/microscopia-eletronica-de-varredura-
3.php)

O principio de um MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno
didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e
transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura esta perfeitamente
sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe
pode ser guiado de modo a varrer a superficie da amostra segundo uma malha retangular.
O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra. O
sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho do monitor, permitindo a
observacdo. A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um filamento de
tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de tensfes de aceleracdo de 1 a 50 kV. O
feixe é acelerado pela alta tens&o criada entre o filamento e o anodo. Ele é, em seguida,
focalizado sobre a amostra por uma série de trés lentes eletromagnéticas com um spot
menor que 4 nm (DEDAVID, 2007). O feixe interagindo com a amostra produz elétrons e
fétons que podem ser coletadas por detectores adequados e convertidas em um sinal de
video. Quando o feixe primario incide na amostra, parte dos elétrons difunde-se e constitui
um volume de interacdo cuja forma depende principalmente da tensédo de aceleracéo e do
namero atdmico da amostra. Neste volume, os elétrons e as ondas eletromagnéticos
produzidos sédo utilizados para formar as imagens ou para efetuar andlises fisico-quimicas.

Para serem detectados, as particulas e/ou o0s raios eletromagnéticos resultantes da
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interacdo do feixe eletrdbnico com a amostra devem retornar a superficie da amostra e dai
atingirem o detector. A profundidade méaxima de deteccdo, portanto, a resolucdo espacial,
depende da energia com que estas particulas ou raios atingem o detector, ou s&o
capturadas pelo mesmo. Por exemplo: elétrons retroespalhados possuem maior energia do
que os elétrons secundarios, assim, o detector de elétrons retroespalhados ira operar na
faixa de energia maior e o de elétrons secundarios na faixa menor. A imagem formada a
partir do sinal captado na varredura eletrénica de uma superficie pode apresentar diferentes
caracteristicas, uma vez que a imagem resulta da amplificacdo de um sinal obtido de uma
interacdo entre o feixe eletrbnico e o material da amostra. Diferentes sinais podem ser
emitidos pela amostra. Dentre os sinais emitidos, 0os mais utilizados para obtencéo da
imagem sao originarios dos elétrons secundarios e/ou dos elétrons retroespalhados
(DEDAVID, 2007).

1.3.8 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman (ER) é uma técnica de espectroscopia vibracional usada
para determinacgdo de estrutura molecular e para a identificacdo e quantificagdo de materiais
(SOUZA et al, 2012). A ER mensura o espalhamento inelastico de uma radiacdo
monocromatica que incide sobre uma molécula. Esse efeito Raman é um processo de troca
de energia entre a luz e a molécula, podendo ser absorvida, transmitida ou espalhada
(MANOHARAN et al., 1995).

A radiacdo emitida pode gerar espalhamento Stokes, espalhamento anti-Stokes e
espalhamento Rayleigh (Fig. 9). Quando grande parte da luz espalhada pode ter a mesma
frequéncia que a luz incidente temos o espalhamento Rayleigh (elastico). Entretanto, uma
pequena fracdo da luz incidente pode ter sua energia diminuida (espalhamento Stokes) ou
aumentada (espalhamento anti-Stokes) (espalhamento Raman — inelastico) (SALA, 1996;
LINDON et al., 2000; SOUZA et al., 2012).
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Figura 9 — Espalhamento de luz: (a) espalhamento inelastico (regido Stokes); (b)
espalhamento elastico (Rayleigh); (c) espalhamento inelastico (regido anti-Stokes) (Fonte:
FARIA et al., 1997).

Visto que a energia da luz € proporcional a frequéncia, a mudanca de frequéncia da
luz espalhada inelasticamente é igual a frequéncia vibracional da molécula espalhada. Esse
processo de troca de energia entre molécula, luz espalhada e luz incidente é conhecido
como efeito Raman. Do ponto de vista energético, o processo de espalhamento Raman
pode ser descrito como a transicdo de uma molécula do estado fundamental para um estado
vibracional excitado, acompanhada por uma absor¢éo simultdnea de um féton incidente e
emissao de um foton espalhado (Raman). A luz Raman espalhada pode ser coletada por um
espectrdmetro, onde sua intensidade é mostrada em funcéo de sua mudanga de frequéncia
(deslocamento Raman). Visto que cada amostra molecular possui seu proprio conjunto
vibracional molecular, o espectro Raman de uma amostra em particular consistird de uma
série de picos, cada um deslocado pela sua frequéncia vibracional caracteristica daquela
molécula, fornecendo assim a identificacdo para a molécula que esta sendo estudada. O
deslocamento Raman € frequentemente medido em comprimento de onda (cm-1), uma
unidade conveniente para relacionar a mudanca de frequéncia da luz espalhada em relacéo

a frequéncia da luz incidente.
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2.1 Resumo

Neste trabalho, relatamos o desenvolvimento de um novo biossensor eletroquimico
com base na interagéo de Concanavalina A (ConA) e filmes finos de polianilina (PANI) para
deteccdo de lipopolissacarideos bacterianos (LPS) de Escherichia coli e acido lipoteicoico
de Staphylococcus aureus. O biossensor impedimétrico foi fabricado por automontagem da
lectina ConA em eletrodo de aco modificado com PANI por meio de ligagdo covalente
através do glutaraldeido. ConA é usada como um elemento de reconhecimento de LPS
bacteriano. Espectroscopia de impedancia elétrica (EIE), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e espectroscopia Raman foram utilizadas para caracterizar o processo de
montagem do eletrodo modificado. As medicdes de EIE revelou que a resisténcia a
transferéncia de carga (RCT) aumenta consideravelmente ap0s a reacdo da lectina com
acucares especificos presentes na molécula de lipopolissacarideo. Os resultados mostraram
que a lectina ConA manteve a sua atividade e mudou a resposta eletroquimica. O
bioeletrodo exibe uma resposta de impedancia eletroquimica a lectina-lipopolissacarideo,
num intervalo linear, com valores maximos de RCT em 200 pg/mL para E. coli (1,50 KQ) e
S. aureus (1,80 KQ). Assim, o sistema de reconhecimento proporciona uma interface
biomimética adequada para a deteccdo de componentes de bactérias gram-positivas e

gram-negativas.

2.2 Abstract

In this paper, we report the development of a new electrochemical biosensor based
on Concanavalina A (ConA) and polyaniline (PANI) thin films interactions for detection of
bacterial lipopolysaccharides (LPS) from Escherichia coli and lipoteichoic acid from
Staphylococcus aureus. The impedimetric biosensor is fabricated by self-assembled ConA
lectin on the PANI-modified steel electrode through covalent binding by using glutaraldehyde.
ConA is used as a recognition element for bacterial LPS. Electrical impedance spectroscopy
(EIS), scanning electron microscope (SEM) and Raman spectroscopy were applied to
characterize the assembly process of the modified electrode. The EIS measurements
revealed that the resistance charge transfer (RCT) increases considerably after lectin
reaction with specific sugars present in the lipopolysaccharide molecule. The results showed
that ConA lectin retained its activity and changed the electrochemical response. The
bioelectrode exhibits an electrochemical impedance response to lectin-lipopolyssacharide, in
a linear range with maximum values of RCT at 200 pg/mL to E. coli (1.50 kQ), and S. aureus
(1.80 kQ). Thus, the recognition system provides an appropriate biomimetic interface for

detection of constituents of gram-positive and gram-negative bacteria.
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2.3 Introduction
Lipopolysaccharides (LPS), also named as endotoxins, are essential in the structure
and function of the external membrane of gram-negative bacteria cell walls [1]. LPS are
composed by three different domains: a) lipid A that is anchored to the membrane by the
hydrophobic portions of the structure; b) core oligosaccharide, a domain that connects lipid A
to antigen O and is divided into the inner core and the outer core; and c) O polysaccharide,
which is the hydrophilic and immunodominant domain of LPS and is an oligosaccharide of
repeated units that is projected from the core toward the exterior of the bacterial surface [2].
Increasing concern regarding the microbiological safety of food, water, dairy products,
industrial waste, and pharmaceutical preparations has provided urgency for detection
methods that are fast, sensitive, specific, reliable, and quantitative for quality assurance in
order to prevent infections and epidemics [3]. In addition, due to the ubiquity and lethality of
endotoxins, many pharmaceutical products are rigorously tested for the presence of
contaminating LPS or gram-negative bacteria [3]. The exposition of the body to LPS,
excessively or systemically (as when LPS enters the blood stream), can results in a systemic
inflammatory reaction, leading to multiple organ failure, shock and potentially death [4].
Escherichia coli is the most common cause of urinary tract infections and is also
responsible for many different gastrointestinal diseases [4]. Structural study of E. coli K-12 O-
antigen showed that the repetitive subunit of O-antigen consists of glucose, N-
acetylglucosamine, galactose and rhamnose [5]. An important cell wall component of the
gram-positive microorganism Staphylococcus aureus is the lipoteichoic acid (LTA). That
molecule is able to induce the production of proinflammatory cytokines by monocytes in vitro
[6]. LTA is a polymer of glycerolphosphate and sugar containing two groups acyl latter
conferred the property of the membrane anchor cell [6]. LTA can cause several features of
septic shock, such as leukocytopenia, thrombocytopenia, renal failure and hypotension [7].
Established techniques for the quantification of endotoxins exist in the pharmaceutical
industry [8, 9]. Currently, the standard method for the determination of LPS concentration is
the Limulus amoebocyte lysate (LAL) assay. The LAL assay uses the hemolymph of
horseshoe crabs (Limulus) which naturally clots in the presence of LPS. The standard LAL
assay is relatively complex, requiring skilled operators and normally requiring multiple stages
of analysis [10]. Biosensor systems have been reported for LPS detection based on
electrochemical method [11-15]. Thus, is mandatory the development of biosensors for
specific LPS detection in order to ensure pharmaceutical product quality and prevent

contamination by these compounds.
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The immobilization of recognition elements is a crucial step in the biosensors
development and lectins have been extensively used. Lectins are proteins of non-immune
origin that agglutinate cells and precipitate complex carbohydrates or polysaccharides.
Concanavalin A (Con A) is a lectin obtained from Canavalia ensiformis and recognizes a-D-
mannose, a-D-glucose and glycoproteins. Con A has been extensively studied because of
various medical applications due to its ability to bind carbohydrates [16, 17].

The association between conducting polymers (CP) and lectins is an alternative
strategy to the development of biodevices [18]. Polyaniline (PANI) is a typical CP due to its
high conductivity, unique redox properties, good environmental stability, ease of synthesis,
and unusual doping/dedoping chemistry [19]. Nanostructured PANI offers higher effective
surface area and a suitable matrix for the immobilization of biomolecules [20].

Electrical impedance spectroscopy (EIS) is an effective method to check the
interfacial properties of a modified surface and is often used in order to understand chemical
transformations and processes associated with conducting media and can be used in
characterization of the electrical properties in biological interfaces [21]. Thus, the interactions
between biomolecules can be evaluated by using EIS. In addition, electrochemical
techniques are promising for the development of point-of-care testing of LPS due to its
characteristics such as rapid analysis time, reliable detection, ease of handling, and simple
and inexpensive set-up for measuring [22].

In this work we developed a rapid and sensitive dielectric biosensor for detection of
LPS from E. coli and LTA from S. aureus using ConA lectin as a selective recognition
element and PANI as a support layer. The stepwise assembly process of the biosensor was
characterized by means of EIS, scanning electronic microscopy (SEM) and Raman
spectroscopy. The developed bioelectrode could be an alternative to LPS detection based on

lectin recognition.

2.4 Materials and Methods

2.4.1 Materials

Concanavalin A, ovalbumin, glucose and glycogen were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Glutaraldehyde was obtained from J. T. Baker (USA). Aniline
monomer (VETEC, Brazil) was distilled under vacuum and, subsequently, stored in a dark
recipient at low temperature prior to use. All chemicals and solvents were of analytical-grade
and used as received, without further purification. High-purity water was obtained after a
Milli-Q plus (Billerica, USA) treatment.
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2.4.2 Synthesis of PANI films

A source-measure unit (Keithley 237, USA) was used for electrical polymerization of
aniline. The aniline monomer was dissolved in H2SO4 1.0 M. Two stainless steel electrodes
were inserted into the aniline solution and applied a constant potential of 2.0 mV during 2 min
for film formation [23]. After that, the PANI film was dried for 30 min at room temperature.

2.4.3 Immobilization of ConA on PANI films and LPS detection

PANI film was incubated in 0.1 M pH 6.0 PBS (phosphate buffer saline) containing
2.5% glutaraldehyde (v/v) during 2 h for chemical modification, resulting in glutaraldehyde-
modified PANI films (PANIG). Subsequently, PANIG was incubated in ConA (200 ug/mL) for
2 h and immersed in a solution of bovine serum albumin (BSA) for 5 min obtaining PANIG-
ConA-BSA system. BSA was used to fill the remaining active sites on the PANIG-ConA
surface. Finally, PANIG-ConA-BSA-modified electrodes were tested against LPS from E. coli
and LTA from S. aureus at different concentrations (50 pug/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL, 125
pg/mL, 150 pg/mL and 200 pg/mL) diluted in deionized water at room temperature.

2.4.4 Dielectric measurements

The impedance measurements were performed using a Sl 1260 (Solartron
Instruments, UK) gain/phase impedance analyzer operating in the (1071-10°) Hz frequency
range [23]. A 10 mV excitation, with no external polarization, was applied to each aqueous
solution analyzed through two 65 mm x 20 mm parallel plates of steel, set 25 mm apart. All

EIS measurements were performed in triplicate using at least three different sensors.

2.4.5 Scanning electron microscopy measurements

The scanning electron microscopy images were obtained from a JSM 5900 (JEOL
Instruments, Japan) at an acceleration voltage of 15 kV and a working distance of 5 um.
After drying at room temperature, a thin gold layer was deposited on top of the samples
using a SCD 050 sputter coater (Bal-Tec, USA) [24].

2.4.6 Raman Spectroscopy
The Raman spectra of the thin films are obtained in the region of 300 to 1800
cm™ directly from pure samples. Raman spectroscopy is carried out using a ProRaman-L735

(Enwave optronics, USA). Samples were excited with a 735 nm diode laser [25]. The
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resolution was set to 4 cm™ in back scattering mode. All Raman data acquisitions were

obtained at room temperature (+ 25 °C).

2.5 Results and Discussion

2.5.1 Morphological analysis

The morphology of the different stages of the biosensor assembly was
analyzed by SEM. The PANI film on the stainless steel electrode surface was dark green,
dense and uniform when observed macroscopically. SEM images (Fig. 10a) show that the
PANI film covered uniformly dense and compact the electrode surface. Furthermore, the film
polymerized was densely ordered spherical structures, which can adhere strongly to the
surface of the electrode. Images PANIG-ConA-BSA (Fig. 10b) exhibit clusters formed,
guided the formation of fibrillar morphology, homogeneously distributed on the surface of the
electrode. We observe the formation of some agglomerates in Figs. 10c-d, for the PANIG-

ConA-BSA system when in contact with LPS from E. coli and S. aureus, respectively.

Figure 10. SEM images of PANI film (a), PANIG-ConA-BSA (b), PANIG-ConA-BSA-E.
coli (c) and PANIG-ConA-BSA-S. aureus (d).



42

2.5.2 Raman analysis

The PANI Raman spectra (Fig. 11) revealed a region corresponding to C-C
ring stretching vibrations, between 1650 and 1520 cm™; C-N stretch modes, between 1520
and 1210 cm™; and a region corresponding to the deformation of C-H bond, between 1210
and 1100 cm™ [25]. The major bands in the form of PANI emeraldine salt are 1166 and 1220
cm™ corresponding to the deformations B(C-H) in quinoid rings. Also, stretch v(C-N) of
quinoid rings, 1485 and 1620 cm™, stretch v(C=N) in quinoid units and stretch v(C=C) of
benzenes rings are observed [26, 27]. It is important to note that the quantity of protein
binding to polymer matrix is far too small to be detected in the Raman. In spite of the small
guantities of LPS and LTA adsorbed on the biosensor surface, it is possible to observe a
weak signal corresponding to the bands of glycosidic bonds and sugar rings (800-1100
cm™) [28].

—— PANI

—— PANIG-ConA
PANIG-ConA-E. coli
PANIG-ConA-5. aureus

Intensity (a.u)

v ] v ] v ] v 1 v | v ] v ]

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
-1
Wavenumber (cm )

Figure 11. Raman spectra of PANI, PANIG-ConA-BSA, PANIG-ConA-BSA-E. coli and
PANIG-ConA-BSA-S. aureus.
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2.5.3 Electrical impedance spectroscopy measurements

Nyquist plots of impedance spectra of stepwise processes are shown in Fig. 12. A
significant difference in the impedance spectra is observed after the electrode modification
and subsequently adsorption of ConA.
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Figure 12. Nyquit diagrams of the stepwise process, as follow: PANI films (curve a),
PANIG (curve b), PANIG-ConA (curve c) and PANIG-ConA-BSA (curve d).

The glutaraldehyde-modified PANI surface results in an increase of Re (curve b) as
compared to pristine PANI film (curve a). It is worth to note that glutaraldehyde molecules
can obstruct the charge transfer and contributed to the increase of the semicircle diameter.
After being modified with the ConA, the EI of the PANIG-ConA-modified electrode shows a
higher interfacial charge transfer resistance (RCT) (curve c¢). The impedance change in the
modified process showed that the ConA lectin adhered to the PANI on steel electrode
surface. When the PANIG-ConA-BSA was finally obtained, the interfacial resistance
increased again, which indicated the formation of the sensor layer and the subsequent
introduction of BSA hindering the electron transfer (curve d). Bovine serum albumin (BSA)
was used to fill the remaining active sites on the PANIG-ConA modified electrode

The sequence of measurements PANI, PANIG, PANIG-ConA and PANIG-ConA-BSA

demonstrate the blockage of the electrode surface, confirming that the amount of material
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immobilized and/or adsorbed on the electrode surface directly correlates with the impedance.

2.5.4 LPS recognition

The biosystem PANIG-ConA-BSA was used as the sensing basis for electrochemical
impedance analyses to LPS or LTA detection. Our results demonstrate that ConA lectin
retains its biological capability to recognize carbohydrates after exposition on the electrode
surface by a bio-recognition process when the PANIG-ConA-BSA system interacted with
glycoconjugates from E. coli and S. aureus (Fig. 13).

In addition, we could observe an increase in the diameter of a semicircle when
PANIG-ConA-BSA system being in contacted with LPS and lipoteichoic acid. The ConA-
bacterial LPS binding process may be related to the carbohydrates, glucose and mannose,
imparting a LPS sensing mechanism on the ConA interface, a process similar to that
observed for lectin CramoLL [15]. Con A lectin exhibits high affinity for a-D-glucose and a-D-
mannose, but has also been reported interaction with complex carbohydrates, including
glycoproteins fetuin and ovalbumin [29].

LPS from E. coli is composed of repeating subunits of sugar residues of glucosamine,
galactosamine, glucose, galactose and rhamnose [30]. As expected, the experimental results
demonstrated that ConA sensor system interacts with the glycosyl residues on the E. coli
LPS structure.

Among polymers recognized by ConA, we can highlight the teichoic acids. In addition,
teichoic acids, a common constituent of the cell wall, cytoplasm, and occasionally the
capsule of gram-positive bacteria, may react with lectins by virtue of the D-Glc or GIcNAc
residues found in some forms of this polymer [31].

Also, the capability of ConA to react with glucosylated teichoic acids from
staphylococci and other organisms has been reported [32]. It is worthy to note that ConA
binds to teichoic acids from S. aureus in which GIcNAc residues are a-linked [33]. ConA
shows different responses to E. coli and S. aureus due to the composition of LPS and LTA

structures these pathogens.
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Figure 13. Nyquist diagrams of PANI, PANIG, PaniG-ConA-BSA, and LPS from E.
coli (a) and lipoteichoic acid from S. aureus (b) at different concentrations. (m)- PANI, (e)-
PANIG, (A )-PANIG-ConA, (¥ )-PANIG-ConA-BSA,(#)-PANIG-ConA LPS/TLAsougmL, (+)-
PANIG-ConA-LPS/TLAoougimL, (X)-PANIG-ConA-LPS/TLA5,gmL, (x)-PANIG-ConA-
LPS/TLAs0ugimL, (-)PANIG-ConA-LPS/TLA00ugmL

It can be observed in Figure 14 that the diameter of semicircles for ConA
system with LPS from E. coli and S. aureus were higher than to the system without LPS.

Moreover, the obtained bioelectrode exhibited an electrochemical impedance response to



lectin-lipopolyssacharide,

concentration (200 pg/mL) to E. coli (1.50 KQ) and S. aureus (1.80 KQ).
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Figure 14. Nyquist diagrams of different response of PANIG-ConA-BSA system to

LPS from E. coli and lipoteichoic acid from S. aureus at fixed concentration (200ug/mL).
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in a linear range with maximum values of RCT at fixed

The EIS is an useful technique to discriminate the different molecular characteristics

of the tested biomolecules. In addition, analytical methods, such as EIS, represent an

alternative technique for evaluate the interaction between lectin and constituents of gram-

positive and gram-negative bacteria.

2.6 Conclusion

In the present work, a strategy for the development of electrochemical biosensor for

bacterial lipopolysaccharides based on conducting polymer and lectin has been proposed.

The biosensor showed good electrical response. EIS were applied to evaluate the detection

of LPS and showed that ConA was capable to interact with LPS from E. coli and lipoteichoic

acid from S. aureus, thereby demonstrating that the PANIG-ConA-BSA system can be used

to detect these endotoxins in contaminated samples. The recognition system provides an

appropriate biomimetic interface for detection of bacterial LPS and LTA.
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CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

3.1 Anélise morfolégica

A morfologia das diferentes etapas da montagem foi analisada por meio de medi¢cbes
de MEV.

Figura 15 — Imagens de MEV: filme de PANI (a), PANIG-ConA-BSA (b), PANIG-ConA-BSA-
E. coli (c) and PANIG-ConA-BSA-S. aureus (d).
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O filme de PANI na superficie do eletrodo de ago inoxidavel era verde escuro, denso
e uniforme quando observado macroscopicamente. Imagens de MEV (Fig. 15a) mostram
que o filme PANI denso e compacto, cobrindo uniformemente a superficie do eletrodo. Além
disso, o filme polimerizado foi densamente ordenado em estruturas esféricas que podem
aderir fortemente a superficie do eletrodo. Imagens de PANIG-ConA-BSA (Fig. 15b) exibem
a formacdo de aglomerados distribuidos de forma homogénea sobre a superficie do
eletrodo. Observa-se a formacéo de alguns aglomerados nas Figs. 15c¢-d, para o sistema
PANIG-ConA-BSA quando em contato com LPS de E. coli e LTA de S. aureus,

respectivamente.

3.2 Anédlise Espectral (Raman)

Fig. 16 mostra os espectros de Raman de PANI, PANIG-ConA, PANIG-ConA-E. Coli,
PANIG-ConA -S. aureus.

—— PANI

—— PANIG-ConA
PANIG-ConA-E. coli
PANIG-ConA-5. aureus

Intensity (a.u)

v ] v ] v ] v 1 v | v ] v ]
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Figura 16 — Espectro de Raman de PANI, PANIG-ConA, PANIG-ConA-E. coli e PANIG-

ConA-S. aureus.
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O espectro de Raman da PANI (Fig. 16) revelou regides correspondentes a
estiramentos C—C dos anéis de vibragdo, entre 1650 e 1520 cm™, modos de estiramento
C—N, entre 1520 e 1210 cm™, e regido correspondente a deformacao de ligacbes C—H, entre
1210 e 1100 cm™ (GOMES & OLIVEIRA et al, 2012). Além disso, as bandas principais, na
forma de sal de esmeraldina de polianilina encontrados nas amostras (Fig. 16) sdo as
seguintes: 1166, 1220 cm™ correspondentes as deformacdes B(C—H) em anéis quindides,
estiramento v(C—N) de anéis quindides, 1485 e 1620 cm™, estiramento v(C=N) em unidades
quindides e estiramento v(C=C) de anéis benzendide.(NASCIMENTO & TEMPERINE, 2008;
IZUMI et al., 2009). E importante notar que a quantidade de proteina ligada a matriz
polimérica é pequena para ser detectada no Raman. Apesar das quantidades reduzidas de
LPS e LTA adsorvidas sobre a superficie do biossensor, é possivel observar um sinal fraco
correspondente a bandas de ligagdes glicosidicas e os anéis de acucar (800-1100 cm™)
(SAMEK et al., 2008).

3.3 Medidas de Espectroscopia Impedancia Elétrica

Nyquist dos espectros de impedéancia de processo de montagem sdo mostradas na

Fig. 17. Uma diferenca significativa no espectro de impedéancia é observada apls a

modificacdo do eletrodo e, subsequentemente, a adsorcédo de ConA.
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Figura 17 — Diagramas de Nyquist do processo de montagem: filme de PANI (curva a),
PANIG (curva b), PANIG-ConA (curva c) e PANIG-ConA-BSA (curva d).

Pode-se observar que apdés a interacdo do glutaraldeido com os grupos funcionais
do filme de polianilina, houve um aumento de Re (curva b) em relag&o ao filme de PANi puro
(curva a). Vale a pena notar que as moléculas de glutaraldeido pode obstruir a transferéncia
de carga e contribuiu para o aumento do didmetro do semicirculo. Depois de ter sido
modificado com a ConA, a El do eletrodo modificado com PANIG-ConA mostra uma
resisténcia a transferéncia de carga interfacial (RCT) mais elevada (curva c). A variagdo da
impedancia no processo de modificacdo mostrou que a lectina ConA aderida & PANI na
superficie do eletrodo de aco. Quando o sistema PANIG-ConA-BSA foi finalmente obtido,
houve o0 aumento da resisténcia interfacial novamente, o que indicou a formacdo da camada
sensora e a introducédo subsequente de BSA impedindo a transferéncia de elétrons (curva
d). Albumina do soro bovino (BSA) foi utilizada para preencher os sitios ativos
remanescentes na superficie do eletrodo modificado com PANIG-ConA.

A sequéncia de medicdbes PANI, PANIG, PANIG-ConA e PANIG-ConA-BSA
demonstrou o bloqueio da superficie do eletrodo, confirmando que a quantidade de material
imobilizada e/ou adsorvido sobre a superficie do eletrodo se correlaciona diretamente com a

impedancia.
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3.4 Reconhecimento de LPS

O biosistema PANIG-ConA-BSA foi utilizado como base sensora por analises de
impedancia elétrica para detec¢@o de LPS ou LTA. Os nossos resultados demonstram que a
lectina ConA mantém a sua capacidade bioldgica para reconhecer carboidratos apds a
exposicao na superficie do eletrodo por um processo de bio-reconhecimento, quando o
sistema PANIG-ConA-BSA interagiu com glicoconjugados de E. coli e S. aureus (Fig. 18).

Além disso, pode-se observar um aumento do didmetro do semicirculo, quando o
sistema PANIG-ConA-BSA entra em contato com LPS e acido lipoteicéico. O processo de
ligagdo de LPS bacteriano com ConA pode estar relacionado com os carboidratos, glicose e
manose, resultando em um mecanismo de detec¢do de LPS na interface da ConA, um
processo semelhante ao observado para a lectina Cramoll (OLIVEIRA et el., 2011).

O LPS de E. coli é composto de subunidades repetidas de residuos dos acucares de
glucosamina, galactosamina, glicose, galactose e ramnose (MCINTIRE et al., 1967). Como
esperado, o0s resultados experimentais demonstraram que o sistema sensor de ConA
interage com os residuos glicosil na estrutura do LPS de E. coli.

Entre os polimeros reconhecidos pela ConA, podemos destacar os &acidos
lipoteicéicos. Além disso, os &cidos lipoteicdico, um constituinte comum da parede celular,
citoplasma, e, ocasionalmente, da capsula de bactérias Gram-positivas, podem reagir com
lectinas em virtude de residuos D-Glc ou GIcNAc encontrados em algumas formas deste
polimero (BARKER & SOMERS, 1970).

Além disso, a capacidade da ConA de reagir com acidos lipoteicoéicos glicosilados de
estafilococos e outros organismos tem sido relatada (PISTOLE, 1981). Vale salientar que a
ConA se liga ao acido lipoteicoico de S. aureus, no qual residuos de GIcNAc estdo ligados
(REEDER & EKSTEDT, 1971). A ConA mostra respostas diferentes a E. coli e S. aureus

devido a composicao das estruturas de LPS e LTA desses agentes patogénicos.
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Figura 18 — Diagramas de Nyquist de PANI, PANIG, PaniG-ConA-BSA, e LPS de E. coli (a)
e 4cido lipoteicoico de S. aureus (b) em diferentes concentracdes. (m)- PANI, (e)- PANIG,
(A)-PANIG-ConA, (V)-PANIG-ConA-BSA,(+)-PANIG-ConA-BSA-LPS/TLAsougmL, (+)-PANIG-
ConA-BSA-LPS/TLAougmL, (X)-PANIG-ConA-BSA-LPS/TLA125,gmL, ()-PANIG-ConA-BSA-

LPS/TLAs0ugimL, (-)PANIG-ConA-BSA-LPS/TLA0ugmL -

Pode ser observado na Fig. 19, que o didmetro dos semicirculos do sistema de ConA

com LPS de E. coli e LTA de S. aureus foram superiores ao do sistema sem LPS. Além
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disso, o bioeletrodo obtido apresentou uma resposta impedancia eletroquimica para lectina-
lipopolissacarideo/&cido lipoteicoico, num intervalo linear, com valores maximos de RCT em
concentracao fixa (200 pg/mL) para E. coli (1,50 kQ) e S. aureus (1,80 kQ) .

-1.4x10°
v PANIG-ConA-BSA
1.2x10°4 | ® PANIG-ConA-BSA-LPS E.coli
o  PANIG-ConA-BSA-LTA S.aureus
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Figure 19 — Impedancia elétrica das diferentes respostas do sistema PANIG-ConA-

BSA para LPS de E. coli e LTA de S. aureus em concentragao fixa (200 pg/mL).

A EIE é uma técnica util para discriminar as diferentes caracteristicas moleculares
das biomoléculas testadas. Além disso, os métodos de andlise, tais como EIE, representam
uma técnica alternativa para avaliar a interagdo entre a lectina e constituintes de bactérias

gram-positivas e gram-negativas.
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CONCLUSOES

No presente trabalho, foi proposta uma estratégia para o desenvolvimento de um
biossensor eletroquimico para detectar lipopolissacarideo e &cido lipoteicoico bacterianos
baseado em polimero condutor e lectina.

Espectroscopia de impedancia elétrica, espectroscopia Raman e Microscopia
eletrbnica de varredura foram utilizadas para caracterizar o processo de montagem do
eletrodo modificado e, os resultados demonstram que a lectina ConA mantém a sua
capacidade biol6gica para reconhecer carboidratos apdés a exposicdo na superficie do
eletrodo por um processo de biorreconhecimento, quando o sistema PANIG-ConA-BSA
interagiu com glicoconjugados de E. coli e S. aureus.

Apesar das quantidades reduzidas de LPS e LTA adsorvidas sobre a superficie do
biossensor, foi possivel observar, através do espectro Raman, um sinal fraco
correspondente a bandas de ligacfes glicosidicas e os anéis de agucar.

O biossensor apresentou boa resposta elétrica para lectina-lipopolissacarideo/acido
lipoteicéico, num intervalo linear, com valores maximos de RCT em concentracao fixa (200
pg/mL) para E. coli (1,50 kQ) e S. aureus (1,80 kQ).

Dessa forma, o sistema de reconhecimento proporciona uma interface biomimética

apropriada para a detecgdo de LPS e &cido lipoteicoico bacterianos.
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PERSPECTIVAS

A caracterizagdo dos filmes polianilina e da lectina Concanavalina A realizada neste
trabalho forneceu uma quantidade de informacdes que subsidiariam o desenvolvimento de
novos projetos. Dentre as diferentes possibilidades discutidas ao longo da realizacdo desta
dissertacdo de mestrado, poderiam ser citadas as seguintes linhas de pesquisa:

e Avaliar o sistema de reconhecimento frente a outros LPS;

¢ Imobilizacdo de mais tipos de lectinas, além da ConA, sobre a matriz polimérica;

o Estudo da influéncia da albumina do soro bovino (BSA) e glicina (Gli) no bloqueio
dos sitios ativos remanescentes;

e Avaliacdo da influéncia do pH e da concentragéo lectinica sobre a adsorcao fisica
das lectinas.
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