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SILVA, Caigue Tavares. Sistema sensor baseado em nhanocompodsito de
polipirrol-nanoparticulas de ouro e 6xido de grafeno aplicado a detecgdo de
bactérias de interesse clinico. 2023. 62. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um grave problema
socioeconémico, que além de ocasionar elevados custos aos servicos de saude,
aumentam a morbidade e mortalidade de pacientes internados. Os casos de IRAS
geralmente séo associados ao aumento da resisténcia bacteriana, causada pelo uso
indiscriminado dos antibidticos. Desta forma, um diagndstico rapido e preciso pode
auxiliar na resolucdo deste problema. Contudo, técnicas convencionalmente
empregadas na identificacao bacteriana, como testes bioquimicos, ELISA e PCR, sdo
demoradas, caras e complexas. Por essa razdo que o desenvolvimento de
biossensores apresentam-se como alternativa econémica e verséatil a identificagéo de
microrganismos, permitindo respostas sensiveis e especificas a um menor custo e
tempo. Os biossensores séo caracterizados por empregar componentes bioldgicos,
tais como enzimas, acidos nucleicos, anticorpos e entre outros, como elementos de
biorreconhecimento especifico. Os sinais emitidos podem ser amplificados e
aprimorados através da incorporacdo de nhanomateriais, como polimeros condutores,
nanoparticulas, derivados do grafeno, ou até mesmo combinacdes destes em
nanocompadsitos para aproveitar suas diversas propriedades. Neste principio, buscou-
se desenvolver um biossensor baseado no nanocompdésito de polipirrol-6xido de
grafeno-ouro associado ao peptideo antimicrobiano Lt-MAP4 como biorreceptor para
identificacdo e diferenciacdo de bactérias de interesse clinico. Além disso, realizou
analise do nanocompdésito frente as técnicas de espectroscopia UV/visivel e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, no qual demonstraram
a incorporacdo e constituicio dos nanomateriais usados. A caracterizagdo do
biossensor foi obtida através da utilizacdo das técnicas eletroquimicas de voltametria
ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Destas, foram
obtidas a corrente de pico anddico (ipa) e a resisténcia a transferéncia de carga (Rcr),
respectivamente, para andalise da cinética dos elétrons frente as modificacbes na
superficie do eletrodo de ouro. O sistema sensor foi submetido a identificacdo de
bactérias Gram-negativa e Gram-Positivas em suspensédo salina nas concentracdes
de 10'a 108 unidade formadora de col6nia por mL (UFC mL1). Os dados voltamétricos
e impedimétricos revelaram que o peptideo Lt-MAP4 apresenta uma maior afinidade
por bactérias Gram-negativas, devido a carga negativa da parede bacteriana rica em
lipopolissacarideos anidnicos. Essa observacdo foi confirmada quantitativamente
através dos valores de ipa e Rctao longo das concentracdes utilizadas. Desta forma,
0 sistema sensor desenvolvido mostra-se promissor, frente as técnicas convencionais,
na identificacdo de bactérias.

Palavras-chave: biossensores. identificagcdo. Gram-negativa. Lt-MAP4. peptideo
antimicrobiano.



SILVA, Caique Tavares. Sensor System based on nanocomposite polypyrrole-
gold nanoparticles and graphene oxide applied to the detection of bacteria of
clinical interest. 2023. 62. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAIS) are a serious socioeconomic problem, which
in addition to causing high costs for healthcare services, increases the morbidity and
mortality of hospitalized patients. HAI cases are generally associated with increased
bacterial resistance, caused by the indiscriminate use of antibiotics. Therefore, a quick
and accurate diagnosis can help resolve this problem. However, techniques
conventionally used in bacterial identification, such as biochemical tests, ELISA and
PCR, are time-consuming, expensive and complex. For this reason, the development
of biosensors presents an economical and versatile alternative to the identification of
microorganisms, allowing sensitive and specific responses at a lower cost and time.
Biosensors are characterized by employing biological components, such as enzymes,
nucleic acids, antibodies and others, as elements of specific biorecognition. The
emitted signals can be amplified and improved through the incorporation of
nanomaterials, such as conductive polymers, nanoparticles, graphene derivatives, or
even combinations of these in nanocomposites to take advantage of their diverse
properties. In this principle, we sought to develop a biosensor based on the polypyrrole-
graphene oxide-gold nanocomposite associated with the antimicrobial peptide Lt-
MAP4 as a bioreceptor for identifying and differentiating bacteria of clinical interest.
Furthermore, the nanocomposite was analyzed using UV/visible spectroscopy and
Fourier transform infrared spectroscopy, which demonstrated the incorporation and
constitution of the nanomaterials used. The characterization of the biosensor was
obtained using the electrochemical techniques of cyclic voltammetry (VC) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). From these, the anodic peak current
(ipa) and the charge transfer resistance (Rct) were obtained, respectively, to analyze
the kinetics of the electrons in the face of modifications on the surface of the gold
electrode. The sensor system was subjected to identification of Gram-negative and
Gram-Positive bacteria in saline suspension at concentrations of 10! to 108 colony-
forming units per mL (CFU mL?). Voltammetric and impedimetric data revealed that
the Lt-MAP4 peptide has a greater affinity for Gram-negative bacteria, due to the
negative charge of the bacterial wall rich in anionic lipopolysaccharides. This
observation was confirmed quantitatively through the ipa and Rcr values across the
concentrations used. In this way, the sensor system developed shows promise,
compared to conventional techniques, in identifying bacteria.

Key words: biosensors. identification. Gram-negative. Lt-MAP4. antimicrobial peptide.
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1 INTRODUCAO

As infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), como o0 nhome sugere,
sdo eventos adversos a intervencdo hospitalar. A prevencdo de tais infeccbes
consistem em um desafio global aos sistemas de saude (Lemiech-Mirowska et al.,
2021). Além comprometer diretamente a saude do paciente, aumentando a morbidade
e mortalidade, impacta em custos adicionais aos servicos de saude, onde no Brasil
estima-se ser 55% maior em pacientes com IRAS (Agéncia Nacional De Vigilancia
Sanitaria, 2021). Segundo o relatério liberado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a cada 100 pacientes em tratamento intensivo 15 serdo acometidos por IRAS
se de paises subdesenvolvidos, e sete se forem de paises desenvolvidos (OMS,
2022).

Casos de sepse e IRAS estdo associados ao aumento da resisténcia
bacteriana, favorecida pelo uso indiscriminado de antibiéticos, alertando a utilizagéo
de terapias efetivas que dificultem a inducédo de resisténcia (Bassetti et al., 2022;
Wattal et al., 2020). De acordo com o relatério da Global Antimicrobial Resistance and
Use Surveillance System (GLASS), indices elevados de resisténcia bacteriana foram
verificados em bactérias causadoras de sepse hospitalar, bem como, maior
resisténcia aos tratamentos de primeira linha nas infecgdes mais frequentes por
Escherichia coli (OMS, 2022). Estima-se que 700 mil mortes anuais sejam
ocasionadas por microrganismos resistentes a antibidticos, impactando em um
montante estimado de US$ 100 trilhdes em custos até 2050, comparavel a crise
econdbmica de 2008 (MAJUMDER et al., 2020; THE WORLD BANK, 2016). Desta
forma, técnicas diagndsticas rapidas e de baixo custo reduziriam a incerteza
terapéutica, direcionando a antibioticoterapia, além de dar segmento ao paciente.

As técnicas tradicionalmente empregadas na bacteriologia, como a
microscopia, o cultivo em Agar e os testes bioquimicos, apesar de bem consolidadas
enfrentam limitacGes. A falta de especificidade da microscopia e o tempo para
crescimento nos meios de cultivos, dificultam as intervencdes médicas imediatas.
Além disso, técnicas imunoenzimaticas como ELISA e moleculares como a PCR em
tempo real (QPCR) exigem equipamentos caros, reagentes, profissionais capacitados
e processamento prévio das amostras (Hoyos-Nogués et al., 2018). Em virtude disso,

0 desenvolvimento de biossensores se mostrou uma alternativa eficiente, econémica
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e versatil na investigacdo de microrganismos (Silva Junior et al., 2022; Liang et al.,
2022).

Um biossensor é constituido por trés elementos: receptor biologico, que pode
ser enzimatico, proteico, imunoloégico ou mesmo nuclear, capaz de reconhecer um
elemento alvo especifico; transdutor, que traduz de maneira mensuravel os sinais
liberados da interacao receptor bioldgico-alvo; detector, que processa as informacgdes
antes apresenta-las (Bhalla et al., 2016; Leva-Bueno et al. 2020). Os transdutores
classificados como eletroquimicos, por converter a energia quimica do
biorreconhecimento em energia elétrica, mostraram-se mais empregados no
biossensoriamento de patdégenos do que transdutores Opticos e mecanicos. Isso
decorre por terem menores custos, respostas rapidas, boa sensibilidade e
especificidade, além de permitir plataformas compactas e portateis (Cesewski et al.,
2020). Adicionalmente, o uso de nanomateriais como polimeros condutores,
nanoparticulas, derivados do grafeno, ou mesmo a combinacao desses elementos em
nanocompositos, possibilita a amplificacdo e refinamento dos sinais gerados no
processo de biorreconhecimento.

Peptideos antimicrobianos (AMPSs) sao oligopeptideos pertencentes ao sistema
imune inato de varios organismos vivos. Sao caracterizados por sua especificidade,
especialmente na defesa contra microrganismos patogénicos (como bactérias, virus
e fungos), além de que alguns demonstrarem atividade anti-tumoral (Lazzaro et al.,
2020). A latarcina-3a (Ltc-3a), obtido do veneno da Lachesana tarabaevi, foi utilizada
como molde para produzir uma geracao de AMPs sintéticos, nomeados como Lt-
MAPs. Os anélogos Lt-MAP1, Lt-MAP2 e Lt-MAP3 demonstraram atividades
antimicrobiana, anti-biofilme e antitumoral, em maior ou menor grau que o peptideo
parental (Ltc-3a) (Moraes et al., 2022). O peptideo Lt-MAP4 (AKKLAKYLKKA) foi
desenhado com base no analogo Lt-MAP3 (LAKKLAKYLKKAL) por meio da delecao
dos residuos de Leul e Leul3 nas extremidades da cadeia.

O presente estudo busca desenvolver uma plataforma bioeletroquimica
baseada no nanocompoésito de PPy-AuNPs-GO associando ao peptideo Lt-MAP4
como mecanismo de reconhecimento bacteriano. Avaliando o sistema atraves das
técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). Espera-se que a plataforma identifique e diferencie as amostras

bacterianas de interesse médico ao longo das concentracdes empregadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE — IRAS

As infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) compreendem
qualquer infeccdo resultante a prestacdo de servicos de atencdo a saude.
Antigamente referida como infeccdo hospitalar, teve seu termo ampliado para
englobar outros locais que também realizam cuidado e assisténcia a saude. Deste
modo, as IRAS ndo se restringem aos hospitais, mas a qualquer local que realize
procedimentos ambulatoriais, tais como asilos, clinicas de hemodialise, instituicdes de
longa permanéncia e clinicas odontoldgicas (Silva; Padoveze, 2011). Contudo, a
maior parte das IRAS intercorrem nas unidades de terapia intensiva (UTIs), que
prolonga a permanéncia destes pacientes, cominando no aumento da mortalidade e
das despesas hospitalares. Estima-se que 17% a 51,4% dos pacientes hospitalizados
nas UTIs poderdo adquirir uma IRAS ao longo da sua estadia. Portando, deve-se
avaliar os riscos potenciais de infec¢cao ao admitir o paciente nas UTIs a fim de garantir
qualidade de vida e minimizar os impactos associado as IRAS (Zhang et al., 2019)

As IRAS constituem um grave problema socioecondmico. Estima-se que por
ano 1,7 milhdo de pacientes adquiriam IRAS nos Estados Unidos, nos quais 100 mil
evoluem ao 6bito. Isso reflete diretamente na economia, gerando um gasto anual
aproximado de 30 bilhdes de ddlares (Leoncio et al., 2019). Na Unido Europeia néo é
diferente, com aproximadamente 4 milhdes pessoas diagnosticadas e 37 mil Obitos
relacionados, as IRAS continuam sendo uma das principais causas de custos nas
UTls (Silva et al., 2022). No entanto, a escassez de recursos, a falta de estudos
epidemioldgicos e a falta de fiscalizacéo, entre outros fatores, contribuem para que as
IRAS sejam significativamente mais comuns em paises em desenvolvimento (Leal et
al.,, 2021). Apesar da compreensdo limitada despeito do &nus econdmico,
especialmente nos paises subdesenvolvidos, estima-se que o0s custos diretos e
indiretos associados as IRAS como perda de produtividade devido a morbidade e
mortalidade, girem entorno dos varios milhdes de ddlares (ali et al., 2018; Storr et al.,
2017).

Ainda que seja complexa a delimitacdo, fatores como a idade, presenca de
comorbidades, realizacéo de procedimentos cirargicos e uso de dispositivos invasivos

sdo aspectos favoraveis ao desenvolvimento das IRAS. Segundo levantamento
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epidemiologico feito nos Estados Unidos, 6% dos pacientes traumatizados séo
afetados por infecgbes durante seu tratamento devido a dispositivos invasivos e
cirurgias extensas (Hessels et al., 2020). Segundo Reghu et al. (2014), as infec¢des
mais comuns incluem as infec¢ces do trato urinario, infec¢cdes em feridas cirdrgicas,
pneumonia e infecgdes na corrente sanguinea (Figura 1). Ainda de acordo com Reghu
et al. (2014), 80% das infeccbes urinarias sdo atribuiveis ao cateter uretral
permanente, enquanto a infeccdo de ferida cirirgica se associa a contaminagao
bacteriana direta no sitio cirargico, que difere da pneumonia nosocomial ligada a
ventilagdo mecanica e da infec¢do da corrente sanguinea associado ao cateterismo
vascular, por estarem associado a contaminacdo do dispositivo. Na analise de
prevaléncia conduzida nos EUA, as infec¢cbes gastrointestinais causadas por
Clostridioides difficile ficaram em segundo lugar entre as infec¢des relacionadas aos
cuidados de saude, perdendo apenas para a pneumonia (Magill et al., 2018). Por outro
lado, em nacBes em desenvolvimento, as infeccbes do sitio cirdrgico ocupam a
posicdo principal entre os casos de infec¢Bes hospitalares, com uma incidéncia

significativamente maior do que em paises desenvolvidos (Allegranzi et al., 2011).

2,4% 2,4% 2,4% M Trato Respiratdrio

M Trato Urinario
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Infecgdes de Pele // Partes Moles

Ferida Operatdria

Figura 1. Principais sitios anatdmicos acometidos por IRAS em UTI. Fonte: Retirado de Costa et al.,
2019

2.1.1 IRAS no Brasil

A portaria n® 2.616 do Ministério da Saude do Brasil caracteriza as IRAS como
qualquer intercorréncia que ocorra ap0s 72 horas a sua admissédo do paciente, ou
anteriormente, desde que estejam diretamente associadas ao cuidado de saude

fornecido (Lopes Araujo et al., 2018). No Brasil, a taxa de incidéncia das infec¢des
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nosocomiais corresponde a 22,8%, 0 que representa mais que o0 dobro em
comparacao com nacdes europeias desenvolvidas (Gomes et al., 2020). Isso tem um
impacto direto nos servicos de saude tanto publicos quanto privados, resultando em
um aumento no consumo de recursos devido ao periodo de internacdo prolongado.
Um levantamento nacional apontou um paciente com IRAS causa uma despesa de
US$ 262,72/dia a mais do que aqueles sem esse tipo de infeccdo (Tabela 1). Os
gastos equivalem a 18% do custo diario total, associados a permanéncia destes
pacientes (Kiffer et al., 2015).

Tabela 1. Custo de ocupacao diaria de paciente com / sem IRAS.

CUSTO MEDIO (US$) INTERVALO DE CONFIANGA  CERTEZA

Total de pacientes internados c/ IRAS US$ 25.075,53 US$ 11.455,18 — US$ 53.998,43 90%
Total de pacientes internados sem IRAS US$ 113.147,57 US$ 54.698,44 — US$ 214.340,06 95%
Por paciente internado c/ IRAS Us$ 737,13 US$ 318,29 — US$ 4.125,97 85%
Por paciente internado sem IRAS US$ 474,35 Us$ 215,76 — US$ 857,88 95%

Fonte: Retirado de Kiffer et al., 2015.

Dentre os microrganismos predominantes nas infec¢cdes nosocomial (Tabela
2), destacam-se as bactérias Gram-negativas, que representou 71,05% dos casos
isolados nas UTIs na cidade de Natal, sendo o Acinetobacter sp. o tipo mais
encontrado (Lopes Aradjo et al., 2018). Contudo, nas infec¢des por ponta de cateter,
o Staphylococcus spp. foi género mais frequentemente identificado, atribuido a sua
consideravel resisténcia ambiental, que possibilita contaminar superficies por longos
periodos de tempo (Gomes et al., 2020). Esses dados correlacionam-se com a
resisténcia antimicrobiana, onde o Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos
lidera com uma prevaléncia de 77,7% dos isolados, seguido pelo Staphylococcus
coagulase negativo resistente a oxacilina, com 72,2%. A pneumonia associada a
ventilagdo mecanica (PAV) foi a categorias de infecgbes mais prevalente nas UTIs,
registrando em 11,50%, superando as infec¢des do trato urinario e as infecgcdes na
corrente sanguinea, que representaram 4,70% e 4,40% respectivamente (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéaria, 2017).

Desde 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) assumiu a
responsabilidade de monitorar as IRAS no pais, coordenando as diversas instancias
de controle dessas infec¢gbes. Buscando atender os objetivos estabelecidos pela

OMS, a avisa criou em 2013 o Programa Nacional de Prevencdo e Controle de
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Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (PNPCIRAS). O PNPCIRAS em sua
terceira versao, com vigéncia de 2021-2025, tem como objetivos incentivar os
programas de prevencao e controle das IRAS, aprimorando o Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica, com intuido de reduzir a incidéncia das principais IRAS e
prevenir a disseminagdo de microrganismos multirresistentes (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2021). No entanto, ha obstaculos a serem enfrentados, incluindo
as dificuldades enfrentadas pelos hospitais de menor porte em estabelecer Comissfes
de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), aléem das questbes relacionadas a
abrangéncia e fiscalizacdo das instituicdes de salude em todo o extenso territorio
(Padoveze; Fortaleza, 2014).

Tabela 2. Principais microrganismos causadores de IRAS em UTIs brasileiras entre o periodo de
2000 a 2016.

MICRORGANISMOS N %
Pseudomonas aeruginosa 10 23,8
Staphylococcus aureus 6 14,3
Acinetobacter baumannii 6 14,3
Klebsiella pneumoniae 5 11,7
Acinetobacter sp 4 9,5
Pseudomonas spp 2 4.8
Klebsiella spp 2 4.8
Staphylococcus spp 1 24
Staphylococcus coagulase negativa 1 24
Proteus mirabilis 1 2.4
MRSA (Staphylococcus aureus Meticilina Resistente) 1 24
Enterobacter aerogenes 1 2,4
Citrobacter koseri 1 2.4
BGN (Bacilos Gram Negativos Ndo Fermentadores) 1 2,4
Total 42 100

Fonte: retirado de Costa et al., 2019.

2.1.2 Resisténcia aos antibidticos

A resisténcia antimicrobiana (RAM), caracterizada pela auséncia ou baixa
sensibilidade aos antibidticos preconizados, constitui uma das grandes preocupacoes
no mundo moderno (Figura 2). As infec¢gbes causadas por microrganismos resistentes

(MOR) ou multirresistentes (MOMR) trazem sérios impactos aos sistemas de saude,
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aumentando morbidade e mortalidade, resultando em prejuizos com uso de
antibiéticos de ultima geracdo (Maia et al., 2021). A prescri¢ao frequente e, por vezes,
inadequada de antibidticos contribui para a selecdo de MOR, que representam uma
das principais origens das IRAS em UTIs (Morosini et al., 2018). Estima-se que nos
Estados Unidos haja quase dois milhdes de casos de infec¢des causadas por MOMR,
resultando em mais de 23 mil mortes, o que acarreta um gasto anual de
aproximadamente 20 bilhdes de ddlares (Leoncio et al., 2019). Diante do constante
aumento da resisténcia, o futuro mostra-se alarmante, onde prevé que até 2050 cerca

de 10 milhdes de mortes anuais serdo atribuidas as MOMR (Maia et al., 2021).
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Figura 2. Mecanismos de resisténcia encontrados em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Fonte: Modificado de Bharadwaj et al., 2022.

No ano de 2015, o Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas
(ECDC) constatou que 39% das infecgbes, entre os Estados-membros da Unido
Europeia e do Espaco Econdmico Europeu, eram ocasionadas por bactérias
resistentes a antibioticos de ultima geracao (Cassini et al., 2019). Entre esses MOMR,
destaca-se o grupo nomeado como ESKAPE, que reldne as principais espécies
resistentes as classes de antibioticos utilizadas atualmente. O termo ESKAPE,
inicialmente apresentado por Rice, inclui o Enterococcus faecium resistente a
vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Klebsiella pneumoniae

multirresistente, Acinetobacter baumannii multirresistente, Pseudomonas aeruginosa
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resistente a fluoroquinolonas e o Enterobacter spp. multirresistente (Denissen et al.,
2022; Morosini; Cantén, 2018). Diante do aumento constante do perfil de resisténcia
antimicrobiana aos antibidticos mais avancados, a OMS recomenda o
desenvolvimento de novos medicamentos e opcdes de tratamento alternativas que

sejam eficazes contra os MOMRs (Bharadwaj et al., 2022).

Tabela 3. Recomendacéo de novos antibiéticos segundo a OMS.

CLASSIFICAGAO DA OMS DE “PATOGENOS PRIORITARIOS” PARA OS QUAIS SAO
URGENTEMENTE NECESSARIOS NOVOS ANTIBIOTICOS

PRIORIDADE CARACTERISTICA PRINCIPAL DE RESISTENCIA
Critico
Pseudomonas aeruginosa Carbapenems Carbapenémicos
Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Enterobacteriaceae multirresistentes Carbapenémicos e 3°. gen. cefalosporinas
Alto
Staphylococcus aureus Meticilina, vancomicina intermediaria
Enterococcus faecium Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp. Fluoroquinolonas
Salmonella enterica Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae 3°. gen. cefalosporinas, fluoroguinolonas
Médio
Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluoroquinolonas

Fonte: Modificado de Morosini et al., 2018.

2.2 TECNICAS CONVENCIONAIS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Diferentes técnicas microbiologicas podem ser aplicadas no reconhecimento
bacteriano. Tipicamente, a microscopia € empregada na triagem inicial, especialmente
para distinguir entre Gram-negativos e Gram-positivos, enquanto meios de cultura e
testes bioquimicos sao subsequentemente utilizados para realizar a identificacéo final

do microrganismo.
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2.2.1 Microscopia

Na microbiologia, microscopia Optica constitui uma das técnicas mais basicas
na descricdo e identificacdo microrganismos. Inicialmente conduzido por Van
Leeuwenhoek no século XVII, a microscopia trouxe grandes contribui¢des cientificas.
Entre os trabalhos, destaca-se a contribuicdo de Hans Christian Joachim Gram que
permitiu separa as bactérias em dois grandes grupos segundo a sua afinidade aos
corantes utilizados (Mohamad et al., 2014; Rohde, 2011). Hans C.J. Gram observou
que algumas bactérias permanecia coradas em violeta, mesmo apoés utilizado o
descorante, definidas como Gram positivas, enquanto outras adquiram a cor do
corante de fundo, classificando-as como Gram negativas. A microscopia Optica
permitiu classificar as bactérias segundo a sua forma, tamanho, arranjo e coloragéo
(Rohde, 2011). As caracteristicas morfologica das bactérias permitem, deste modo,
ter uma identificacdo presuntiva do agente microbiano. Contudo, ha limitacbes na
visualizacdo de certas estruturas devido ao pequeno diametro, como os flagelos,
necessitando assim de técnicas adicionais para sua observacdo, além de serem

inespecificas (Mohamad et al., 2014).

2.2.2 Coloracdo de GRAM

A coloragdo de Gram, conforme o trabalho de Hans C.J. Gram, classificar as
bactérias em Gram-positivos e Gram-negativos segundo a permeabilidade da parede
bacteriana ao corante cristal violeta (Mohamad et al., 2014). Essa caracteristica deve-
se a composicao da parede bacteriana, na qual paredes ricas em peptidoglicano
dificultam que o corante primario cristal violeta seja removido. Por outro lado, paredes
constituidas predominantemente por acidos graxos, como lipopolissacarideos e
lipoproteinas, sao facilmente descoradas pela acdo de um descorante. O processo de
coloragdo de Gram inicia-se com a coloracdo das células bacterianas com o cristal
violeta, depois de serem previamente fixadas a lamina. Em seguida, o lugol é
adicionado para fixar o corante primario as estruturas celulares, ao formar o complexo
iodo-pararosanilina. Apos essa etapa, a lamina é submetida a uma descoloracdo com
alcool etilico (99,5%), seguido pela aplicagdo de um segundo corante, a safranina
como corante de fundo. Entre cada passo, 0 excesso € cuidadosamente eliminado

através de um fio de agua corrente. Apos secagem, a lamina esta pronta para ser
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observada no microscoépio (Martins et al., 2001). Contudo, algumas bactérias ndo se
coram naturalmente, além que cepas muito velhas de Gram-positivas podem ser mal

interpretadas como Gram-negativas, demonstrando a impreciséo da técnica.

2.2.3 Crescimento em meio de cultura

O avanco da microbiologia alcancado no século XIX sé foi possivel com a
descoberta dos meios de cultura. O microbiologista francés Louis Pasteur, além de
desconstruir a geracdo espontanea, foi responsavel por criar o primeiro meio de
cultura. Anos mais tarde, Robert Koch criou um meio cultura sélido baseado em Agar,
o qual é utilizado até hoje, possibilitando assim o isolamento e obtencédo de culturas
puras (Bonnet et al., 2020). As caracteristicas morfolégicas, como cor, tamanho e
aspecto das colbnias, podem fornecer indicios do tipo ou género bacteriano cultivado.
No entanto, em muitos casos, substratos cromogénicos ou fluorogénicos sao
utilizados para destacar reacfes enzimaticas especificas das bactérias de interesse.
Deste modo, resultando na formacédo de cores ou a emisséo de fluorescéncia quando
h& crescimento com a atividade enzimatica correspondente (Franco-Duarte et al.,
2019).

Outra abordagem é o emprego de meios seletivos no isolamento de espécies
ou géneros bacterianos desejados, utilizando-se de inibidores para eliminar a flora
microbiana indesejada. Geralmente, o0 meio seletivo € composto por um meio base ao
qual séo adicionados antibioticos, corantes, sais ou até mesmo outros microrganismos
gue atuem nesta seletividade (Bonnet et al., 2020). No entanto, uma das principais
desvantagens continua sendo o tempo de incubacé&o requerido para o crescimento,
gue pode variar de 16 a 48 horas. Apesar de sugestivos, esses meios nao sao
completamente especificos, demandando a confirmacédo através de outras técnicas,
0 que por sua vez estende o tempo necessario para a identificacdo (Varadi et al.,
2017).

2.2.4 Testes bioguimicos
As espécies bacterianas exibem atividades bioguimicas distintas,

principalmente aquelas relacionadas ao metabolismo, o que permite diferencia-las

segundo a sua expressao (Al-Joda et al., 2021; Shoaib et al., 2020). As provas
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bioguimicas constituem um dos principais métodos de identificagdo na microbiologia
(Zhou et al., 2015). Dentre as principais provas, destacam-se os testes de catalase,
coagulase e reducao de nitrato na identificacdo de bactérias Gram-positivas, enquanto
os testes de oxidase, urease, indol e vermelho de metila sdo mais aplicados nas
bactérias Gram-negativas (Al-Joda et al., 2021; Shoaib et al., 2020).

Contudo, a bioquimica convencional mostrasse bastante demorada, podendo
variar entre algumas horas a varios dias. Assim, a utilizacdo de testes bioquimicos em
sistemas automatizados mostra-se mais vantajoso ao permitir a identificacdo em
poucas horas. No entanto, inconsisténcias podem ser ocasionadas por tais aparelhos.
Isso foi constatado durante a avaliagdo do sistema automatizado VITEK®-2, o qual,
em comparacdo com o0s testes bioquimicos convencionais, revelou uma taxa de
discordancia de 20,83% (Ravea et al., 2019).

Métodos fenotipicos, como os testes bioquimicos, possuem limitagdes devido
a capacidade dos microrganismos de alterar suas caracteristicas. Fatores ambientais,
como as condi¢cdes de crescimento, podem ocasionar estresse fisiolégico que afeta o
crescimento. Além disso, mutacdes genéticas podem levar a expressao de outras
fenétipos (NG; OV, 2016).

2.3 TECNICAS INOVADORAS

2.3.1 Imunoensaios

Os imunoensaios ganharam grande espac¢o na medicina moderna ao permitir
detectar e quantificar antigenos e anticorpos. O principio das técnicas em si sédo
similares, uma vez que exploram a interacdo especifica entre antigenos e anticorpos
(Wang et al., 2022). Algumas destas técnicas utilizam marcadores fluorescentes ou
quimioluminescentes conjugados aos anticorpos para amplificacdo do sinal,
facilitando a visualizagcdo ou a deteccdo por instrumentos (Bender; Muhlen, 2008).
Dentre as principais técnicas de imunoensaio empregadas no diagnéstico
microbiolégico, destaca-se a imunocromatografia, a imunofluorescéncia e o ELISA
(Perantoni et al., 2019). O ensaio de imunoabsorgéo enziméatica (ELISA), em especial,
tem sido empregado na deteccdo de varias bactérias de importancia clinica e
alimentar (Guo et al., 2018; Jackson et al., 2019). Variacdes da técnica, como o ELISA

em papel, possibilitam a reducdo de custos com equipamentos e reagentes, bem
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como, diminuir os danos ambientais com residuos, tornando-a mais viavel na
deteccdo de patégenos bacterianos (Pang et al., 2018). Contudo, apesar do ELISA
facilitar a analise de varios microrganismos em amostras biolégicas, as técnicas de
imunoensaios sdo menos sensiveis. Além disso, demandam de etapas complexas de
processamento, que por muitas vezes necessitam de invencdo humana (Chen et al.,
2021; Perantoni et al., 2019; Wang et al., 2022).

2.3.2 Biologia molecular

Desenvolvida no século XX, a biologia molecular revolucionou diversas areas
de pesquisa, incluindo a identificacdo de microrganismos. Além de exigirem
guantidades minimas de material genético, as técnicas de biologia molecular
possibilitam a analise da resisténcia antimicrobiana e a determinacdo de relacbes
filogenéticas (Church et al., 2020; Peranton et al., 2019). Dentre as principais técnicas,
destacam-se aquelas baseadas na hibridizacdo, amplificacdo ou sequenciamento do
material genético (Varadi et al., 2017). A metodologia de amplificacdo de acidos
nucleicos sdo uma das mais aplicadas no diagnéstico de doencas infecciosas. Neste
procedimento, inicialmente realiza-se a extracdo do material genético do patdégeno, no
qual o alvo é processado e purificado antes de ser realmente amplificado para
identificacdo. Com diversas variacdes, a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) continua sendo a metodologia de amplificacdo mais empregada (Leeuwen,
2009).

Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) apresenta
alta sensibilidade e especificidade, permitindo monitorar e quantificar os produtos
gerados na amplificagéo (Perantoni et al., 2019; Sonawane et al., 2013). Isso deve-se
ao uso de sondas fluorescentes que associado a analise computacional gera
respostas rapidas e precisas. Diferindo daqueles baseado de eletroforese em gel de
agarose. No entanto, as técnicas de amplificacdo apresentam limitagdes intrinsecas,
como incapacidade de identificar multiplos patégenos simultaneamente, o risco de
contaminacgdes cruzadas (falsos-positivos) ou mesmo a acdo de inibidores (falsos-
negativos)(Leeuwen, 2009; Perantoni et al., 2019; Varadi et al., 2017). Aléem disso,
apresentam alto custo com equipamentos e reagentes, necessidade de profissionais

especializados e ambiente devidamente controlado.
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2.4 BIOSSENSORES

Os biossensores séo dispositivos analiticos altamente seletivos que permitem
respostas quantitativas e qualitativas de inUmeras amostras (Park, 2020). O termo
"biossensores”, originalmente proposto por Clark e Lyons em 1962, refere-se a
qualquer dispositivo que utilize de elementos biolégicos, como proteinas, enzimas,
acido nucleicos e anticorpos, no reconhecimento de alvos especifico através dos
sinais fisico-quimicos liberados (Castillo-Henriquez et al., 2020; Ramesh et al., 2023)
. Deste modo, a estrutura basica de um biossensor, constitui-se por um "biorreceptor”
gue realizara o reconhecimento do alvo, um transdutor fisico-quimico que traduzira o
biorreconhecimento de maneira a ser compreendida pelo detector (Figura 3) (Kim et
al., 2019).

Os biossensores tém despertado grande interesse devido a sua notavel
especificidade e sensibilidade, sendo vistos como alternativas as técnicas analiticas
tradicionais. Essa evolucdo impulsionou a utilizacdo de biossensores em diversos
setores, incluindo a saude, a inddstria alimenticia e a preservacdo ambiental, devido
a capacidade de identificar rapidamente e com precisdo substancias como drogas,
toxinas alimentares, produtos quimicos e microrganismos patogénicos. No entanto,
muitas pesquisas se concentram em sua aplicacdo como potenciais ferramentas de
diagnéstico. Esse desenvolvimento envolve um trabalho multidisciplinar, integrando
conhecimentos de diversas areas, como quimica, fisica, biologia, engenharia e

nanotecnologia (Carpenter et al., 2018; Chircov et al., 2020).

Analito Bioreceptor Transdutor Mensuramento
p— do Sinal
nzima —
> —_ Substancia ::> Eletrodo
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Alteragdo E— Eletrodo
P 2 RNA — de pH de pH
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[ ] .. [ ] » Anticorpo | == ator = ermistor Elétrico
> J— Antigeno = Luz E— Contador
s De fétons
Célula —
> o — Alteragdo E— Dispositive Detector
Microrganismo :> de massa piezoelétrico

Transducao do Sinal

Figura 3. Estrutura e composicéo de um biossensor, no qual temos o biorreceptor seletivo, o transdutor
de sinal e o detector. Fonte: Modificado de ARYA et al., 2012.
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2.4.1 Tipos de biossensores

De acordo com seus elementos, os biossensores podem ser classificados:
segundo ao tipo de biorreceptor utilizado, segundo o transdutor empregado na
converséo do sinal ou mesmo de acordo com o0 modo de reconhecimento. Apesar da
divisdo didética, diferentes arquiteturas de biossensoriamento podem ser
incorporadas, empregando elementos distintos na obtencdo de respostas mais

precisas e especificas.

2.4.2 De acordo com o seu biorreceptor

A escolha do biorreceptor € um passo crucial na construcdo de um biossensor,
no qual deve-se pensar nas caracteristicas do analito alvo, no tipo de resposta que se
deseja obter e nas possiveis desvantagens. Os biossensores podem ser
categorizados de acordo com o tipo de biomolécula utilizada, seja uma enzima, um

nucleotideo, um anticorpo, ou ainda pelo uso de microrganismos completos.

2.4.2.1 Genossensor

Genossensores sdo empregados no reconhecimento de sequéncias
especificas de material genético através do uso de &cidos nucleicos. Sondas de
nucleotideos, ou mesmo agentes intercalantes, realizam o anelamento especifico com
0s pares de base complementares na fita alvo. Isso possibilita uma maior seletividade
no reconhecimento, resultando em sistemas altamente especificos para a
identificacdo de patdgenos, contaminacdes ou ainda mutacdes genéticas (Garcia-
Melo et al., 2022).

2.4.2.2 Microbiologicos

Microrganismos, devidamente imobilizados ao transdutor, atuam como
elementos de biorreconhecimento nos biossensores microbioldgicos. A utilizacdo de
micrébios, como bactérias, fungos e algas deve-se ao seu facil cultivo, que permite
manuseios simples, bem como maior viabilidade e estabilidade que células

complexas. Esses microrganismos equivalem-se, comparativamente, a uma “fabrica”
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de enzimas, coenzimas e cofatores, que quando devidamente ajustados (através do
blogueio ou inducdo de vias metabdlicas), propicia respostas altamente seletivas.
Essas caracteristicas viabilizam sistemas analiticos simplificados, baratos e com
otimos desempenho. Biossensores microbiologico ja foram empregados em

investigac6es ambientais, na industria alimenticia e na medicina (Su et al., 2011).

2.4.2.3 Imunossensor

Imunossensores, semelhante aos imunoensaios convencionais, caracterizam-
se pelo reconhecimento da interacdo especifica “anticorpo-antigeno”. Isso faz com
gue os imunossensores tenham alta especificidade e sensibilidade, no qual baseiam-
se na imobilizacdo de anticorpos, ou mesmo antigeno, a superficie do transdutor.
Esses sistemas apresentam protocolos de montagens bem mais simples, baratas e
rapidas que dos imunoensaios. Deste modo, permitindo dispositivos analitico portateis
ou sistemas de monitoramento em tempo real de moléculas como horménios, por
exemplo (Karachaliou et al., 2023; RICCI et al., 2012). Como alternativa as técnicas
imunoanaliticas convencionais, 0s imunossensores possibilitam diversas aplicacdes,
especialmente no diagndstico clinico de varias patologias, bem como, no controle

industrial e na fiscalizacdo de alimentos (Aydin, at al., 2021).

2.4.2.4 Enzimético

A alta especificidade das enzimas em relagdo a moléculas especificas,
juntamente com sua capacidade catalitica, levou a sua utilizacdo como biorreceptores
(Karunakaran at al., 2015). O glicosimetro, como primeiro biossensor a ser
desenvolvido, marcou o inicio de uma nova era na pesquisa cientifica, gracas ao
trabalho de Clark e Lyons (Zhao et al.,, 2017). Os biossensores enzimaticos
apresentam limites de deteccdo bem mais inferiores do que com ligacdes
convencionais. Essa caracteristica deve-se a catalise do substrato especifico pela
enzima, seguindo o principio chave-fechadura. Portanto, sistemas analitico baseado
em enzimas exibem maior seletividade e sensibilidade em comparacao a outros tipos
de biorreceptores (Karunakaran et al., 2015). Apesar do alto poder analitico, sao
facilmente influenciados por variacbes de temperatura, pH e concentracdo de

substrato/enzima (Navaee et al., 2019).
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2.4.3 Segundo ao evento de biorreconhecimento

2.4.3.1 Dispositivos de bioafinidade

Este grupo se destaca pela interacdo molecular especifica, que envolve pontes
de hidrogénio, interacdes idnicas ou dipolo induzido, entre os elementos sensores e
seus ligantes/alvos correspondentes. Desta forma, os biossensores baseados em
bioafinidade utilizam biorreceptores, como anticorpos, peptideos, acidos nucleicos,
microrganismos, entre outros, na identificacéo e diferenciagéo do analito (Piroozmand
et al., 2020).

2.4.3.2 Dispositivos biocataliticos

Estes dispositivos tem como principio a catélise enzimatica. Alta seletividade
das enzimas fazem com que ligar-se a alvos especificos. Assim, 0s biossensores
biocataliticos aproveitam os sinais elétricos gerados durante a catalise para a
identificacdo do alvo molecular, gerando um produto secundario. Tal metodologia
permite sistemas analiticos simples e compactos (Amaral et al., 2023).

2.4.4 De Acordo com o Transdutor

Dentre o0s principais transdutores destacam-se o0 eletroquimico, optico,

piezoelétrico e térmico.

2.4.4.1 Biossensor eletroquimico

Transdutores eletroquimicos convertem as informacfes quimicas dos
elementos incorporados, como concentracdo, COmposi¢ao e carga, em sinais elétricos
mensuraveis. Neste principio, as modificacbes entre o biorreceptor e 0 seu analito
resultardo em um perfil elétrico distinto, que pode ser classifico como amperomeétrico
(corrente), condutimétrico (condutancia), potenciométrico (potencial) ou impedimétrico
(impedancia). Biossensores eletroquimicos sdo amplamente difundidos, englobando

inumeras aplicagcdes, no reconhecimento de patogenos (Cesewski et al., 2020)
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2.4.4.2 Biossensor 6ptico

Os biorreceptores oOpticos traduzem as modificacdes fisico-quimicas
produzidas no biorreconhecimento por meio da alteracdo no espectro de luz, como
mudancas da fase, amplitude, polarizacao ou frequéncia da luz. Essa técnica permite
plataformas compactas, super-rapidas e sensiveis (Karunakaran et al., 2015).

2.4.4.3 Biossensor piezoelétrico

Transdutores piezoelétricos sao constituidos por um material piezoelétrico,
como cristais de quartzo, cuja frequéncia de oscilacdo € modificada quando ocorre a
ligacdo entre o biorreceptor e o analito. Essa variacao na frequéncia € proporcional a
massa do analito aderia a superficie do transdutor. Portanto, os biossensores
piezoelétricos permitem identificar e quantificar pequenas quantidades de massa do

alvo (Mabrouk et al., 2021).

2.4.4.4 Biossensor Térmico

Os transdutores calorimétricos, empregados em biossensores térmicos,
convertem a energia térmica das reacfes quimicas (exotérmica e endotérmica) em
sinais elétricos. Enzimas sdo comumente escolhidas como biorreceptores devido a
proporcionalidade entre os sinais térmicos gerados nas reacfes de catalise e a
guantidade de substrato presente (Amaral et al., 2023).

2.4.5 Técnicas eletroquimicas

A utilizacdo de biossensores eletroquimicos deve-se a sua simplicidade ao
permitir deteccdes rapidas e precisas, sem que demande grande processamento das
amostras. Além disso, podem ser facilmente integrados a dispositivos eletrénicos para
criar sistemas de deteccdo compactos, baratos e de facil manuseio. A deteccdo do
analito em sistemas eletroquimicos dependem do tipo de técnica eletroquimica
utilizada na interpretacdo dos sinais de biorreconhecimento. Dentre as principais
técnicas eletroquimicas destaca-se: potenciométrica, que registra as alteracdes no

potencial de circuito aberto; a amperométrica, que quantifica a corrente gerada nos
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processos de oxirreducd@o de espécies eletroativas; a impedimétrica, que quantifica a
impedancia resultante no sistema ao adicionar componentes a superficie do eletrodo
(Hammond et al., 2016; Ronkainen et al., 2010).

A

ER CE
\ e
ET”
a b

Figura 4. Célula eletroguimica (a) e eletrodo comercial (b) compostos pelo eletrodo de trabalho (ET),
eletrodo de referéncia (ER) e contra-eletrodo (CE) na deteccdo eletroquimica. Fonte: modificado de
Meneses, 2018.

Nas andlises eletroquimicas, geralmente utiliza-se um circuito composto por
trés eletrodos: trabalho (ET), referéncia (ER) e contra-eletrodo (CE) (Figura 4). Os
eletrodos tem grande impacto sobre as analises eletroquimicas, uma vez que podem
ser influenciadas pelo material utilizado, pelas dimensfes do eletrodo e até mesmo
por modificacdes em sua superficie. Além disso, a solucao eletroanaliticas tem grande
importancia sobre as reacdes realizadas adjacentes aos eletrodos. O eletrodo de
referéncia, como o nome sugere, oferece um potencial padronizado ao sistema,
enquanto que o contra-eletrodo possibilita o fluxo de corrente através do eletrodo de
trabalho. As reacdes eletroquimicas, bem como as modificacdes de superficie,
ocorrem sobre o eletrodo de trabalho. Este eletrodo geralmente é confeccionado por
um material com alta condutividade e estabilidade quimica, como platina, ouro ou
mesmo grafite (Grieshaber et al., 2008). Contudo, novos materiais tem sido utilizados

em diferente arquiteturas de biossensoriamento, como eletrodos flexiveis.

2.4.6 Espectroscopia de Impedancia eletroquimica (EIS)

Fenbmenos fisico-quimicos que ocorram na interface do eletrodo podem ser
caracterizados através da técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS) (SINGH et al., 2021). Tal técnica consiste na aplicagdo de um potencial elétrico

senoidal de baixa amplitude, cuja resposta no dominio da frequéncia fornece
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informacdes referente a impedancia. Essa caracteristica € bastante explorada no
desenvolvimento de biossensores impedimétricos, no qual a impedancia € medida ao
longo de um faixa de frequéncia (geralmente entre 100 kHz e 1 mHz). Deste modo, é
possivel observar a interagcdo do biorreceptor com analito através das variacbes
impedimétricas da EIS (Cesewski et al., 2020; Hammond et al., 2016). Esse processo
é demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Demonstracao do grafico de Nyquist (a) frente aos elementos do circuito equivalente de

Randles (b). Fonte: Préprio autor.

Normalmente, os resultados da impedancia eletroquimica sdo representados
em gréaficos de Nyquist ou Bode. No grafico de Nyquist, podemos identificar uma area
semicircular que corresponde ao processo de transferéncia de elétrons (componente
capacitivo, altura; processo resistivo, diametro), enquanto uma linha reta representa o
processo de difusdo (Figura 5a). Uma linha reta Unica se forma quando os elétrons
fluem livremente, ja& um grande semicirculo é gerado quando ha uma dificuldade na
transferéncia dos elétrons. Deste modo, a resisténcia a transferéncia de elétrons &
diretamente proporcional ao diametro do semicirculo (Karunakaran et al., 2015; Singh
et al., 2021). Modelos de circuito equivalente sdo frequentemente utilizados na
interpretacdo de dados impedimétricos, permitindo a sua comparagédo com elementos
de circuito passivos, como resistores e capacitores. Nas analises de EIS, o circuito
equivalente de Randles € o mais utilizado (Figura 5b). Esse circuito € composto pela:
resisténcia de solucéo eletrolitica (Rs); elemento de fase constante (CPE); resisténcia

a transferéncia de carga (Rcr) e impedancia de Warburg (Zw) (Cesewski et al., 2020)
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2.4.7 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria corresponde a um conjunto de técnicas eletroanaliticas que
utilizam a variacdo do potencial e a medi¢do da corrente resultante na caracterizacao
de um analito. A forma como o potencial € variado gera diferentes tipos de
voltametrias, tais como: polarografia, varredura linear, pulso normal, pulso reverso,
entre outras. Contudo, a voltametria ciclica (VC) é a técnica mais amplamente utilizada
devido a facilidade de obter informacfes sobre o potencial redox e a cinética de
reacdes eletroquimicas, na qual se baseia no principio de oxireducéo. A tensao na VC
€ mensurada entre 0 ER e o ET a medida que a corrente é registrada entre 0 ET e 0
CE. Deste modo, os resultados descritos no voltamograma Sdo expressos como
corrente em funcéo da tenséo (Grieshaber et al., 2008; Pacheco et al., 2013).

A presenca de picos reducao/oxidagao no voltamograma ciclico é explicada por
meio da equacado de Nernst, a qual descreve a resposta do sistema frente a mudancas
no potencial aplicado ou mesmo na uma variacdo na concentracdo de espécies na
solucéo. A relacédo entre o potencial da célula eletroquimica (E), o potencial padrao
das espécies (EO) e a atividade do analito oxidado (Ox) / reduzida (Red) em equilibrio

no sistema é descrita na equacao de Nernst:

E= E°+RT1<0x) E°+23026RTZ (0x>
"\Red 9910\ Red

no qual R é a constante universal dos gases, T € a temperatura, n € o numero de
elétrons, F é a constante de Faraday. Um voltamograma ciclico tipico € ilustrado na

Figura 6.
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Figura 6. Voltamograma ciclico mostrando uma reacéo reversivel. Fonte: modificado de Elgrishi et al.,
2018.
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Verifica-se que ao aplicar um potencial positivo (anddico) crescente (A-D),
ocorre a oxidagdo do par redox X (X --> X*) proximo a superficie do ET, resultando em
uma corrente de pico anddica (ipa) proporcional a concentracdo do analito. A reducéao
na ipa deve-se a saturacdo de X* na superficie do ET, que reduz o transporte de
massa, de modo que ndo havera mais reacdo de oxidacdo (C-D). Desta forma, a
varredura é invertida ao atingir o ponto de comutacao (D), variando negativamente o
potencial (catédico) aplicado. Esse retorno faz com que haja reducéo do par redox X*
na superficie do ET em X novamente (D-G). A corrente de pico catddica (ipc) gerada
(F) neste processo sera simétrica a ipa quando essa reacao for reversivel, como

exemplificado na Figura 6 (Elgrishi et al., 2018; Pacheco et al., 2013).

2.5 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS — AMPS

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) desempenham um papel crucial na
defesa inata de diversos seres vivos. Organismos como plantas e invertebrados néao
possuem um sistema de imunidade adaptativa e, portanto, dependem essencialmente
dos AMPs na defesa contra infec¢des provocadas por fungos e bactérias (Kumar et
al., 2018). Em 1939, o microbiologista René Dubos conseguiu isolar o primeiro AMP,
denominado gramicidina, a partir de cepas de Bacillus presente no solo. Desde entéo,
mais de 3.000 AMPs ja foram registrados (Li et al., 2022). Muitos desses peptideos
exibem um grande potencial terapéutico devido a sua seletiva atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-Positivas e Gram-Negativas (Mwangi et al., 2019). Essa
especificidade decorre das interacfes eletrostaticas precisas dos AMPs com a
membrana celular dos microrganismos. Os AMPs catibnicos demonstram uma maior
afinidade por membranas com carga negativa, devido a influéncia da carga cati6nica
gerada pelos residuos de arginina e lisina. Isso justifica a maior interagéo eletrostatica
com a parede bacteriana, que tem uma estrutura mais eletronegativa devido a
presenca do acido teicoico e do lipopolissacarideo, do que com membranas celulares
eucaridticas que ndo possuem carga (Boparai et al., 2019; Kumar et al., 2018;
Mwangi et al.,, 2019). Tais particularidades dos AMPs fazem com que sejam
explorados como potenciais antibidticos de proéxima geracdo contra microrganismos
multirresistentes (Li et al., 2022).

Outra aplicacdo dos AMPs € o seu uso como biorreceptores seletivos na

criacao de biossensores destinados a deteccéo de patdégenos. Isso decorre das suas
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propriedades inerentes de hidrofobicidade e carga, que lhes permitem ligar-se de
forma especifica a membranas bacterianas (Stern Bauer et al., 2023). A utilizagédo de
AMPs na deteccédo de bactérias tem sido desenvolvida e incorporada em diversas
areas e dispositivos desde o inicio do século XXI. Um dos primeiros usos ocorreu
na imagiologia médica, onde fragmentos de ubiquitina eram associados a isétopos
9MTc na construgdo de imagens. A capacidade de realizar modificagées quimicas
oferece uma consideravel versatilidade na integracdo dos AMPs em varias
metodologias de biossensoriamento, além de possibilitar a modulacdo do grau de
afinidade e da atividade bactericida (Pardoux et al., 2020). Além disso, séo de facil
obtencao e baixo custo de sintese, j& que podem ser selecionados dentro de um banco
de dados. Outra vantagem dos AMPs é devido ao seu baixo peso molecular, o que os
torna mais flexiveis e estaveis em comparacdo com os anticorpos ou moléculas mais
complexas. Essas peculiaridades favorecem a construgdo, acondicionamento

e reprodutibilidade dos biodispositivos baseados em peptideo (Tertis et al., 2021).
2.6 NONOMATERIAIS

O desenvolvimento de nanomateriais possibilitaram a criacdo de
nanotecnologias distintas, envolvendo varias areas de aplicacdo, especialmente no
campo biomédico (Mabrouk et al., 2021). Os nanomateriais podem ser constituidos
por estruturas de carbono, nanoparticulas metalicas, 6xidos metélicos, materiais
semicondutores, pontos quanticos e nanomateriais organicos, além dos
nanocompoésitos derivados da associacdo entre eles (Sheikhzadeh et al., 2021).
Devido suas caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, como propriedades
mecanicas, magnéticas, Opticas, térmicas, quimicas e elétricas, fazem os
nanomateriais serem bastante explorados na constru¢ao de novos biossensores (Su
et al., 2018; Ungureanu et al., 2022).

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam excelentes propriedades
opticas, bem como eletroquimicas, como acelerar a transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo e exercer atividade eletrocataliticas. A area de superficie
elevada das AuNPs favorecem a incorporacdo de moléculas para biossensoriamento
(Farzin et al., 2022; Yang et al., 2023). O 6xido de grafeno (GO), obtido pela oxidacao
do grafite, apesar de eletricamente resistivo apresenta grupos funcionais de oxigeno

(COOH, OH; C=0 e epoxi) que permitem a associagdo com outros nanomateriais mais
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condutores. Além de poder aperfeicoar a capacidade elétrica, esses grupos funcionais
dao ao GO maior biocompatibilidade com biomoléculas (Thangamuthu, 2019; Yildiz,
2021). O polipirrol (PPy) € um excelente polimero condutor de facil sintese, boa
estabilidade ambiental e alta condutividade eletrbnica. Dependendo do arranjo
estrutural, as propriedades condutivas do PPy podem ser aprimoradas, tornando-o
6timo na montagem de sensores eletroquimicos (Dzulkurnain et al., 2021; Hao et al.,
2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biossensor baseado no nanocompaésito de polipirrol-6xido de

grafeno-ouro associado ao peptideo antimicrobiano Lt-MAP4 como biorreceptor para

identificacdo e diferenciacdo de bactérias de interesse clinico.
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X/
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X/
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X/
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X/
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacdo fisico-quimica dos parametros relacionados as etapas de
modificacdo da superficie do eletrodo metalico;

Determinacdo das propriedades bioeletroquimicas da modificacdo covalente
de Lt-MAP4 e nanocompdésito de polipirrol-6xido de grafeno-ouro;

Avaliacdo dos fenbmenos interfaciais do sistema sensor e sua utilizacdo para
fabricacéo de biodispositivos;

Caracterizacdo da interacdo do sistema sensor com as bactérias Escherichia
coli, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens através
das técnicas de EIS e VC;

Avaliacdo teodrica do elemento de fase constante (CPE) e da resisténcia a
transferéncia de carga (Rcr) através de circuitos equivalentes.

Determinacdo das correntes de pico anddicas (ipa) e catdédicas (ipc) dos
voltamogramas ciclicos;

Utilizacdo da técnica de EIS para caracterizacdo impedimétrica da interacéo de
nanocompaosito de polipirrol-6xido de grafeno-ouro associado a Lt-MAP4 com

diferentes tipos de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
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4 METODOLOGIA

Conduziu-se uma pesquisa experimental, no qual desenvolveu e avaliou a
aplicacéo de um sistema sensor frente a bactérias de interesse clinico, utilizando-se

de andlises qualitativas e quantitativas, bem como estatistica dos resultados obtidos.
4.1 MATERIAIS

L-Cisteamina (cys) 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil), carbodiimida (EDC), N-
Hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Etanol,
FeCl3.6H20, Pirrol, NaCIO, alumina (0,04um). Fosfato de s6dio monobésico, fosfato
de sddio dibasico, ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)e]) e ferrocianeto de potassio
(K4[Fe(CN)s]) foram obtidos pela VETEC (Brasil). Peptideo Lt-MAP4
(AKKLAKYLKKA), agua ultrapura obtida pelo sistema de purificagdo Millipore Milli-Q
(Billerica, EUA), potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm,
Holanda), NOVA 1.11, Origin Pro 9 (OriginLab, EUA).

4.2 SINTESE DO NANOCOMPOSITO DE POLIPIRROL-OXIDO DE GRAFENO-OURO

Em um baldo de fundo chato, foram adicionados 20 mL etanol com 1,5 mL de
pirrol sob agitacdo. Posteriormente adicionou AuNPs (5 mL) e 30 mg de Oxido de
Grafeno (GO), mantendo sob agitacdo magnética constante por 1h (Figura 7). Em
seguida, foi preparado 200 mL de etanol com FeCls.6H20 (9g, 33 mM) que foi gotejada
na solucédo de Pirrol com AuNPs e GO, deixando sob agitacdo por 24h a 25°C. O
nanocompasito sequencialmente foi filtrado com dgua e acetona para remover o pirrol
e cloreto férrico e seco em estufa a 50°C. Posteriormente o nanocomposito foi

ressuspenso em agua deionizada/destila (1 mg/mL) para que pudesse ser usado.

20 mL de Etanol ” 1,5mL de Pirro O

AuNPs (5 mL) e Oxido de Etanol (200 mL) + FeCI3.6H20
Grgfeno %30 mg) g, 3:! mM),

Plei <]

PPy-AuNPs-GO _ . . 5
: Seco em estufa a 50°C Filtragdo com Agua e
Acetona

Figura 7. Sintese do nanocompdsito. Fonte: préprio autor
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4.3 MODIFICAGAO DA SUPERFICIE DO ELETRODO

O eletrodo de barra de ouro (BGE) foi polido suavemente em feltro com pasta
de alumina (0,04um), realizando movimentos circulares. Posteriormente, o BGE foi
novamente friccionando em lixa de alta granulacéo (1200) para retirar resquicios da
alumina aderida e deixado em imersédo de NaClO por 5 min. Com a superficie de ouro
limpa, deu-se seguimento a montagem da monocamada automontada (SAM),
imergindo o eletrodo em solucdo aquosa de cisteamina (50mM) por 15 min em
temperatura ambiente. Entre cada etapa de modificacdo o eletrodo foi enxaguado com
agua deionizada/destilada. Sequencialmente, a superficie de ouro como SAM foi
modificada adicionando 2 ali de EDC/NHS (0,4M / 0,1 M) (1:1, v/v) juntamente com 4
ML do nanocompésito (PPy-AuNPs-GO) até completa adsorcdo. Os grupos
carboxilicos (COOH) do 6xido de grafeno, ao serem ativados pelo EDC/NHS, geram
ésteres de NHS que permitem ligar-se a SAM através dos grupos amina livres da
cisteamina. ApoOs seco, cuidadosamente foi retirado com papel o excesso de
nanocompadsito em torno do eletrodo. Posteriormente, 2uL de EDC/NHS (0,4M / 0,1
M) (1:1, v/v) foi adicionado para ativar outras vez os grupos COOH do 6xido de
grafeno. Ao passar 5 min, gotejou-se 2uL do peptideo LT-MAP4 a superficie do
eletrodo, no qual permaneceu em incubacao por 20 min. O excesso de peptideos ndo
adsorvido foi removido um jato suave de agua deionizada/destilada na lateral do
eletrodo.

Com a montagem finalizada, capacidade analitica foi avaliada diante de
suspensdes bacterianas na ordem de concentracdo de 10 a 10° CFU mL™. O eletrodo
foi submerso por 5 min na suspensdo bacteriana, de modo que gera-se o
biorreconhecimento, realizando a andlise sequencial das concentracfes de cada
patogeno. A solucdo salina foi utilizada nas suspensdo dos microrganismos, com
intuido de manter sua integridade e viabilidade, prevenindo de mudancas brusca de
pH ou temperatura que causassem a sua morte (Zamzami et al., 2023). Dentre as

bactérias de importancia clinica foram avaliadas: S. aureus, K. pneumoniae e E. coli.

4.4 MEDICOES ELETROQUIMICAS

A caracterizagdo da plataforma biossensora, bem como, das respostas de

bioreconhecimento foram obtidas por meio de analises voltamétricas e
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impedimétricas. Os estudos realizam-se em uma estacdo de trabalho eletroquimica
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm, Holanda) em
temperatura ambiente. A célula eletroquimica foi composta por trés eletrodos, como
seguem: eletrodo de fio de platina como CE; eletrodo Ag/AgCI (saturado com KCI| 3
M) como ER; e, eletrodo de barra de ouro (BGE) como ET. Os experimentos com
voltametria ciclica (VC) foram realizados com o potencial digitalizado de - 0,2 até 0,7
V a uma taxa de varredura de 50 mV s™i. As verificagGes de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS) ocorreram sob potencial de onda senoidal com
amplitude de 10 mV e 30 pontos de dados distribuidos em uma faixa de frequéncia de
100 mHz a 100 kHz. Estudos eletroquimicos foram realizados dentro de uma gaiola
de Faraday, e na presenca de solucdo de 10 mM de ferro-ferricianeto de potassio
(Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]) (1:1, v/v) preparado em tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4
como sonda redox. O software empregado para interface grafica foi o NOVA 1.11
engquanto que a plotagem dos dados foram feitas no software Origin Pro 9 (OriginLab,
EUA)

45 MEDIDAS UV-VIS

A suspensdo do nanocompdsito, juntamente com uma solucdo coloidal de
AuNPs puras, tiveram a sua absorbancia medidas através da espectrofotdmetro de
UV/visivel de modelo K37-UVVIS (Kasvi, Br) ao longo da faixa de comprimento de
onda de 250-700nm.

4.6 MEDICOES NO FTIR

MedicGes de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) do nanocomposito e AuNPs puras foram realizados ao longo do numero de
ondas compreendidas entre 650 cm -1 a 4000 cm através do espectrometro FTIR

Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Rowville, Australia)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SENSOR PPY-AUNPs-GO-LT-MAP4

O biorrenhecimento, bem como, as demais modifica¢cdes para construcédo do

sistema sensor sobre o BGE podem ser observadas na representacao esquematica
da Figura 8.
> 0b

L D8P %Zié# %%%
; Cisteamina @ Ppy-AuNPs-GO g Lt-MAP4 Bactéria

Figura 8. Montagem do sistema sensor Cys-PPy-AuNPs-GO-Lt-MAP4. Fonte: Préprio autor.
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5.2 ANALISE UV-VIS E FTIR DO NANOCOMPOSITO

A caracterizacdo do nanocompgsito de PPy-AuNPs-GO foi realizada através
das técnicas de espectroscopia UV/visivel (UV-vis) e espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR). A avaliacdo do espectro eletromagnética por meio
do UV-vis (Figura 9a) demostrou que as AuNPs ao ser incorporadas tiveram seu pico
de absorcéo tipico entorno de 529 nm omitido (Azri et al., 2019). Contudo, observou-
se um pico difuso entre 250-300 nm correspondente a sobreposi¢cdo do PPy com o
GO. Atransicao n - 1" dos grupos carbonila do GO puro expressam um pico em 300
nm enquanto que a transicdo eletrbnica da orbital molecular do anel aromético na
cadeia polimérica do PPy geram um pico proximo a 312 nm (Tene et al., 2021; Ullah
et al., 2022). Através disso, o perfil do PPy-AuNPs-GO expresso pelo UV-vis sustenta
a presenca de agregacao e interagao entre os componentes.

Os distintos grupos funcionais presentes no nanocompdésito foram verificados
no FTIR (Figura 9b).Onde o GO amplo faixa de pico em 3600-2900 cm* corresponde
ao estiramento do grupo carboxil (O-H), enquanto que o pico préximo a 1600 cm™
pertence a trecho de grafite ndo oxidado (C=C). Além disso, o pico entre 1450 cm?
esta ligado ao epoxi (C-O) ao mesmo tempo que o pico visto perto de 1300 cm™

corresponde ao estiramento do grupo alcool (C-OH) (Rosas-Laverde at al., 2020). Ja
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entre 1450-1470 cm™ é observavel as vibracdes do estiramento das ligagées C-N do
anel pirrol, enquanto as ligacbes C—H do anel séo evidentes em torno de 1030 cm-!
(Ullah et al., 2022). Apesar de néo visualizadas distintamente no nanocomposito,
devido a baixa concentracdo e sobreposicdo com outras bandas, as AuNPs
apresentam picos de transmitancias compreendido nas faixa de 3240 e 1690 cm
quando puro (Azri et al., 2019).

a b

AuNPs —— AuNPs
——PPy-AuNPs_GO

—— PPy-AuNPs-GO

Absorbancia
Transmitancia

300 400 500 600 700 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Comprimento de onda (nm) Numero de onda (cm™)

Figura 9. Caracterizagdo do nancomposito pelas técnicas de UV-vis (a) e FTIR (b). Fonte: Proprio autor.

5.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA BIOSSENSORA

A caracterizacdo da construcdo sequencial da plataforma biossensora
associada ao peptideo Lt-MAP4 foi realizada mediante seu comportamento na VC e
EIS. Ao observar o gréfico de VC (Figura 10a), verifica-se uma natureza reversivel dos
picos anddicos e catddicos, associado a integridade da plataforma mesmo apos as
varreduras potenciais. Apesar disso, somente os dados dos picos anddico (ipa) foram
utilizados nas analises.

O BGE limpo apresenta picos anddicos e catddicos bem definidos, com uma
resposta elétricas de 59,35 pA no pico anddico. Contudo, altera¢des na transferéncia
elétrica séo verificadas ao logo das modificacdes na plataforma. Onde adsorcéo da
cys provocou aumento daipa (62,51 yA) devido a atracao eletrostatica entre seu grupo
amina, carregado positivamente, e o par redox de carga negativa, com elevacédo no
transito de elétrons (Moustakim et al., 2022). A ligacdo da cys a superficie do ouro €
realizada através do grupo tiol, que devido sua forte atragdo com o ouro cria um fino
filme altamente organizado, referido como uma monocamada automontada (SAM).

Essa configuracdo permite que a cys atue como molécula espacadora, fazendo com
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que os eventos de oxiredugdo ocorram adjacentes a superficie do eletrodo (Kim et al.,
2021) Ao adicionar PPy-AuNPs-GO, verifica-se uma reducao discreta no pico anédico
(60,41 pA) ao ligar-se a cys, devido ao blogueio no transito de elétrons facilitado entre
o par redox. Apesar da diminuicdo no pico, a semelhanca com o perfil do eletrodo
limpo indica que nanocompdsito apresenta uma boa capacidade elétrica. Isso deve-
se a alta condutividade de PPy e das AuNPs que favorecem a fluxo elétrico (German
et al., 2020). Apesar disso, ha uma significativa redugao (56,12 pA) ao imobilizar o Lt-
MAP4 a plataforma, que indica maior dificuldade a passagem dos elétrons devido a

complexidade e tamanho do AMP.
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Figura 10. Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) referentes a montagem da plataforma.

Outras informacfes da modificacdo da superficie do eletrodo foram obtidas
através da EIS, quantificando a resisténcia a transferéncia de carga (Rct). O valor do
Rct, que esta relacionado ao didmetro do semicirculo de Cole-Cole, permite a
avaliacdo da cinética de transferéncia de elétrons da sonda redox (Silva Junior, 2018).
No diagrama de Nyquist (Figura 10b) observa-se um pequeno semicirculo no BGE
limpo (Rct = 0,123 kQ) devido a passagem desimpedida dos elétrons. No entanto,
observa-se uma diminui¢do no tamanho do semicirculo ao cobrir a superficie de ouro
com cys. Isso ocorre devido a atracao eletrostatica do grupo amina com par redox, 0
gue resulta em uma menor resisténcia a transferéncia de cargas (Rct =-1,434 kQ). Ja
ao imobilizar o PPy-AuNPs-GO observa-se um semicirculo bem baixo, demonstrando
fluxo livre dos elétrons, com um leve aumento no Ret (Rer = 0,182 kQ). Por outro lado,
ao conjugar o Lt-MAP4 a plataforma resulta em uma maior dificuldade a passagem
dos elétrons (Rct = 0,394 kQ), expressa pelo aumento do semicirculo. Esses

resultados respaldam com os obtidos na VC.
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Através dos voltamogramas ciclicos apresentado na Figura 11 (a; c; e),

constata uma reducdo gradual nos picos anodicos e catédicos, proporcional a

bY

concentracdo bacteriana a

qual

foram expostos.

Isso indica que ho

uve

reconhecimento das bactérias, na qual o peptideo Lt-MAP4 aderido a plataforma

interage eletrostaticamente com elementos da parede bacteriana, dificultando a

passagem de corrente.
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Figura 11. Andlise voltamétrica (a; c ; €) e impedimétrica (b; d; f) do biossensor frente as concentracfes

bacterianas.
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Uma melhor distingdo entre as respostas de biorreconhecimento de cada
microrganismos pode ser alcancado através da porcentagem de desvio relativo da

variagdo da corrente anddica (Al) (Silva Junior, 2021). Calculou-se o Al usando a

() - (1)

seguinte férmula:

Al(%) = x 100
na qual la representa a ipa da plataforma, obtida ao incorporar o peptideo, enquanto
gue o Ib corresponde ao ipa obtido apds interacdo com o analito.

Os resultado de Al para as trés bactérias sdo expressas na Tabela 4. Verifica-
se que os valores de Al eleva proporcionalmente ao aumento da concentracio,
expressa em UFC.mL*. Além disso, nota-se uma leve distingdo entre os valores
expressos pelos microrganismos avaliados. Onde as bactérias E. coli e a K
pneumoniae, ambas Gram-negativas, demonstraram, em geral, um valor de Al

superior ao observado para 0 S. aureus.

Tabela 4. Variagao da corrente anddica (Al) apos interagdo com as bactérias (101-105 UFC mL™1).

Bactérias Plataforma UFC mL-1 / ipa (uA)
ipa (MA) 101 102 103 104 105 106
56,12

S. aureus: 50,64 46,74 4417 42,29 39,81 36,78
Al% = 977% 16,72% 21,29% 2464% 29,06%  34,46%

K. pneumoniae: 48,89 44,99 42,44 40,28 38,12 36,94
Al% = 12,88% 21,61% 24,36%  28,22%  32,06%  34,16%

E. coli: 47,32 43,89 40,44 37,54 35,52 33,49
Al% = 15,67% 21,78% 27,93% 33,10% 36,70%  40,31%

Através dos gréaficos de impedancia de Nyquist (Figura 11b; d; f) podemos
verificar uma sutil diferencas entre os perfis de biorreconhecimento. Uma maior
resisténcia a transferéncia de cargas, associada ao aumento no diametro do
semicirculo, é observada nas bactérias Gram-negativas (E. coli e K pneumoniae).
Essa diferenca entre Gram-negativas e Gram positivas corrobora com o que foi
observado no trabalho de Miranda et al., 2017, que empregou o AMP Clavanin A como

biorreceptor na identificacdo de bactérias.
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Figura 12. Circuito equivalente de Randles utilizado no ajuste dos dados impedimétricos. Fonte: Proprio

autor.

Os dados impedimétricos foram ajustados ao circuito equivalente de Randles
(Figura 12) de modo a avaliar quantitativamente os fenémenos interfaciais da
plataforma sensora. O circuito € constituido: resisténcia de solucéo eletrolitica (Rs);
elemento de fase constante (CPE); resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e a
impedéancia de Warburg (Zw). Os valores de Rcr, assim como da CPE, tem intima
relacdo com as modificacdes da interface eletroquimica do eletrodo. Desta forma,
alteracdes no perfil impedimétrico da superficie do eletrodo com o par redox sdo
caracterizados pelo Rcr, 0 qual tem direta associagdo a massa bacteriana exposta ao
biossensor (Silva Junior et al., 2021). Os valores dos elementos de circuitos da

plataforma e biorreconhecimento de cada bactéria sédo apresentados na Tabela 5.

Modificagdo do

Eletrodo CFUmL"" R(kQ) CPE (uMho) N Rs (Q) W (mMho)
Plataforma ikl 0,394 4,37 0,788 313 1,02
101 0,530 2,48 0,839 311 0,97
102 0,695 2,10 0,858 313 0,96
S. aureus 103 0,821 1,96 0,848 314 0,95
104 0,942 1,83 0,875 325 0,96
105 1,140 1,74 0,882 318 0,96
106 1,440 1,59 0,890 316 0,96
107 0,657 2,52 0,722 310 0,98
102 0,873 2,11 0,862 314 0,98
K. pneumoniae 103 1,037 1,93 0,872 315 0,98
104 1,180 1,84 0,878 308 0,97
105 1,337 1,74 0,884 304 0,96
108 1,547 1,67 0,890 312 0,96
107 0,658 3,88 0.810 317 1,10
102 0,848 3,28 0,827 314 1,09
E. coli 103 1,040 3,05 0,836 320 1,08
104 1,260 2,84 0,844 317 1,07
108 1,443 2,70 0,850 315 1,06
106 1,653 2,57 0,855 315 1,05

Tabela 5. Valores dos elementos do circuito equivalente de Randles apds exposicdo a distintas

concentrac6es bacterianas (101-10° UFC mL™1).
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Apesar do crescimento linear para os trés patdégenos, as bactérias Gram-
negativas (E. coli e K pneumoniae) expressaram maior Rcrt. Essa predilecdo do
peptideo Lt-MAP4 pode estar atrelada a diferenca na constituicdo da parede
bacteriana (Kumar et al., 2018).Na qual as bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana externa muito negativa, devido a alta quantidade de lipopolissacarideo
anidnico, favorecendo interacdes eletrostaticas e hidrofébicas (Pardoux et al., 2020).

Uma curva de calibracdo, baseada na variacdo da resisténcia a transferéncia
de cargas (ARCT), foi utilizada na avaliacdo da capacidade analitica do biossensor. A
relacéo linear do ARCT% frente a concentragdo do analito € expressa pela seguinte
equacao:

Rerbact) — Rerplataf)

ARCT = X 100

Rer(plataf)

onde Rcr(gact) corresponde ao valor do Rcr obtido apés a exposi¢do as suspensdes
bacterianas enquanto que o Rcrriatat) €sta ligado ao Rcr da plataforma Cys-PPy-

AuNPs-GO quando houve imobilizacdo do Lt-MAP4. Esses dados sdo apresentados

na Figura 13.
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Figura 13. Curva de calibragéo obtida usando os valores de ARCT%

Como demostrado, h4 uma relacdo entre a concentracdo e o tipo bacteriano

analisado. Esse perfil linear de reconhecimento é justificado pela diferenca na
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constituicdo dos alvos. Deste modo, os valores de ARCT obtidos para o S. aureus,
como previsto, permaneceram menores em comparacgdo aos da K. pneumoniae e da
E. coli. Essa distribuicdo mostram-se concisa ao tracar a reta da curva de calibragéo,
resultando em um coeficiente de determinacéo (R2) superior a 0,95. Essa associacao
entre ARCT a massa bacteriana, entre as trés espécies analisadas, pode ser melhor

visualizada na Figura 14.

3504 [ s. aureus
4 [ K. pneumoniae
3004 B E. coii

250 -

200 4

150 -

100 1

50 4

ARCT %

0
10’ 102 10° 10* 10° 10°
[ Bactéria ] UFC mL'

Figura 14. ARCT% ap0os exposicao a diferentes espécies de bactérias.

Através da quantificacdo do recobrimento da camada sensora (8) é possivel
avaliar os sitios de ligacdo ocupados pelas bactérias, segundo a seguinte equacao:
R

0=1— CT(plat)

RCT(bac)
no qual o Rcr(plat) é referente ao Rcr da plataforma Cys-PPy-AuNPs-GO-Lt-MAP4
enquanto que o Rcr(bac) corresponde ao valores de Rcr apds a exposicdo a
bacteriana. Os dados obtidos sdo expressos na Figura 15. Ao observar o grafico,
verifica-se que aumento de 6 esta diretamente relacionada a quantidade de colonias
bacterianas expostas, com ressalve ao maior crescimento para as Gram-negativas.

Assim, os valores representados por 8 coincidem com os dados obtidos no ARCT.
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Isso permite inferir que o sistema sensor além de interagir com as células bacteriana

apresenta resposta especificas segundo a composi¢édo da parede bacteriana.

Figura 15. Recobrimento da camada sensora (8) ap6s reconhecimento bacteriano (101-10° UFC mL1)
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, um biossensor eletroquimico constituido por monocamada
de cisteamina, nanocompaosito de PPy-AuNPs-GO e peptideo antimicrobiano Lt-MAP4
foi empregado na detectar bactérias de importancia médica. O nanocompgsito frente
as analises de UV-vis e FTIR demonstrou a associagdo do PPy com o GO, perante o
reconhecimento dos seus grupos funcionais. Além disso, 0 nanocompagsito apresentou
Otima condutividade ao ligar-se a SAM de cys, bem como, possibilitou a
funcionalizacdo do peptideo Lt-MAP4 a plataforma, conforme verificada nas técnicas
de VC e EIS. A performance analitica do biossensor frente as suspensdes bacterianas
de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus mostrou-se bem sucedida segundo os dados
de ipa e Rcrt. Através dos calculos de Al, ARCT e 6 verificou-se a correlacdo linear
entre a concentracdo bacteriana apresentada e a resposta do biossensor, na qual
foram quantitativamente maiores para os Gram-negativos. Isso demostra que o
peptideo antimicrobiano Lt-MAP4 tem maior sensibilidade as bactérias Gram-
negativas, devido sua parede bacteriana eletricamente negativa. Contudo, novos
testes devem ser realizados, como andlise da adsor¢do dos componentes através da
técnica de AFM, avaliar outras espécies bacterianas, bem como, verificar a interacéo
com fungos e controles negativos. Desta forma, o sistema sensor proposto mostra-se
como uma alternativa promissora as técnicas convencionais de identificacdo
bacteriana, possibilitando futuramente sua aplicado no reconhecimento de amostras

clinicas e hospitalares.
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