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RESUMO

O presente trabalho reporta o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico
baseado no peptideo Clavanina A (ClavA). ClavA é um peptideo antimicrobiano
isolado do tunicado marinho Styela clava, com capacidade de diferenciar entre
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. A superficie do eletrodo de trabalho
foi modificada com monocamadas automontadas de cisteina (Cys) associada a
nanoparticulas de ouro modificadas com acido 4-mercatobenzoico e ClavA.
Biossensores eletroquimicos dispdem de inUmeras vantagens para o diagnostico
meédico devido a sua elevada sensibilidade, especificidade, capacidade, minimos
limites de deteccdo, miniaturizacdo e pequenas quantidades do analito. A
deteccdo de microrganismos patogénicos é um mercado em ascensao devido
ao crescente numero de casos de bactérias multirresistentes em paises em
desenvolvimento. A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e
voltametria ciclica (VC) foram usados para avaliar o comportamento
eletroquimico do biossensor. Ferri-ferrocianeto foi utilizado como par redox. As
bactérias submetidas a identificacdo pelo biossensor foram Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus. As imagens da microscopia de forca atbmica
revelaram a imobilizacdo da plataforma nanoestruturada na superficie do
eletrodo. A resposta eletroquimica diminuiu a medida que a concentracdo
bacteriana se elevava. Foi obtido um limite de deteccéo entre 10* a 10’ UFC.mL"
L. A variacdo da resposta impedimétrica do biossensor é atribuida a camada de
peptidoglicano presente na parede bacteriana. O biossensor nanoestruturado foi
capaz de diferenciar entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O
biosensor proposto pode ser considerado como alternativa para técnicas de

deteccao de bactérias.

Palavras-chave: Biossensor. Eletroquimica. Clavanina A. Bactérias.

Nanotecnologia.



ABSTRACT

The present work reports the development of an electrochemical biosensor
based on Clavanin A (ClavA) peptide. ClavA is an antimicrobial peptide isolated
from marine tunicate Styela clava and capable to differentiate between Gram-
negative and Gram-positive bacteria. The electrode surface was modified with
self-assembled monolayers of cysteine (Cys) associated to chemically modified
gold nanoparticles with 4-mercaptobenzoic acid and ClavA. Electrochemical
biosensors have inherent advantages for medical diagnosis due to their high
sensitivity, specificity, low detection limits, miniaturization and small analyte
volumes. Pathogenic microorganism detection is a fast-growing market due to
the increasing number of cases associated with multiresistant bacteria in
developing countries. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic
voltammetry (CV) were used to evaluate the electrochemical behavior of the
biosensor. Ferri-ferrocyanide couple was used as redox pair. The bacteria
identification testing was performed using Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis, Bacillus subitilis
and Staphylococcus aureus. Atomic force microscopy images revealed an
effective immobilization of the nanostructured platform on the electrode surface.
The electrochemical response decreased with increasing bacteria concentration.
A detection limit ranging from 10* to 10’ CFU.mL"* was obtained. The variation in
the impedimetric response of the sensor is attributed to the bacterial wall
peptidoglycan layer. The nanostructured biosensor was capable to differentiate
between Gram-positive and Gram-negative bacteria. The proposed biosensor
can be considered as an alternative to bacterial detection techniques.

Keywords: Biosensor. Electrochemistry. Clavanin A. Bacteria. Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

InfecgBes hospitalares, também conhecidas como infec¢gdes nosocomiais
constituem-se um problema de saude publica atual e crescente. Descrevem-se
como o tipo de infeccdo que é adquirida durante o atendimento hospitalar ou logo
apos a alta do paciente (Cornejo-Juéarez et al., 2015). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) tem desenvolvido diversos projetos objetivando a diminuicdo dos
casos crescentes. Contudo, problemas tém acometido essas agdes, tanto pela
falta de entrosamento da prépria equipe que forma o ambiente hospitalar, quanto
pela falta de informacédo perpassada pela equipe médica e populacdo (Pittet,

Allegranzi e Boyce, 2009).

Todos esses problemas associados ao aumento da populagéo idosa no
mundo indicam um crescimento alarmante no gasto com a saude. Cumpre
salientar que o maior impacto acometera as populacées que margeiam a linha

da pobreza (Nyamogoba e Obala, 2002; Reed e Kemmerly, 2009).

Apesar dos meios tradicionais de deteccédo de microrganismos existirem,
€ patente as limitacBes associadas ao custo elevado, necessidade de méao de
obra especializada de alto custo, precariedade da infraestrutura hospitalar, falso-
positivos, etc. Desta forma, € perceptivel a necessidade do desenvolvimento de

novos métodos de deteccao e diagndstico presuntivo (Sin et al., 2014).

Novos dispositivos inovadores vém sendo desenvolvidos com a finalidade
de diminuir gastos e melhorar os limites para a deteccéo de analitos, permitindo
também a possibilidade de aumentar a variedade de amostras que podem ser
detectadas (Luong, Male e Glennon, 2008). Desta forma, PD&l voltado para o
diagnostico culminou com a elaboracdo de biossensores eletroquimicos, cujo

mercado cresce consideravelmente.

Biossensores constituem-se uma alternativa inovadora que apresenta
sensibilidade, especificidade e rapidez na deteccdo como caracteristicas
marcantes. A referida tecnologia teve inicio na década de 50 com o
desenvolvimento do primeiro biossensor proposto por Clark e Lyons, e desde

entdo biossensores continuam no foco da investigacao cientifica (Turner, 2013).
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Biossensores descrevem-se como biodispositivos analiticos que
compreendem um elemento sensor biologico ativo, podendo ser peptideos,
anticorpos, enzimas, fragmentos de DNA, células, etc., sendo responsavel pela
especificidade ao analito. Outro membro que compde um biossensor € o
transdutor fisico-quimico que convertera a deteccdo bioquimica em um sinal
elétrico detectavel (Perumal e Hashim, 2014). Apesar de existirem diferentes
designs de biossensores, as técnicas de deteccéo elétricas e eletroquimicas sédo
extensamente utilizadas devido a velocidade e simplicidade na deteccdo (Ahn et
al., 2011).

As técnicas de espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria
ciclica sdo dois exemplos de técnicas de medicdo eletroquimica, que sao
altamente sensiveis e amplamente utilizadas em estudos de superficies e
interfaces (Osipovich et al., 2016). Qualquer alteracdo em alguma superficie em
solucdo, como a de eletrodos de ouro de biossensores, culminara no
deslocamento da corrente de pico catddica e anddica na voltametria e aumento
ou diminuicdo no diametro do semicirculo de Cole-Cole no diagrama de Nyquist
da impedancia (Oliveira et al., 2011).

A modificacdo da superficie desses biossensores determinam a sua
habilidade de detectar um analito especifico dentre outras substancias presentes
na amostra clinica. A referida modificacdo desempenha um papel essencial,
influenciando diretamente as propriedades fisico-quimicas da superficie do
biossensor, determinando sua habilidade de permitir interac6es especificas e
blogueando ligacdes nao especificas (Bard, 1983; Shi e Porterfield, 2011).

Aminoéacidos, além de serem imprescindiveis ao funcionamento do corpo
humano, também apresentam utilidade na inovacao biotecnoldgica (Arakawa et
al., 2007). Um exemplo é a cisteina, cujo uso em biossensores € crescente
devido a sua estrutura, composta por um grupo tiol que tem elevada afinidade
ao ouro. A associacdo Au-S permite a formacdo das monocamadas
automontadas em superficies, como a de um eletrodo de ouro, sendo um
componente fundamental na estrutura e estabilidade do biossensor (Mukdasai
et al., 2016).
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Nanoparticulas metalicas, sobretudo as de ouro (AuNPs) tém uso datado
desde a antiguidade para as mais diversas finalidades, e na area biotecnoldgica,
tem sido empregada extensivamente na area de biossensores (Cao, Ye e Liu,
2011; Pingarron, Yanez-Sedefio e Gonzalez-Cortés, 2008; Saha et al., 2012;
Yusoff et al., 2015).

Suas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas Unicas as qualificam
como excelente escolha de componentes em uma plataforma biossensora
nanoestruturada, principalmente por permitrem a ligacdo de diversas

biomoléculas em sua superficie (Li, Schluesener e Xu, 2010).

Peptideos antimicrobianos tém surgido como excelente alternativa frente
ao alarmante problema de resisténcia aos antibiéticos. Sua quantidade
predisponente na natureza o0s tornaram alvo de inUmeras pesquisas, sendo
encontrados tanto em animais terrestres e marinhos quanto em insetos, plantas
e microrganismos (Bechinger e Gorr, 2016; Dong e Zhao, 2015; Ebenhan et al.,
2014; Seil e Webster, 2012).

No segmento do diagnostico é abordada sua interacdo com diversos tipos
de analitos, dentre os quais, bactérias. Seu contato com o analito ocorre de
diversas formas, sendo uma delas a interacdo eletrostatica (Hoyos-Nogués et
al., 2016).

A Clavanina A (ClavA) é um peptideo antimicrobiano isolado do tunicado
marinho Styela clava e apresenta aplicacdo em plataformas biossensoras
nanoestruturadas resultando em excelente deteccdo frente a microrganismos
(Andrade et al., 2015). No presente trabalho, este peptideo foi utilizado como
componente na plataforma Cys_ AuNPs-AMB_ClavA para deteccao de bactérias

Gram positivas e Gram negativas de interesse clinico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma plataforma biossensora nanoestruturada

baseada no peptideo antimicrobiano Clavanina A para a biodeteccdo de

bactérias Gram positivas e Gram negativas de interesse clinico através de

técnicas eletroquimicas e andlise topografica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adsorver e avaliar a deposicdo da monocamada automontada de
cisteina sobre a superficie do eletrodo de ouro;

Sintetizar nanoparticulas de ouro e modifica-las com AMB,;
Determinar o tamanho e potencial Zeta das nanoparticulas de ouro
modificadas por AMB;

Analisar os parametros fisico-quimicos da modificacdo de
superficie utilizando nanoparticulas de ouro associadas a
Clavanina A;

Avaliar as caracteristicas eletroquimicas da interacéo das bactérias
com o sistema sensor;

Definir o circuito equivalente para obtencdo de parametros
eletroquimicos;

Determinar o limite de deteccéo obtido pelo biossensor;

Obter as correntes de pico anddicas (ipa) € catddicas (ipc) das
diferentes etapas de modificacdo do eletrodo de trabalho e apés
interacdo com as bactérias por meio da voltametria ciclica;
Analisar a morfologia e estrutura do sistema sensor antes e apos

contato com as bactérias utilizando microscopia de forga atGmica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFECCAO HOSPITALAR

Infeccéo hospitalar (IH), também conhecida como infec¢do nosocomial e
infeccédo relacionada a assisténcia da saude (IRAS) é definida pelo Ministério da
Saude como infeccdo adquirida apdés admissdo do paciente, o qual a
manifestacdo ocorreu durante a internacdo ou apOs a alta, podendo ser
relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares (Ministério da
Saude, 1998). Infeccdes contraidas no hospital que aparecem apos a alta do
paciente e as que atingem o os funcionarios no ambiente hospitalar também séo

consideradas nosocomiais (Ducel, Fabry e Nicolle, 2002; Benenson et al., 1995).

Infec¢des ocasionadas por microrganismos sédo datadas de séculos atras
com o surgimento de grandes hospitais no século XIX, principalmente quando
ligadas a epidemias que ocorriam em ambientes onde moravam populacfes
pobres, além das péssimas condi¢des de saneamento basico e higiene como um

todo, a qual estava atrelada a populacao daquela época (Moura et al., 2008).

Uma das principais causas da continuidade de alastramento dessas
doencas se devia a ma conducdo dos pacientes, o qual com o exemplo de
sanatorios na Idade Média até o século passado, eles eram isolados em locais
nao iluminados e fechados, sem o0 menor cuidado higiénico ou alimentar. Todos
esses fatores auxiliam na propagacdo de doencas transmissiveis, levando-se a
crer que as IH tiveram origem nesses mesmos locais e periodos (Andrade e
Angerami, 1999; Maciel e Candido, 2010).

O cenario decadente de insalubridade dos hospitais comecou a mudar
com as acoOes de Louis Pasteur, trazendo diversas contribuicbes primordiais na
area da microbiologia e da medicina, indicando mudangcas na pratica
meédica/hospitalar, apontando a simples limpeza das méaos como fator importante
na diminuicdo da contaminagdo cruzada com microrganismos, principalmente
em procedimentos cirdrgicos invasivos e utilizou a ideia da imunidade obtida

apos a contaminacgao por alguma doenca. Apenas no inicio do século XX foram
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dados importantes passos no estudo da IH, além de sua prevencdo e

epidemiologia (Pasteur, Joubert e Chamberland, 1878; Fontana, 2006).

3.1.1 Impactos dainfec¢&o hospitalar no mundo

Mesmo com o0 avanco da medicina com o passar das décadas até os dias
atuais, a IH continua sendo um problema de saude publica em todo mundo, com
nameros de casos alarmantes. No inicio da década passada, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), presumia-se que anualmente cerca de
1,4 milhdes de pessoas em todo mundo sofriam de algum tipo de infeccao
adquirida no ambiente hospitalar, estimando-se 80.000 mortes a cada ano
(Ducel, Fabry e Nicolle, 2002; Nazir e Kadri, 2014).

Dados da OMS sugerem que apenas na Europa, cerca de 4 milhdes de
pessoas sao infectadas por ano, e nos EUA, 1,7 milhdes (World Health
Organization, 2011). No Brasil, entre 5-15% dos pacientes hospitalizados e 25-
35% que entram na unidade de terapia intensiva adquirem IH, ocupando a quarta
causa de mortalidade no pais (Maciel e Candido, 2010). As unidades de terapia
intensiva apresentam quantidade de casos maiores em relacdo a outras areas
presentes no hospital. A IH representa de 11 a 90 casos a cada 1000 pacientes
adultos e 40 a 60 casos a cada 1000 neonatos (Pittet et al., 2008).

Os motivos em que 0s maiores numeros de casos de IH ocorrem em
paises em desenvolvimento em relacéo aos paises desenvolvidos vai além das
diferencas culturais, agindo principalmente nos aspectos econdmicos. Para
esses paises, a precariedade do saneamento basico e a infraestrutura hospitalar
falha; o uso de equipamentos ja considerados ultrapassados; a falta de politicas
atuantes no controle de infeccdes e particularmente devido a coexisténcia de
outros problemas de saude que acometem essas populacdes, sédo fatores
cruciais que determinam os riscos aumentados de se ter infecgbes no ambiente
hospitalar (Murni et al., 2013).
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Dados apontam que em paises industrializados, a IH é um problema que
alcanca de 5-10% dos pacientes hospitalizados. Ja os riscos em paises em
desenvolvimento podem chegar a ser vinte vezes maiores, em uma proporgéo
que pode exceder o numero de 25% de pacientes infectados, determinando,
dessa forma, uma maior necessidade de atencdo sobre essas populaces
(Allegranzi e Pittet, 2007; Pittet e Donaldson, 2005). Cerca de 75% da carga de
IH estédo presentes em paises em desenvolvimento (Khan, Ahmad e Mehboob,
2015).

Além da desestabilidade da saude dos pacientes, a IH determina estresse
emocional, principalmente nos paises em desenvolvimento no que diz respeito
aos custos que envolvem o tratamento do paciente, seja ele gasto por parte do
paciente, quanto por parte dos cofres publicos, ultrapassando a barra dos bilhdes
de ddlares (Nazir e Kadri, 2014).

O tempo continuo em que o paciente permanece no ambiente hospitalar
€ um dos motivos mais frequentes, desencadeando o aumento do uso de
medicamentos, a necessidade de isolamento e o uso de testes laboratoriais e
estudos de diagndstico adicionais (Ducel, Fabry e Nicolle, 2002). Apenas nos
EUA e Europa, os gastos com IH foram de U$S 6,4 bilhdes e € 7 bilhdes
respectivamente, levando-se a crer que se em paises desenvolvidos o custo
financeiro € imenso, em paises considerados de segundo e terceiro mundo o
impacto econdmico € muito maior, necessitando-se de intervencdes para que a

situacéo se reverta (World Health Organization, 2011).

3.1.2 Fatores predisponentes a infec¢cdo hospitalar

Muitas fontes promovem a infeccdo em pessoas hospitalizadas,
apresentando destaque: a baixa imunidade dos pacientes; a criacdo de novas
formas de procedimentos cirargicos e técnicas invasivas que promovem novas
rotas de infeccdo e a transmissao de bactérias resistentes a antimicrobianos pela

equipe médica que compde determinado hospital (Ducel, Fabry e Nicolle, 2002).
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Este ultimo se mostra um problema ainda recorrente, o qual diversos estudos
apontam que as maos de médicos e enfermeiros, por exemplo, tem papel
fundamental na propagacdo de microrganismos no ambiente hospitalar e

diretamente aos pacientes (WHO, 2009).

Tais condi¢cdes desencadeiam a colonizacdo da pele do paciente por
diversos patdgenos que se encontram na superficie de objetos como maca,
roupas, acessorios, porta, etc., tudo levando a contaminacédo do ambiente. Foi
mostrado que muitos microrganismos tem a capacidade de sobreviver nas maos
da equipe médica por diversos minutos, tudo isso levando a sua propagacéao
(Allegranzi e Pittet, 2009). Diante de todas as possibilidades de se ter ou
promover a IH, todo cuidado é necessario, sendo que 1/3 das IH poderiam ser

evitadas (Peleg e Hooper, 2011).

Dependendo do tipo de promocéo a saude a que o paciente esta inserido,
a IH apresenta diferentes fatores de risco, 0s quais 0s mais comuns,
independente da area de ocorréncia, sdo: idade maior que 65 anos; permanéncia
no hospital por mais de 7 dias; admissdo hospitalar na emergéncia ou na UTI;
insercao de cateteres venosos e urinarios ou tubo endotraqueal, com falta ou
precariedade de limpeza e esterilizacdo; imunossupressao induzida por traumas;
status de coma e ser submetido a cirurgias, principalmente as que demoram

horas para finalizar (World Health Organization, 2011).

3.1.3 Principais sitios de infeccao hospitalar

Por fins de classificagao, o centro de controle e prevencdo de doencas
(CDC) distribuiu os sitios de IH em 13 tipos principais, com 50 tipos diferentes
de infeccdo, separados por critério biologico e clinico. Dentre esses sitios, 0s
gue mais apresentam casos a nivel mundial em hospitais sdo: infec¢des do trato
urinério (ITU); infecgcbes na corrente sanguinea; infec¢des cirdrgicas; infec¢des

respiratorias, gastroenterite e meningite (Raka et al., 2006).
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Entretanto, é notavel o aumento no numero de casos de IH mesmo com
0 avanco na medicina, que proveu um acréscimo consideravel de procedimentos
terapéuticos, principalmente por métodos invasivos; quimioterapia; imunoterapia
e avancos no transplante de o6rgdos, todos esses elementos facilitando e
promovendo novas formas de os microrganismos infectarem o paciente (Khan,
Ahmad e Mehboob, 2015).

Apesar de algumas infeccbes serem adquiridas no terreno hospitalar,
muitos casos ndo podem ser considerados IH. H4 casos em que mesmo 0O
paciente se mostrando assintomatico, julga-se IH, quando patégenos sé&o
encontrados em fluidos corporais ou em sitios cirargicos estéreis, como o sangue
e liquido cefalorraquidiano. Casos em que infec¢des sdo adquiridas pela equipe
hospitalar, visitantes e infeccdo neonatal resultante de um parto, sao
consideradas nosocomiais (Chikere, Omoni e Chikere, 2008).

Em adicao, existem duas situagbes em que determinada infeccdo nao é
declarada nosocomial: (1) infec¢des que séo associadas a uma complicacdo ou
extensdo de uma infeccdo ja presente na admissdo do paciente, mesmo que
patdgenos e sintomas mudem resultando em uma nova infeccéo; (2) infeccbes
adquiridas por neonatos de forma transplacentaria devido a doencas como
toxoplasmose, rubéola, sifilis e citomegalovirus, aparecendo 48 horas apos o

nascimento (Bereket et al., 2012).

3.1.4 Microrganismos presentes em infec¢gdes hospitalares

Ha uma grande diversidade de patdgenos que podem ocasionar infeccoes
nosocomiais. Tais organismos infectantes variam de regido para regiao,
populacao, diferentes sistemas de saude e instalagbes médicas e, portanto, de
um pais para outro. Dentre eles, se destacam as bactérias, os fungos, 0s virus

e alguns parasitas (Ducel, Fabry e Nicolle, 2002).
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3.1.4.1 Virus, protozoarios e fungos

Apesar de apresentarem uma menor propor¢cao em relagéo as bactérias,
0s virus se enquadram nas possibilidades de os pacientes contrairem alguma
infeccao (Aitken e Jeffries, 2001). As maneiras mais comuns de virus infectarem
o hospitalizado concretiza-se principalmente por meio da transfusédo sanguinea,
dialise, injecBes e endoscopia. Se destacam a hepatite B e C, rotavirus, HIV,
HSV, influenza virus e citomegalovirus (Ducel, Fabry e Nicolle, 2002).

Alguns protozoarios como a Giardia lamblia podem ser facilmente
transmitidas entre adultos e criancas, desencadeando algum tipo de infeccao.
Muitos fungos sdo organismos oportunistas e causam infeccdo durante a
antibioticoterapia e imunossupressao severa. Os mais frequentes casos relevam
infeccdo por Candida albicans, Aspergillus spp., Cryptococcus neoformans e
Cryptosporidium, representando a principal causa de infeccdo sistémica entre
pacientes imunocomprometidos. Fungos caracterizam 8% dos casos, o qual os
do género Candida sp. relatam o maior numero de ocorréncias (Maciel e
Céandido, 2010; Yang et al., 2013).

3.1.4.2 Bactérias Gram positivas e Gram negativas

Apesar de existirem muitos agentes que acarretam a IH, as bactérias
Gram positivas e Gram negativas merecem maior relevancia, pois a maioria das
ocorréncias de IH em todo mundo destaca a infeccdo por esses tipos de
microrganismos que estdo presentes em 90% dos casos, em relacédo aos fungos,
virus e parasitas (Bereket et al., 2012; Khan, Ahmad e Mehboob, 2015). Suas

principais caracteristicas de parede celular podem ser vistas na Figura 1 a-b.

Uma distingao entre elas pode ser feita, separando-as em comensais e
patogénicas. As bactérias comensais sdo encontradas na flora de pessoas
saudaveis. Elas representam um papel de protecao contra bactérias patogénicas

e sO apresentam possibilidade de infectar o paciente principalmente se 0 mesmo
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estiver imunodebilitado. Por exemplo, estafilococos coagulase negativos
presentes no tecido cutaneo, como o Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, podem causar infecgao intravascular; e a Escherichia coli que se
encontra no intestino, s&o as mais comumente encontradas em casos de
infeccdo do trato urinario (Ziebuhr et al.,, 2006). As bactérias patogénicas
apresentam grande viruléncia, e causam infeccdes esporadicas ou epidémicas

independentemente do estado do hospedeiro.

Figura 1 - Representacdo esquematica da superficie da parede de bactéria Gram positiva (a) e

Gram negativa (b).
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Fonte: Araujo et al., 2010.

Como exemplo, as bactérias Gram positivas como Staphylococcus sp. e
Enterococcus sp., bem como estreptococos beta hemoliticos causam uma ampla
variedade de infeccdes, dentre elas, infeccdo de pulmao, de ossos, das valvas
cardiacas e da corrente sanguinea (Calfee et al., 2014; Vidana et al., 2015). A
maioria dessas bactérias patogénicas estdo intimamente associadas a
resisténcia a antimicrobianos, havendo destaque nas populacdes de paises em
desenvolvimento, principalmente devido a falta de informacdo e uso
descontrolado de antibidticos, sendo muitos deles sem prescricdo médica
(Allegranzi e Pittet, 2007; Vernet et al., 2014; Woodford e Livermore, 2009).

Bactérias Gram negativas da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter e
Serratia marcescens também causam IH pois podem colonizar sitios onde as
defesas estdo comprometidas, como areas de insercdo de cateteres e canulas,

e causam seéries infecgdes, dentre elas, infecgdes no sitio cirargico, de pulmao,
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infeccdo peritoneal e bacteremia. Assim como as Gram positivas, muitas dessas
bactérias também apresentam resisténcia a antimicrobianos, agravando o
quadro do paciente (Li, Plésiat e Nikaido, 2015; Mehrad et al., 2015).

Relacionando a frequéncia de tipos de infeccbes nosocomiais e as
bactérias presentes nos casos, constatou-se que as Gram positivas sdo mais
associadas a infec¢bes na corrente sanguinea e infec¢cdes no sitio cirdrgico;
enguanto que as Gram negativas representam 30% das IH, em que sdo mais
frequentemente atribuidas a casos de pneumonia por ventilacao e infeccdo do
trato urinario (Peleg e Hooper, 2011; Weinstein, Gaynes e Edwards, 2005). As
caracteristicas microscopicas das bactérias mais frequentemente causadoras de

IH sdo descritas na Figura 2.

Figura 2 - Microscopia Optica (da técnica de Gram, esquerda) e microscopia eletrdnica (direita)
das principais bactérias Gram positivas e Gram negativas encontradas em casos de infeccao

hospitalar.

Gram positivas

Staphylococcus aureus Staphylococcus epldermldls Streptococcus pyogenes

Enterococcus faecahs BaC|IIus subtilis

Gram negativas

Salmonella spp. Shlgella Spp.

Fonte: Google imagens.
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Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa, anaerdbia facultativa e
oxidase negativa. E um dos microrganismos mais envolvidos na sepse e choque
induzido por endotoxinas. Infec¢des do trato urinério e de ferimentos, pneumonia
em pacientes hospitalizados imunocomprometidos, meningite em neonatos e
gastroenterite sdo infeccdes comuns causadas por este organismo (Khan,
Ahmad e Mehboob, 2015). E. coli disp6e de uma ampla variedade de fatores de
viruléncia, algumas delas divididas pela familia Enterobacteriaceae, como
endotoxinas, capsula, variagdo de fase antigénica e resisténcia a

antimicrobianos (Bereket et al., 2012).

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram negativo encapsulado,
anaerobio facultativo e oxidase negativo, pertencendo a familia
Enterobacteriaceae. Em adicéo, 3 a 7% das infec¢Oes adquiridas no ambiente
hospitalar séo relacionadas a K. pneumoniae e é o oitavo patdgeno com maior
significAncia no setor da saude (Khan, Ahmad e Mehboob, 2015). Geralmente
estd associada a colonizacdo do trato gastrointestinal, faringe e da pele. Esta
envolvida em especial a septicemia neonatal, pneumonia, infecgéo de ferimentos
e septicemia. Seus fatores de viruléncia incluem endotoxinas, receptores de

parede celular e polissacarideo capsular (Lin et al., 2015).

s

Enterococcus faecalis € outro microrganismo presente na IH, sendo
considerado a segunda causa de infec¢des hospitalares a nivel mundial (Khan,
Ahmad e Mehboob, 2015). Sdo cocos Gram positivos que se arranjam em pares
e cadeias curtas. S8o anaerobios facultativos e oxidase negativo, apresentando
um amplo crescimento numa temperatura que varia de 10°C a 45°C. Elas sdo a
causa de endocardite, infeccdo de sitio cirargico e da corrente sanguinea,
bacteremia, infeccdo do trato urinario, sepse neonatal e meningite (Arias e
Murray, 2012; Teixeira et al., 2013). Fatores de viruléncia incluem proteinas de
superficie extracelular, citolisinas, hemolisinas, gelatinase e superéxido

extracelular (Sood et al., 2008).

Bacillus sp. sédo bactérias Gram positivas aerdGbias e esporuladas,
encontrada no solo e da agua. Apesar de serem pouco patogénicos, as espécies

gue mais aparecem em raros casos de IH, sdo a Bacillus subtilis e Bacillus
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cereus. Sendo patdgenos oportunistas com infec¢cdes contra pacientes
imunocomprometidos e da UTI, desencadeiam pneumonia, sepse e bacteremia,
podendo provocar infecc¢des fatais (Hosein et al., 2013; Richard et al., 1988).

3.2 METODOS DE DIAGNOSTICO PRESUNTIVO

Os meios de deteccdo existentes para o diagndstico presuntivo de
bioanalitos como microrganismos séo diversos, como representado na Figura 3
a-d. Destacam-se 0 ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (do inglés, enzyme
linked immunosorbent assay - ELISA) (Verma, Saxena e Babu, 2013), que se
baseia em reacBes antigeno-anticorpo detectaveis por meio de reacdes
enzimaticas; os tradicionais testes comerciais de meios de cultura especificos e
seletivos (Mohammadkazemi, Azin e Ashori, 2015). Testes moleculares séo
outros utilizados na deteccdo de analitos, dentre os quais, destaca-se a reacéo
em cadeia de polimerase (PCR) (Gadsby et al., 2015; Muthukumar, Zitterkopf e
Payne, 2008).

Figura 3 - Métodos de diagnéstico presuntivo mais frequentemente utilizados. ELISA (a), PCR

(b), meios de cultura sélidos, semissolidos e liquidos (c) e testes rapidos enziméticos (d).

Fonte: Google imagens.
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Apesar de sua utilidade, alguns pormenores necessitam de atencao.
Muitos desses testes finalizam-se com falso-positivos, além do elevado tempo
de espera para o crescimento do microrganismo e dificuldade para isola-lo e
reacdo enzimatica no meio, o qual estipula-se crescer apds 24-72h apds o
semeio (Lodish et al., 2008; Terato et al., 2014).

Procedimentos moleculares exigem, além da acuracia do profissional no
preparo da reacdo e leitura dos resultados, tempo para reacdo adequada e
diversos cuidados no manuseio e estocagem dos reagentes, que possuem alto

custo no mercado (LOpez et al., 2009; Singh et al., 2006).

Dessa forma, faz-se necessaria a busca por novas alternativas
inovadoras, com o0 objetivo de ter uma resposta melhor a deteccdo de
determinado analito, além de valor mais acessivel. Nao ha duvida sobre o
aumento no interesse para o desenvolvimento de dispositivos aplicaveis a saude
e dia-a-dia da populacdo. Com os avanc¢os da nanociéncia e o desenvolvimento
tecnologico, possibilitou-se a criacdo de biodispositivos de deteccdo, como 0s

biossensores.

3.2.1 Biossensores

Biossensores constituem-se uma excelente alternativa de método
analitico, dispondo de rapidez e sensibilidade na deteccdo de analitos de
interesse clinico (Saleem, 2013). Esta no foco da investigacao cientifica desde
qgue Leland C. Clark, durante seu trabalho envolvendo técnicas eletroquimicas,
criou um dispositivo para detectar o oxigénio presente no sangue utilizando
eletrodos (Clark, 1956).

Ao utilizar enzimas para auxiliar na transducdo desse dispositivo,
melhorou consideravelmente a sensibilidade do eletrodo, usando pela primeira

vez a palavra “biossensor” (Clark e Lyons, 1962).

Ao longo dos anos, o numero de estudos dedicados a pesquisa e

aplicacdo de biossensores cresceu veementemente, cujo resultado vé-se no
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mercado mundial de biossensores. Um estudo indica que tal mercado cresceu
consideravelmente de € 119.4 bilhées no ano de 2006 para € 184.1 bilhdes em
2016 (Scognamiglio et al., 2016).

A constituicdo de um biossensor compreende: 1) um elemento sensor
biolégico ativo, que sera responséavel pela especificidade ao analito em questédo
e 2) um transdutor fisico-quimico que convertera a deteccéo bioquimica em um

sinal elétrico detectavel (Grieshaber et al., 2008; Luz, lost e Crespilho, 2013).

Os elementos sensores que mais se apresentam na literatura sdo o0s
peptideos (Wang, Li e Wang, 2016), anticorpos (Li et al., 2015), enzimas (Das et
al., 2016), células (Liu et al., 2014) e fragmentos de DNA (Kumar, Dash e
Sharma, 2007) e RNA (Franco et al., 2015). Os transdutores mais comumente
utilizados sdo o o6ptico, eletroquimico, calorimétrico, piezoelétrico, acustico e
magnético (Perumal e Hashim, 2014). Tais itens estéo representados na Figura
4.

Figura 4 - Componentes tipicos de um biossensor
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3.3 ELETROQUIMICA

O estudo da eletroquimica € datado de séculos atras, tendo inicio com
Luigi Galvani, cientista italiano do século XVII. Em um de seus trabalhos
envolvendo a dessecacao de sapos, ao tocar acidentalmente as terminacdes
nervosas do animal com placas metélicas, observou que os musculos sofriam
contracdo. Esse fato foi uma das primeiras evidéncias que serviu de pontapé
inicial no estudo da eletroquimica, o qual pesquisas posteriores resultaram na

definicdo de corrente elétrica (Cajavilca, Varon e Sternbach, 2009).

Assim sendo, a eletroquimica define-se como a ciéncia que estuda
reacdes quimicas na interface de um condutor de elétrons: o eletrodo; e um
condutor ibnico, sendo ele o eletrélito. A transferéncia de carga entre as espécies
é chamada reacgéo redox (Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015).

Concomitantemente com suas aplicagcdes em estudos de processos de
oxidagdo-reducdo para solucionar mecanismos reacionais, técnicas
eletroquimicas também podem ser empregadas no estudo da termodinamica e
cinética de varios processos, como as de troca idnica e eletrdnica (Bard et al.,
2001)

Técnicas eletroquimicas tém se mostrado ferramentas Uteis para o estudo
da deteccdo e diferenciacdo de diversos analitos, dentre eles estdo os
microrganismos, como bactérias Gram positivas e Gram negativas, detectados

por meio dos biossensores eletroquimicos (Perumal e Hashim, 2014).

Dentre as mudltiplas técnicas utilizadas na finalidade de deteccdo de
patbgenos, as técnicas voltamétricas e impedimétricas tém ganho amplo
destaque devido as suas diversas vantagens, dentre as quais o relativo baixo
custo dos instrumentos, excelente sensibilidade para uma variada concentracao
de compostos organicos e inorganicos, relativa rapidez de analise da amostra e

determinacdo simultanea de vérios analitos (Thomas e Henze, 2001).
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3.3.1 Instrumentacéao eletroanalitica

Jaroslav Heyrovsky, vencedor do prémio Nobel em 1959, a partir da
descoberta da polarografia em 1922 desenvolveu a técnica denominada
“voltametria”. Ela baseia-se na relacéo voltagem-corrente-tempo que ocorre em
uma célula eletroquimica (Bagotsky, 2006; Farghaly, Hameed e Abu-Nawwas,

2014). E um dispositivo onde ocorrem as reacdes eletroquimicas.

A constituicdo mais comum de uma célula eletroquimica é composta por
(Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015): (1) Eletrodo, que € o dispositivo condutor de
elétrons, cuja reacdo eletroquimica ocorre em sua superficie; (2) Eletrdlito,
condutor idnico que contém ions que se movem livremente entre os eletrodos
presentes na célula; (3) Circuito eletronico externo, o qual além de conectar os
eletrodos, tem o papel de detectar e controlar a corrente, voltagem ou

condutancia de um circuito.

Para experimentos envolvendo voltametria e impedancia, dependendo da
finalidade, a célula eletroquimica pode conter dois, trés ou quatro eletrodos. A
célula de dois eletrodos € usada para investigar propriedades eletroliticas como

condutividade ou para caracterizar sistemas de estado solido (Figura 5 a).

A configuracdo de trés eletrodos (Figura 5 b) é a mais comum para
aplicacbes eletroguimicas. Um terceiro eletrodo (eletrodo de referéncia) é
adicionado. J4 a célula contendo quatro eletrodos tem como objetivo analisar
processos ocorrendo dentro do eletrélito, cuja medida é feita por eletrodos
separados por uma membrana. Esse tipo de célula é geralmente utilizado para
estudos de transporte idnico através de uma membrana ou para realizar medidas

de condutividade ibnica ou eletrénica (OelRner, 2014).

Para andlises de técnicas voltamétricas, € recomendado o uso da célula
contendo trés eletrodos devido aos inconvenientes encontrados nos outros tipos
de configuragdes. Os trés eletrodos utilizados séo: eletrodo de referéncia (ER),
o contra-eletrodo (CE), também chamado eletrodo auxiliar e o eletrodo de
trabalho (ET) (Bard et al., 2001).
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O ER tem como objetivo manter um potencial estavel e reprodutivel, o
qual o potencial do ET € medido contra ele, cujo potencial aplicado resultante
produz um sinal de excitacdo. O CE é utilizado para fornecer uma corrente
atraves da célula, frequentemente oxidando ou reduzindo a solucéo eletrolitica,
preservando a eletroneutralidade do sistema (Gulaboski e Pereira, 2008;
Pacheco et al., 2013).

O ET é o eletrodo onde ocorrem as reacfes ou transferéncias eletronicas
de interesse, o0 qual no caso de biossensores, é o eletrodo no qual € realizada a
modificacdo de superficie, deixando-o apto para receber o analito de interesse
(Bard, 1983). Os mais utilizados sdo os eletrodos em disco, principalmente
compostos por ouro, grafite e pasta de carbono, cada qual com uma area bem
definida. E dependendo da finalidade de aplicacdo do ET, outras geometrias
também podem ser utilizadas, como forma cilindrica, faixa, rede, matriz, etc.,
cada qual envolvendo uma modificacdo apropriada para analise de dados
posterior (Farghaly, Hameed e Abu-Nawwas, 2014; Marken, Neudeck e Bond,
2010).

Figura 5 - Célula eletroquimica para determinacdes potenciométricas. ET: eletrodo de trabalho;
ER: eletrodo de referéncia; CE: contra-eletrodo. As setas indicam o fluxo da corrente. (a) Célula

de dois eletrodos; (b) Célula de trés eletrodos.

a) b)
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Fonte: Adaptado de Banica, 2012.
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A voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) sé&o as principais técnicas utilizadas para se obter informac¢8es qualitativas
de reaces eletroquimicas que ocorrem em células eletroquimicas, oferecendo
rapida localizac@o de potenciais redox de espécies eletroativas. A transferéncia
de carga entre um eletrodo e a espécie eletroativa presente em uma solucdo
engloba uma reacédo de eletrodo (Andrienko, 2008). Também chamada de

eletrdlise, essa reacao implica alguns passos:

e O reagente (O) se move para a interface: transporte de massa;

e A transferéncia eletrbnica pode ocorrer por meio do tunelamento
mecanico quantico entre o eletrodo e o reagente que esta proximo ao

eletrodo (a distancia de tunelamento se da em menos de 2 nm);

e O produto (R) se afasta do eletrodo e permite que um novo reagente se

ligue a superficie.

A circulacdo da corrente em um eletrodo ocorre na forma de um fluxo de
elétrons. Para que a corrente atravesse a interface eletrodo/solucéo, faz-se
necessaria uma reacao eletroquimica, que envolve espécies eletroativas na

solucgéo, cuja reacdo pode ser formulada de forma geral, como:
Ox +ne~ 2 Red Eqg. 1

Onde, Ox e Red sdo as formas oxidada e reduzida do par redox,
respectivamente. Portanto, a velocidade de uma reacao eletroquimica limita a
intensidade da corrente, o qual determina a quantidade de elétrons que
atravessarao a interface por unidade de tempo (Banica, 2012a).

3.3.2 Dupla camada elétrica

No inicio do século XX, dois pesquisadores chamados Georges Gouy e
David L. Chapman introduziram a no¢édo de uma dupla camada elétrica (DCE)
difusa na superficie de eletrodos, resultado da movimentagédo de ions e suas

interacdes eletrostaticas com determinada superficie (Bagotsky, 2006; Tadros,
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2013). A formacdo da DCE esta intimamente interligada a existéncia de
potenciais de Galvani entre duas fases condutoras diferentes, como exemplo, de
duas camadas paralelas apresentando cargas de sinais opostos.

A carga negativa de um eletrodo (Figura 6 a) € balanceada pelos céations
que sédo atraidos para a superficie do eletrodo, enquanto que os contra-ions na
solucéo eletrolitica séo distribuidos por uma determinada distancia do eletrodo.
Assim, a DCE consiste de uma camada compacta, que € o plano interno de
Helmholtz (PIH) e a camada difusa, também chamada de camada de Gouy-
Chapman (Banica, 2012a). O limite de extensédo da camada difusa na solugéo
eletrolitica depende da concentracdo do eletrdlito, e com isso, a dupla camada
pode afetar a cinética de processos eletroquimicos em alguns casos (Marken,
Neudeck e Bond, 2010).

Uma das principais caracteristicas da DCE é a distancia entre as duas
camadas que a formam, a qual por ser muito pequena, chega ao nivel molecular
ente 0,1 e 0,4 nm (Bagotsky, 2006). Dependendo da forma do eletrodo usado,
no que diz respeito ao ET, sugere-se que a espessura da DCE possa chegar a
1 nm (Marken, Neudeck e Bond, 2010). No entanto, o perfil potencial-distancia
através da DCE envolve dois seguimentos, um com aumento linear do PIH até o
plano externo de Helmholtz (PEH) e outro com aumento exponencial com a
camada difusa. Essa variacdo de potencial, dependendo da for¢a ibnica do meio,
faz com que a espessura da DCE possa se estender por mais de 10 nm (Wang,
2000).

A DCE desenvolvida por uma interface eletrodo/solucdo tem a
caracteristica de e comportar como um capacitor, portanto, outro caminho para
o fluxo da corrente é fornecido concomitantemente ao processo de transferéncia
eletrbnica (Scholz, 2015). A partir disso, medidas de impedancia e voltametria se
tornam excelentes ferramentas para a caracterizacao de reacdes eletroquimicas
de eletrodo, além de fornecer informacgdes em relacdo a caracteristicas da DCE

de determinado sistema (Banica, 2012b).
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Figura 6 - (a) Interface em que o eletrodo é carregado negativamente; (b) Elementos de
circuito elétrico correspondendo a cada componente da interface; (c) Variacdo do
potencial elétrico na interface do eletrodo. ET: eletrodo de trabalho; Cq: capacitancia de
dupla camada elétrica; Ry: resisténcia de polarizagdo; Zw: impedancia de Warburg; Raq:

resisténcia da solucéo; CE: contra-eletrodo. Adaptado de Chang e Park, 2010.
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Diante de tais fatos, torna-se extremamente relevante o desenvolvimento
de biossensores eletroquimicos que podem ser produzidos pela interacdo de
células eletroquimicas de trés eletrodos com um elemento sensor responsivo a
determinado analito, afetando assim alguns dos processos citados da DCE. Tal
resposta se obtém a partir da mudanca da impedancia eletroquimica e da
variacdo dos picos catédicos e anddicos da voltametria, sendo eles métodos de

transducéo de sinal utilizados na producédo do presente trabalho.

3.4 VOLTAMETRIAS

A voltametria € um termo derivado da palavra “voltamperometria”, o qual
expressa que a corrente € medida em funcédo do potencial (I = f(E)), sendo a

curva criada por essa fungcdo chamada de voltamograma (Faridbod, Norouzi e
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Ganjali, 2015). Uma ampla area da quimica eletroanalitica € coberta pela técnica
voltamétrica, incluindo a polarografia, area que serviu de marco para o avango e
criacAo de técnicas como a voltametria de varredura linear, as varias
modalidades de voltametria de pulso e a promissora voltametria ciclica (Olson e
Lacourse, 2004).

E importante salientar que a finalidade e qualidade de informac&o
qualitativa/quantitativa que se deseja obter de determinado analito, ou processo
qgue envolve a interagdo do analito com o eletrodo, direciona na escolha da
técnica voltamétrica ideal para ser utilizada (Pacheco et al., 2013). Para que seja
realizado o experimento voltamétrico, € necessario pelo menos o uso de dois
eletrodos: o ET, cujo analito estd em contato com sua superficie e o potencial &
aplicado a ele; e o ER, que serve de referéncia na medicdo e controle do
potencial do ET. No entanto, a célula eletroquimica contendo trés eletrodos, com
o adicional do CE, favorece uma maior estabilidade do sistema (Faridbod,
Norouzi e Ganjali, 2015; Scholz, 2015).

Em técnicas de andlise voltamétricas, os limites de detec¢do sdo dados
geralmente em mol L por causa das correntes dependerem de concentracdes
molares devido a difusdo. Assim, a natureza do composto eletroativo € menos
importante nessas situacdes, pois os diferentes nimeros de elétrons envolvidos
nas reacdes que ocorrem no ET tém um efeito pequeno nos limites de deteccédo
(Scholz, 2015).

Portanto, baseando-se no tipo/estrutura do eletrodo e tipo de eletrdlito
utilizado, além de como o potencial é aplicado e como a corrente é medida, as
técnicas voltamétricas foram desenvolvidas. De forma breve serd descrita a

analise da voltametria ciclica, objeto de estudo do presente trabalho.

3.4.1 Voltametria ciclica

Por ser um dos produtos da criagdo da polarografia, a VC se assemelha

a ela em alguns aspectos. Entretanto, quando ha a aplicacdo de potencial de
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varredura ao eletrodo seguindo uma direcédo, ela € considerada uma voltametria
linear, e quando o potencial é aplicado em uma direcéo e volta, € denotada como
voltametria ciclica. Assim, a VC oferece uma avaliacao simples da reversibilidade
de um processo de eletrodo, ou seja, uma comparacéo direta de uma reacéo

catddica e anodica (Heyrovsky, 2014).

Dentre as técnicas voltamétricas existentes, a VC é uma da mais
utilizadas em véarias areas da quimica. Geralmente, apesar de sua aplicacao ser
centrada no estudo de processos redox, comportamento de reagdes e detecgao
de intermediarios, a técnica pode ser utilizada para analises quantitativas
(Farghaly, Hameed e Abu-Nawwas, 2014; Wang, 2000). Ademais, ela permite
adquirir informacéo sobre a proporcao de elétrons transferidos entre substancias
e eletrodos; estima a relativa area de superficie; avalia a falta de eletrdlitos na
interface eletrodo/isolante, além de determinar a natureza dos processos
quimicos em conjunto com a transferéncia de elétrons (Faridbod, Norouzi e
Ganjali, 2015; Bilal, 2014).

Outra aplicacdo muito relevante da VC tem sido no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos, sendo usado para avaliar a integridade de
camadas moleculares formadas na superficie de um eletrodo, e no caso das
técnicas eletroquimicas, o ET. Para isso, o ion ferricianeto pode ser usado como
sonda redox. A andlise de dados e simulacdes utilizando softwares dedicados a
pesquisa voltamétrica permitem a determinacdo do mecanismo de reacdo das
reacOes eletroquimicas que ocorrem no ET onde houve a modificacdo de
superficie e contato com o analito (Andrade et al., 2015; Banica, 2012a; Tanimoto
e Ichimura, 2013).

O sistema que forma o potenciostato impde os parametros de controle
para a realizagdo dos experimentos voltamétricos, tendo como finalidade impor
o potencial de varredura ciclico ao ET, apresentando uma resposta de corrente.
A combinacédo de solvente, eletrolito e material especifico do ET determina o
limite do potencial. Assim, a corrente desenvolvida em uma célula eletroquimica

pela ciclagem de potencial do ET é medida. A curva que representa a corrente
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em funcado do potencial resultante € chamada de voltamograma ciclico (Kreysa,
Ota e Savinell, 2014; Scholz, 2015).

As informacdes qualitativas adquiridas de um voltamograma ciclico sobre
proporcdes relativas de reagdes e difusdo com reagentes em um sistema
eletroquimico é obtida a partir das caracteristicas dos picos anodicos e
catddicos. A corrente de pico aparece quando o potencial alcan¢ca um valor em
gue todos os reagentes eletroquimicamente ativos na superficie do eletrodo séo

completamente consumidos (Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015).

Um voltamograma ciclico pode apresentar varios picos catodicos e
anddicos devido a mecanismos de reagdes intrinsecos. Os parametros a seguir
sdo usados para caracterizar o voltamograma ciclico de processos reversiveis
(Andrienko, 2008; Banica, 2012a; Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015; Gulaboski
e Pereira, 2008; Kreysa, Ota e Savinell, 2014; Wang, 2000; Wu, Yuan e Wang,
2011):

e Se 0 processo em que ocorre a transferéncia de elétrons é mais rapido
gue a cinética do processo de transporte de massa (ou seja, difusao),
entdo a reacao que ocorre no eletrodo é eletroquimicamente reversivel.

Nesse caso, o0 potencial de separacao de pico é definido como:
RT o
AE, = |Epe — Epa| = 2.303 — =59/ nmV em 25°C Eq. 2

Onde: R é a constante universal do gas, T € a temperatura absoluta em
Kelvin (K), n é o nimero de elétrons transferidos e F € a constante de
Faraday. Assim, para uma reacdo redox reversivel em 25°C com n
elétrons, AE, = 0.05916 / n V ou cerca de 59 mV para um elétron. No
entanto, devido a fatores como a resisténcia da célula, na pratica esse
valor é dificil de ser alcangado (Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015);

e O raio da corrente de pico |i,,/iy:| = 1 em todas as varreduras;

e A funcdo da corrente de pico ip/V¥? (v = varredura) é independente de v;

e A corrente de pico para um par eletroquimicamente reversivel em 25°C é

dado pela equacgéo de Randles-Sevcik:

i, = 2.686 x 10° n3/2 ADY/2 p1/2 (O Eq. 3
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Onde: ip & a corrente de pico em amperes, n é o numero de elétrons
transferidos, A é a area do eletrodo (em cm?), D é o coeficiente de difusdo
(em cm2 s1), v é o potencial de varredura (em V s?) e C é a concentragdo
das espécies eletroativas na solucdo (em mol cm3). Dessa forma, é
possivel explorar a VC com a finalidade de determinacfes quantitativas

(Gulaboski e Pereira, 2008).

A VC é conferida de uma resposta bastante simples, como representado
na Figura 7 para um sistema redox reversivel como o do ferro-ferricianeto:
Fe(CN)z3® + e~ = Fe(CN)g*, em que o Fe®* é reduzido a Fe?*. No voltamograma
ciclico conferido pelo VC, os parametros importantes sdo os potenciais de pico
(Epc, Epa) e correntes de pico (ipc, ipa) dos picos catodicos e anddicos,
respectivamente, bem como do potencial formal (ou de meio pico) (Faridbod,

Norouzi e Ganjali, 2015; Kreysa, Ota e Savinell, 2014).

Enquanto que o potencial de meio pico (definido como a mediana entre
Epa € Epc) fornece informagédo principalmente relacionada a termodinamica, as
magnitudes das correntes de pico demonstra a dinamica envolvida na reacao
eletroquimica (Gulaboski e Pereira, 2008). O tipo de reacao de eletrodo é dado
pela forma do voltamograma ciclico, o qual também oferece o numero de
elétrons envolvidos na transformacao eletroquimica (Bard et al., 2001; Heinze,
1984).

Para auxiliar na explicacdo da formacdo de um voltamograma ciclico,

pode-se representar um processo de reduc¢do em um eletrodo, como:
A+ e =B Eqg. 4

Assim, em um experimento de VC, utilizando-se como exemplo a Fig. 7,
0 potencial é varrido linearmente com o tempo iniciando a partir de algum
potencial inicial, Ei, onde a espécie eletroativa A € estavel (ndo eletrorreduzida),
para algum outro potencial, Ey, em que a transferéncia de elétrons entre a
espécie A e o eletrodo € rapida, resultando na formacao da espécie B. Por fim,

o potencial € entdo varrido de volta para E;, causando a transferéncia de elétrons
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na direcdo oposta e a formacdo novamente de A (Compton, Laborda e Ward,
2014; Kissinger e Heineman, 1983; Kreysa, Ota e Savinell, 2014; Wang, 2000).

Figura 7 - Sinal de excitacdo potencial/tempo aplicado de um ciclo de um experimento de

voltametria ciclica. No caso desse exemplo, o potencial inicial, Ei, é de -0,3 V, o potencial do

vértice/topo, Ev foi de 0,8 V.
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Fonte: autor préprio.

Através do processo descrito acima, a corrente | (proporcional a taxa de
transferéncia de elétrons) é adquirida. Plotando um grafico contendo a corrente
em funcdo do potencial, darda origem ao tipico voltamograma ciclico de um
eletrodo. Descritivamente, o potencial do ET é medido contra o eletrodo de

referéncia que mantém um potencial constante, e o potencial resultante aplicado

-—— 7
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

TEMPO (S)

produz uma excitacdo de sinal. Os picos caracteristicos de um voltamograma

sdo causados pela formacdo da camada de difusdo proxima a superficie do

eletrodo (Scholz, 2010a; Wang, 2000).

A Figura 8 demonstra detalhadamente o que representa cada etapa que

compde um voltamograma ciclico, com as reagfes ocorrendo na superficie do

ET, o qual cada ponto descrito também é visto na Figura 7.
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O processo de reducéo ocorre de (A), que é o potencial inicial até (D), o
potencial de troca. Nessa regido, o potencial € varrido negativamente para
causar uma reducdo. A corrente resultante é chamada de corrente catodica (ipc),
enquanto que o potencial de pico correspondente ocorre em (C) e é chamado
potencial de pico catédico (Epc). O Epc € alcancado quando todo o substrato na
superficie do eletrodo é reduzido. Depois que o potencial de troca € alcancado
(D), o potencial é varrido positivamente de (D) a (G). Isso resulta na corrente
anaddica (ipa), ocorrendo a oxidacdo. O potencial de pico em (F) é chamado de
potencial de pico anodico (Epa), que € alcangado quando todo o substrato na
superficie do eletrodo tem sido oxidado (Compton, Laborda e Ward, 2014;
Hammerich e Speiser, 2015; Kissinger e Heineman, 1983; Kreysa, Ota e
Savinell, 2014; Marken, Neudeck e Bond, 2010).

Figura 8 - Voltamograma ciclico realizado em eletrodo de superficie de ouro de 3 mm de
diametro em solugdo redox Fe(CN)z;3 + e~ = Fe(CN)z*. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3 M
KCI). Epc: potencial de pico catddico; Epa: potencial de pico anddico; Irc: corrente de pico catddica;
Ipa: corrente de pico anddica.
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Fonte: autor proprio.
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3.5 IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

Métodos de deteccdo para diversas finalidades sdo desenvolvidos
diariamente, auxiliando tanto na vida pessoal quanto no ambiente clinico. Apesar
do grande numero de métodos existentes, muitos carecem de especificidade e
sensibilidade, parametros importantes quando se ha a necessidade de exatidao
na deteccdo de algo. Assim sendo, a aplicacdo de técnicas utilizadas
anteriormente para outras finalidades tem sido empregada objetivando a
deteccao rapida, sensivel e especifica de analitos das mais diversas naturezas,
e para isso, existe 0 método da espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE).

Técnicas eletroquimicas sao utilizadas para determinar a concentracao
minima de compostos, sendo aplicadas em sistemas biossensores, o qual se
enquadram a VC discutida anteriormente, e a EIE, cuja discussdo se dara no
decorrer do presente capitulo. Embora as formas de medida que sao
independentes do tempo (estacionaria) sejam as mais empregadas em células
eletroliticas solidas, ha também técnicas em que a excitacdo de sinal & tempo

dependente, o qual se adequam a VC e EIE (Guth, 2014).

A resisténcia elétrica impede a fluxo da corrente direta através de um
circuito elétrico. Em contraste, quando ha a aplicacdo de correntes alternadas
(CA) outros mecanismos impedem o fluxo da corrente em conjunto com a
resisténcia. Dessa forma, o conceito de impedéancia elétrica (IE) pode ser
aplicada, o qual é a grandeza fisica que quantifica a oposicdo de um capacitor
para o fluxo de corrente alternada (Banica, 2012b). Tal conceito foi introduzido
por Oliver Heaviside dentre a década de 1880. Ademais, ele deu cunho as
palavras indutancia, capacitancia e impedancia e posteriormente inseriu esses
conceitos no estudo de circuitos elétricos (Lvovich, 2012; Orazem e Tribollet,
2011).

Ao haver a aplicagcdo de um potencial CA de pequena amplitude a uma
célula eletroquimica e medir a corrente resultante através dessa célula, mede-

se a impedancia Z de um sistema. Por conseguinte, em analogia com a lei de
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Ohm, a impedancia Z de um sistema é o quociente da fungcéo potencial-tempo
V(t) e a fungéo corrente-tempo I(t), sendo expressa em unidades de resisténcia
(Q) (Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015; Lisdat e Schéafer, 2008):

_ V(®) _ Vosen(2mft) _ 1
T I(t) Ipsen(2mft+¢) Y Eq.5

Onde Vo e lp sdo os sinais maximos de potencial e corrente, f é a frequéncia, t é
o tempo, ¢ € o angulo de fase entre as funcdes potencial e corrente-tempo, e Y

€ o complexo de condutancia ou admitancia (Banica, 2012b; Scholz, 2010a).

3.5.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), também chamada
método de impedéancia de corrente alternada tém experimentado o crescimento
de sua popularidade nos ultimos anos. Sua aplicacdo inicial envolvia a
determinacdo da capacitancia de dupla camada (Delahay, 1965) e na
polarografia de CA (Bauer, 1959). Devido a impedancia ser usualmente
determinada em diferentes frequéncias ao invés de apenas uma, 0 nome
“‘espectroscopia” de impedancia é utilizado. Dessa forma, um espectro de
impedancia permite ndo apenas a caracterizacdo de interfaces, superficies e
camadas, mas também a de membranas, bem como processos de difusédo e

troca em processos de eletrodo (Alasia, 1999; Lisdat e Schéafer, 2008).

Em adicdo com as aplicacbes ja citadas, a EIE é uma poderosa
ferramenta em relevantes campos de aplicagdo, como a cinética de cargas e
regibes interfaciais, podendo ser aplicadas a biossensores eletroquimicos;
transferéncia de carga de condutores idnicos; eletrodos semicondutores, estudo
de processos de inibicdo da corrosdo de eletrodos; investigacéo de revestimento
de metais, bem como a caracterizacéo de dispositivos de estado sélido (Alasia,
1999; Chang e Park, 2010; Macdonald e Johnson, 2005; Ram et al., 2016;
Scholz, 2010a).
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A impedancia pode ser representada graficamente, recorrendo-se a
relacdo de Euler a fim de expressar a dependéncia do angulo de fase por meio
de fun¢des trigonométricas (Lvovich, 2014; Banica, 2012), tendo como resultado:

Z =|Z|(cosp +jsenp) = Z,o +j Zim Eq. 6

A equacdo acima demonstra que a impedancia é um valor complexo com
0s numeros real (Zre) € imaginario (Zim), que representam a proje¢do do modulo
da impedancia nos eixos de um sistema de coordenadas no plano cartesiano
(Chang e Park, 2010; Kreysa, Ota e Savinell, 2014; Scholz, 2010b). Dessa forma,
explica-se porque a impedancia pode ser representada no plano complexo na

forma de um vetor, o qual também pode ser chamado de fasor (Figura 9).

Figura 9 - Representacdo do vetor (fasor) da impedancia Z mostrando as relagdes entre o
complexo de impedancia (|Z]), angulo de fase (¢) e magnitude. Zre € Zim: €ixo real e imaginario

da impedancia, respectivamente.

/2

Zim

31/2

Fonte: autor préprio.

O valor absoluto ou médulo/magnitude da impedancia pode ser expresso
como representado abaixo. Assim sendo, tais calculos definem o diagrama de

Argand, também chamado diagrama complexo, sendo ele muito utilizado tanto
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na matematica quanto na engenharia elétrica (Alasia, 1999; Macdonald e
Johnson, 2005; Scholz, 2010b):

|Z| = \/(Zre +j Zim)(Zre _jZim) = \/Zze + Zizm ECI- 7

A corrente senoidal presente na EIE € resultante da aplicacdo de um
potencial senoidal ao sistema, o qual por meio da avaliacdo da relacdo entre
potencial aplicado e corrente, é obtido o angulo de fase e a impedancia do
sistema (Banica, 2012b; Damos, Mendes e Kubota, 2004), como pode se

observar na Figura 10 (Banica, 2012b; Damos, Mendes e Kubota, 2004).

Figura 10 - A impedancia é um valor complexo, o qual a evolugdo do tempo de uma onda
sinusoidal com determinada voltagem (V) que denota V em uma Unica frequéncia e corrente
resposta (1), com determinado angulo de fase (¢) que representa a defasagem da corrente em

relacdo ao potencial que foi aplicado.

A

N
N

Fonte: autor préprio.

Por conseguinte, o angulo de fase (¢) € descrito como a propor¢do dos
componentes Z’' e Z” da impedancia, em uma determinada frequéncia radial
(Banica, 2012b; Kreysa, Ota e Savinell, 2014; Orazem e Tribollet, 2011; Scholz,
2010b):

tang = 2™ ou ¢ = arctan (Zzim) Eq. 8

ZT'E re
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3.5.2 Circuitos equivalentes

Com o objetivo de aproximar os dados experimentais de impedancia, sao
utilizados circuitos equivalentes, que consistem de combinacdes de capacitores,
resistores e indutores, além de outros componentes caracteristicos de uma
célula eletroquimica, distribuidos em série ou em paralelo (Banica, 2012b; Lisdat
e Schéfer, 2008). Diversos sistemas eletroquimicos sdo analisados de acordo

com esse procedimento.

Um exemplo € o circuito equivalente modificado de Randles (Figura 11 b),
gque é um dos mais utilizados modelos para células em solu¢cbes aquosas,
condutoras e iénicas. E empregado para organizar os dados da EIE, além de
determinar os valores dos parametros elétricos para a concentragdo do analito
ou amostra de escolha (Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015; Kreysa, Ota e
Savinell, 2014).

Sua estrutura compreende a resisténcia da solugdo (Ra) e uma
combinacédo paralela da capacitancia de dupla camada elétrica (Cadi) e resisténcia
a transferéncia de carga (Rct). Assim, os componentes real e imaginario da
impedancia Z para o circuito de Randles, sdo (Chang e Park, 2010; Damos,
Mendes e Kubota, 2004; Scholz, 2010b):

Rt
Z, = Ry + — Eqg. 9
Q 1+w2C3R% q
17 wCZRgt
= ——2°¢t Eq. 10
1+w2C3R%

Onde: Rq — resisténcia intrinseca da solucéo; Rt — resisténcia a transferéncia de

carga; w — frequéncia angular; Cq — capacitancia de dupla camada.

De modo que devido a frequéncia ser um parametro crucial, os dados de
EIE séo representados como o modulo da impedancia vs. a frequéncia, tendo
como objetivo obter um espectro de impedancia (Banica, 2012b). Logo, a
representacao de -Zim vs. Zre demonstrada pelo diagrama de Nyquist, também
chamado de diagrama de plano complexo (Figura 11 a) é utilizada.
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Tal diagrama coloca em gréafico a impedancia real (Zre ou Z’) no eixo-X e
a impedancia imaginaria (Zm ou -Z”) no eixo-Y. Ademais, é obtida uma
representacdo da impedancia em cada ponto disposto em gréafico. Ou seja, cada
um desses pontos no diagrama é a impedancia em uma frequéncia particular
(Kreysa, Ota e Savinell, 2014; Lisdat e Schafer, 2008; Scholz, 2010b).

Figura 11 - Diagrama de Nyquist (a) para o circuito equivalente de Randles (b). Zw: impedancia
de Warburg e Rt resisténcia a transferéncia de carga, sédo acoplados em série para formar a

impedancia faradaica Zr. Fonte: autor préprio.
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Fonte: autor préprio.

3.6. MODIFICACAO DE SUPERFICIE DE ELETRODO: MONOCAMADAS
AUTOMONTADAS

Objetivando o desenvolvimento de novas aplicacdes e inovacgao,
interfaces modificadas tém ganho ampla atencdo, principalmente no que diz
respeito a monocamadas automontadas (MAM). Tanto o design quanto a criagéo
de interfaces adequadas para determinadas finalidades fazem uso de MAM, que

dispbem de facil sintese.

Por apresentar beneficios como longa duracdo em superficies, controle
molecular, além do simples e rapido preparo, MAM se tornaram uma ferramenta
valiosa no estudo e na aplicacdo de modificagdo de superficies. Biomoléculas

tém sido empregadas na criagdo de MAM, o qual sua estrutura determina a
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espessura da camada aplicada em uma determinada superficie, além de
organizagdo monomolecular e sua orientacdo. Tais caracteristicas sao
essenciais para viabilizar a reprodutibilidade, durabilidade e precisdo da MAM
(Feliciano-Ramos et al., 2010; Samanta e Sarkar, 2011).

MAM sao simplesmente montagens ordenadas em duas dimensfes que
tem o pretexto de se formarem espontaneamente em uma ampla variedade de
superficies, por meio da adsorcdo de moléculas organicas na fase liquida ou
gasosa (Ulman, 1996; Zhang, Cardona e Echegoyen, 2006). Apesar do primeiro
trabalho envolvendo a sintese pioneira de uma camada monomolecular ser
reportado da década de 40 (Bigelow, Pickett e Zisman, 1946), foi na década de
80 o qual o interesse em MAM se expandiu na area biotecnoldgica, através de
um estudo envolvendo a formacédo de MAM de alcanotidis em superficie de ouro,
cujo preparo se deu usando solugdes de dialquil dissulfetos (Ferretti et al., 2000;
Nuzzo e Allara, 1983).

3.6.1 Estrutura e propriedades

Basicamente, a formacado de filmes em monocamada se da por meio de
duas vias distintas: através da técnica de Langmuir-Blodgett, cujo filme pré-
montado é transferido de uma interface ar-agua para um substrato sélido (Ulman,
1991) e a producdo de MAM por meio da montagem espontanea de uma
substéancia anfifilica em um substrato, por meio da imerséo (Fedorov e Mandler,
2016). Sua estrutura compreende basicamente trés partes (Figura 12): um grupo
cabeca superficie-ativo, tendo o papel de se ligar fortemente ao substrato; uma
cadeia alquil que dara estabilidade a montagem da monocamada por meio de
interacbes de van der Waals e funcionalidade com papel importante no
acoplamento de uma biomolécula a uma monocamada conferida pelo grupo
terminal (Allara, 1995; Arya et al., 2009; Gschneidtner e Moth-Poulsen, 2015).
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Figura 12 - Representacdo esquematica da estrutura de uma monocamada automontada em um

substrato como a superficie de ouro de um eletrodo. Fonte: autor préprio.

V1

O © O O © © © © «—Grupo cabega

SUBSTRATO
Fonte: autor préprio.

Muitos estudos comprovaram que ha diversas possibilidades de formacéo
de MAM, compreendendo diversos sistemas de substancias e substratos. H&
destaque para MAM formadas por acidos carboxilicos de cadeia longa em
substratos de 6xido metélico (Lang, Mottaghi e Lacaze, 2016); organosilanos em
substratos hidroxilados como o vidro, oxido de aluminio e silicone (Li, Z. et al.,
2016); e espécies organosulfuradas em superficies de metais nobres.

O desenvolvimento de MAM em metais nobres tais como ouro, prata,
platina, cobre e paladio utilizando compostos organosulfurados como cisteina
(Cys), cisteamina e &cido 4-mercaptobenzoico por exemplo, sdo o0s mais
utilizados e estudados. Tal destaque se da devido a sua marcada estabilidade e
propriedades fisico-quimicas (Ferretti et al., 2000; Samanta e Sarkar, 2011).

Apesar da ampla possibilidade de escolha de substratos, o ouro denota-
se como o melhor e mais apropriado. Essa notoriedade é baseada em
importantes caracteristicas do ouro, como: ser um metal inerte o qual ndo ha a
formacdo de Oxidos estaveis em sua superficie, além de dispor de uma forte e
especifica interacdo com o enxofre. Devido a essas particularidades, o ouro
permite a formacao de monocamadas mais estaveis, reprodutiveis e em um curto
espaco de tempo (Atta, Galal e EI-Ads, 2012; Galal, Atta e El-Ads, 2012;

Moccelini, Fernandes e Vieira, 2008).

Dessa forma, o uso de compostos que contém enxofre em sua estrutura

como alcanotiois, dialquil-dissulfuretos e dialquil-sulfuretos, que possui elevada
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afinidade por superficies de metais nobres como o ouro, sdo empregados no
preparo de MAM (Ferretti et al., 2000). Alcanotidis organosulfurados possuem
um mecanismo de ligacao a superficie do ouro, o qual ocorre uma quimissorcao
espontanea, ocasionando a perda do hidrogénio do grupo tiol como o hidrogénio
molecular Hz2 (Duwez, 2004), convertendo-se em uma forte, covalente e
termodinamicamente favorecida ligacdo S-Au (enxofre-ouro) (Gschneidtner e
Moth-Poulsen, 2015).

O controle da propriedade de interfaces € um fator importante para a
finalidade o qual a MAM serd aplicada, pelo fato de que interfaces que contém
pelo menos uma superficie polimérica serem irregulares. Logo, MAM sao
consideradas uma das principais escolhas quando se diz respeito ao estudo de
fendmenos interfaciais, devido a sua capacidade de controle da concentracao de
determinado grupo funcional em sua superficie. Assim, utilizando como exemplo
uma superficie de ouro para a formacdo de MAM, o tiol terminal tem a
capacidade de acomodar grupos funcionais -OH, -COOH e -NH2, que podem ser
facilmente manipulados, tornando a técnica compativel para a aplicacao
desejada (Arya et al., 2009; Samanta e Sarkar, 2011; Ulman, 1996).

3.6.2 Aplicagdes

Caracteristicas como simplicidade do método de formacao;
reprodutibilidade e flexibilidade de sintese nos mais variados tipos de
superficies; emprego de uma variedade de técnicas para a caracterizacdo da
superficie modificada, além das demais qualidades ja citadas em juncao a sua
escala nanométrica, levou a aplicacdo da MAM para diversas areas da ciéncia e
nanotecnologia, incluindo microeletrbnica (Bernasconi et al., 2016),
biotecnologia (Lyubarskaya, 2014), ciéncia de materiais (Kim et al., 2015), super-
redes (Paik et al., 2015), lubrificantes (Paul et al., 2016), além da promissora

area de biossensores (Aliofkhazraei e Makhlouf, 2016).

A fabricacdo e design de interfaces adequadas para o reconhecimento

molecular e transdugéo de sinal séo fatores essenciais para o desenvolvimento
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de biossensores, cujas caracteristicas como alta sensibilidade e rapidez na
andlise da resposta se apresentam de forma marcante. Para isso, a estabilidade,
estrutura uniforme e simplicidade no processo de variacdo de espessura da
monocamada torna a MAM como alternativa no campo de biossensores
(Mizutani, 2008). Seu uso explica-se pela sua excelente integracdo com o
elemento de reconhecimento biolégico, que entrara em contato com o analito em

questao (Samanta e Sarkar, 2011).

O emprego de MAM em biossensores alcancou um patamar elevado, tal
que pode ser comprovado na literatura através de varios biossensores criados
gue possuem variados modos de transducdo de sinal, utilizando-se de uma
pequena quantidade de molécula organica diluida em solucéo para sintetizar a
monocamada automontada e finalizar na detec¢éo de determinado analito (Arya
et al., 2009). Os principais exemplos envolvem a criagdo de biossensores
enzimaticos (Mossanha et al., 2015); imunossensores (Ouerghi et al., 2016);
genossensores (Ren et al., 2016) e biossensores de microrganismos como
bactérias (Yang et al., 2016); fungos (Yodmongkol et al., 2016) e virus (Katayama
et al., 2016).

3.6.3 Cisteina

Existe na literatura varios tipos de MAM formadas por compostos que
possuem o grupamento tiol (-SH) em sua estrutura, no qual muitas de suas
aplicacdes envolveram o desenvolvimento de biossensores. Alguns exemplos
enquadram o acido 3-mercaptobenzéico (Kumeria e Santos, 2015); acido 16-
mercaptohexadecanoico (Radhakrishnan et al., 2016); 4-mercaptopiridina (Ding
et al., 2015); tionina (Ma et al., 2015); homocisteina (Li et al., 2015); cisteamina
(Ouerghi et al., 2016) e cisteina (Cys) (Figura 13) (Mukdasai et al., 2016).
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Figura 13 - Estrutura da cisteina.

Fonte: PubChem.

Cys (HS-CH2-CH(NH2)-COOH) é um aminoécido tiolado de baixo peso
molecular envolvido em diversas fung@es celulares importantes, como a sintese
de proteinas, detoxificacdo e metabolismo (Hassan, El-Baz e Abd-Rabboh,
2007). Sua estrutura contendo grupamento carboxila, amina e tiol, a torna como
um excelente alvo em inimeras pesquisas por suas multiplas funcionalidades.
Contendo um pka de valor 1.71, 8.33 e 10.78, Cys é considerada excelente na
pesquisa de sensores e biossensores bioquimicos e eletroquimicos (Atta, Galal
e El-Ads, 2012; Gondikas et al., 2012). A cadeia lateral da Cys composta pelo
grupamento tiol é ndo-polar, classificando-a assim como hidrofébica. Esse fator
€ primordial, pois permite que essa molécula interaja com diferentes espécies
quimicas (Galal, Atta e EI-Ads, 2012; Mukdasai et al., 2016).

Aminoéacidos tém sido usados na biofuncionalizacdo de superficies de
ouro, principalmente devido a presenca de grupos funcionais como -SH e -NHo.
Cys tem a capacidade de formar MAM por meio de adsor¢cdo espontanea, de
forma simples e rapida em superficies metalicas como ouro, prata, cobre, platina,
etc., sendo a adsor¢cao em ouro, a melhor (Galal, Atta e EI-Ads, 2012; Mocanu
et al., 2009).

Apesar de seu grupo tiol fazer a ligacdo covalentemente ao ouro via

desprotonacdo para se obter a monocamada automontada, h& a possibilidade
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de interacdo ndo-equivalente e ndo-covalente com o ouro, sendo elas através do
grupo carboxila e amina (Hakkinen, 2012). Correlacionada com os demais
exemplos de compostos tiolados, Cys tem um custo mais acessivel, além de ser
mais estavel como agente formador de MAM (Patil et al., 2014; Qingwen et al.,
2001).

3.7 NANOPARTICULAS DE OURO

A nanotecnologia e o mundo da nanociéncia tém se provado atrativos e
ferramentas promissoras no seu uso aplicado ao diagnostico e tratamento na
medicina milenar e moderna, apresentando-se como uma das areas de mais
progresso na pesquisa cientifica. Nanotecnologia define-se como a criagéo de
materiais, dispositivos e sistemas funcionais através do controle da matéria entre
a escala 1-100 nm (Boisselier e Astruc, 2009; Wang, 2005).

Materiais como dendrimeros, lipossomas, micelas, nanoparticulas
poliméricas sintéticas, substancias inorganicas, nanoparticulas metélicas entre
outros exemplos, por disporem de tamanho em nanoescala, apresentam
propriedades fisico-quimicas Unicas extremamente Uteis, oferecendo um mundo

de possibilidades e aplicagbes (Garrido et al., 2015).

Propriedades peculiares podem ser vistas a depender do tamanho e
composi¢do dessa nanoparticula. Alguns exemplos sdo o confinamento quéntico
em cristais semicondutores, ressonancia de plasmons em NPs metalicas e o
superparamagnetismo caracteristico de materiais magnéticos (Doria et al.,
2012).

A literatura aponta a existéncia e variedade de nanoparticulas metalicas,
0 qual as mais comumente estudadas sao as de ouro (Daraee et al., 2014), prata
(Panacek et al., 2016), oxido de titanio (Ou et al., 2016) e ferro (Tesh e Scaott,
2016). Entre os mencionados, nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém se mostrado
a mais promissora, ndo apenas pelo seu uso em varias fases da histéria, maior

estabilidade quimica em solu¢cdo e compatibilidade biologica, mas também
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principalmente devido as mais diversas aplicacdes que surgem diariamente em
diversas areas da ciéncia, tecnologia e inovacdo (Chen, Mwakwari e Oyelere,
2008; Dreaden et al., 2012).

3.7.1 Breve histoérico

A extracdo do ouro teve inicio em Varna, na Bulgaria, com registros
datados de 5 mil anos A.C. Teve seu auge principalmente no Antigo Egito por
volta de 1200-1300 A.C. com uma extracdo chegando a 10 toneladas por ano.
Em relacéo ao ouro coloidal, a conhecida Taca de Licurgo, datada do quarto ou
quinto século D.C. estima que o uso de AuNPs teve inicio bem antes disso, ndo
apenas no Egito, mas também na China, Arabia e india. Sua aplicagdo
ultrapassava os propositos estéticos pois também ja era reportado naquele
tempo o uso dessas nanoparticulas com finalidade curativa (Boisselier e Astruc,
2009; Daniel e Astruc, 2004).

O uso do ouro na medicina, também chamado crisoterapia, ja era datado
desde a antiguidade em culturas ancestrais do Egito, China e india utilizavam
para tratar doengas como variola, Ulceras de pele e sifilis (Corti e Holliday, 2009).
Na Idade Média, Paracelso desenvolveu AuNPs sintetizadas pela reducédo do
cloreto aurico com alcool e 6leo de extrato de plantas para uso em desordens
mentais. No fim do século XIX e inicio do século XX, o ouro coloidal era usado
por injecao intravenosa para o tratamento do alcoolismo, além do tratamento da
tuberculose (Wilson, 2008). O primeiro livro que descreve a sintese e uso médico
de AuNPs data de 1618, publicado pelo fildsofo e médico Francisco Antonii
(Dykman e Khlebtsov, 2012).

3.7.2 Sintese

Os métodos de sintese de nanoparticulas metalicas séo os mais diversos,

podendo-se separar em sintese fisica (ablacdo a laser, deposicdo a vapor,
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esmerilhamento, etc.) e quimica (reducdo quimica, reducdo fotoquimica, co-
precipitacdo, hidrolise, decomposicdo termal, etc.), objetivando, assim, obter
NPs homogéneas e com tamanho e forma especifica, além de propriedades de
superficie. Tais caracteristicas entre nanoparticulas as fazem uteis pela
variedade de propriedades fisico-quimicas que elas fornecem (Doria et al., 2012;
Saha et al., 2012).

O tamanho das AuNPs é determinado principalmente pela concentracao
do sal, temperatura e a taxa de adicdo de reagentes. Todos esses fatores
resultam em um ouro coloidal de 10-25 nm, o qual, variando esses fatores, &
possivel obter nanoparticulas de 1-100 nm (Tiwari et al., 2011). O método mais
utilizado para se obter AuNPs esféricas € a reducdo do Au(lll) a ions Au(0)
utilizando sal de ouro como o acido tetracloroaurico (HAuCls) com o citrato como
agente redutor. Tal método foi desenvolvido por Turkevich (Turkevich, Cooper e
Hillier, 1951), e posteriormente otimizado por Frens (Boisselier e Astruc, 2009;
Frens, 1973).

Outro método que tem destaque na literatura é o proposto por Brust-
Schiffrin, o qual AUNPs de ~2 nm sao sintetizadas, o qual uma solucado aquosa
de ions de ouro é transferida para uma fase organica seguida pela reducédo do
borohidreto (Brust et al., 1994). Essa técnica foi inspirada pelo sistema de duas
fases de Faraday, utilizando o ligante tiol que se liga fortemente ao ouro,
resultando em uma das menores e estaveis AUNPs existentes (Daniel e Astruc,
2004).

Brown e Natan submeteram a sintese de nanoparticulas de diametro 30-
100 nm baseando-se no uso da superficie das AuNPs como agentes
catalisadores para a reducdo do Au(lll) pela hidroxilamina (Brown e Natan,
1998). Posteriormente Murphy e colaboradores, objetivando controlar tamanho
e forma do ouro coloidal, misturaram AuNPs ja reduzidas com borohidreto em
uma solugéo com sal de ouro e surfactantes, utilizando o acido ascorbico como
agente redutor, produzindo AUNPs monodispersas em grande quantidade (Jana
et al., 2001).
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Ademais, outros métodos também séo utilizados, como a reducéo fisica,
obtendo AuNPs ocas (Sun, Mayers e Xia, 2003); reducdo fotoquimica,
resultando em NPs cubicas (Kundu et al., 2007); reducdo biol6gica, em que
utilizam-se hidrogéis moleculares de peptideos anfifilicos produzindo diversas
formas de AuNPs (Mitra e Das, 2008) e técnicas de evaporacdo de solvente,
originando super redes de ouro em 2D (Pyrpassopoulos et al., 2007). Com o
passar dos anos, novas técnicas de sintese e aprimoramentos das ja existentes
tém sido estudadas, denotando féacil fabricacdo, além das singulares
propriedades fisico-quimicas a elas atribuidas (Chen, Mwakwari e Oyelere,
2008).

3.7.3 Propriedades fisico-quimicas

AuNPs apresentam uma variedade de caracteristicas eletronicas, opticas,
quimicas e biolégicas que podem ser exploradas em aplicacbes quimicas,
bioanaliticas e biomédicas. A adequacédo do tamanho, forma e ajustes por meio
de funcionaliza¢Bes de sua estrutura e superficie alteram as propriedades fisico-
quimicas, cujas variacdes se mostram essenciais para se alcancar o éxito para

uma especifica finalidade.

A forma esférica das tradicionais AuNPs, por exemplo, possuem
propriedades optoeletronicas (Sau et al., 2010), excelente biocompatibilidade e
baixa citotoxicidade (Boisselier e Astruc, 2009) e elevada razdo superficie-
volume, o qual a frequéncia de plasmons é estranhamente sensivel a natureza
dielétrica de sua interface com o meio local (Benetti et al., 2013). Havendo
qualguer mudanca nos arredores dessas NPs, como modificacdo de superficie
e agregacdo, acarretara em mudancas colorimétricas na dispersédo coloidal
(Murphy et al., 2008).

Uma importante propriedade fisica atribuida ao ouro coloidal (Figura 14)
€ a supressdo (quenching) da fluorescéncia e ressonéancia de plasmons de
superficie, ocasionada pela irradiagdo com a luz em determinadas frequéncias
gue resulta em uma oscilagéo coletiva de elétrons (Eustis e el-Sayed, 2006).

AuNPs esféricas exprimem uma multipla variagcdo de cores quando estdo em
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solucéo aquosa, a medida que ha a variacao de tamanho entre 1-100 nm (como
marrom, laranja, rosa, vermelho, roxo e seus intermediarios), além de mostrar
mudanca de cores também quando hé alternancia da forma das AuNPs (Murphy
et al., 2008; Njoki et al., 2007).

Figura 14 - Imagens de solugdes de nanoparticulas de ouro esféricas (esquerda) e em formas
variadas (direita), como funcdo o aumento de seu tamanho ou dimensdes, indicado pela variagdo

das cores obtidas da solugé&o coloidal. As escalas em vermelho correspondem a 100 nm.

Adaptado de Murphy et al., 2008.

O pico de absorcdo de AuNPs esféricas apresenta uma relacao tamanho-
dependente, variando entre 500-550 nm. Essa faixa de absor¢do surge pela
oscilacdo coletiva de elétrons devido a excitacdo ressonante de fétons
incidentes, também conhecido como banda de pladsmons de superficie (Ghosh e
Pal, 2007; Orendorff, Sau e Murphy, 2006). Tal fenbmeno é influenciado ndo
unicamente pelo tamanho, mas também por qualquer variagdo de forma,
solvente, ligante de superficie, carga do nucleo e temperatura, além de mostrar
mais sensivel quando proxima a outras nanoparticulas (Doria et al., 2012; Yeh,

Creran e Rotello, 2012).

A funcionalizacdo de nanoparticulas é uma das formas mais utilizadas
para modificar suas propriedades fisico-quimicas, permitindo aumentar sua
aplicabilidade. A funcionalizagdo de AuNPs com pequenas moléculas ou
polimeros é um passo essencial para o desenvolvimento de novos materiais
(Blakey et al., 2010; Mout et al., 2012).
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3.7.4 Aplicacdes biomédicas

Em resumo, quando comparada com outros tipos de nanomateriais para
aplicacOes gerais, as AUNPs ganham destaque principalmente pela sintese facil,
rapida e reprodutivel; modificacéo de superficie baseada na formacéo da ligacao
Au-S altamente estavel; tamanho, forma e estado de agregacdo, além da
marcante biocompatibilidade e biosseguranca e excelentes propriedades fisico-
quimicas (Zhou et al., 2015). Todos esses atributos excepcionais permitem que
pesquisadores desenvolvam aplicacdes diversas, passando por areas como
entrega de drogas e outras moléculas, bioimagem, terapias e diagnostico (Kumar
e Roy, 2016; Yeh, Creran e Rotello, 2012).

Pesquisas comprovaram que AuNPs proporcionam excelente
biodistribuicdo em tumores, fazendo com que houvesse a criagcdo de
nanosistemas com AuNPs para o veiculo e distribuicdo de agentes
quimioterapicos (Giljohann et al., 2010). Tal avango na area faz com que haja a
diminuicdo de efeitos colaterais, baixa toxicidade e melhoria da eficiéncia
terapéutica, todos esses fatores culminando também com a solucdo de
problemas como solubilidade, estabilidade e farmacocinética das drogas
utilizadas (Ahmed et al., 2014; Daraee et al., 2014, Li Volsi et al., 2016).

Os agentes convencionais utilizados nas técnicas de imagem como
lantanideos e fluoréforos organicos dispdem de problemas como serem
propensos ao fenbmeno de photobleaching e baixo rendimento quantico, e as
AuNPs aparecem como agentes alternativos de contraste (Chen, Mwakwari e
Oyelere, 2008; Ge et al., 2016; Wolfbeis, 2015).

AuNPs tem absorcdo maxima na regido visivel ou préxima do
infravermelho, e quando é irradiada com uma luz correspondente, fica
extremamente quente. Com isso, conjugando-se AuNPs com anticorpos ou
outras moléculas, permite-se assim a ligacédo especifica delas no interior ou ao
redor das células-alvo, ocasiona a morte do tecido tumoral (Dykman e Khlebtsov,
2012). Por conseguinte, o uso de AuNPs também é retratado em terapias de
cancer e outras doencas, por meio da terapia plasmoénica fototermal e

fotodinamica (Lucky, Soo e Zhang, 2015; Rengan et al., 2015; Sun et al., 2016).
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No diagnoéstico clinico as AuNPs tém sido empregadas veementemente
para a deteccdo de biomoléculas alvo. No biodiagnostico, as principais
abordagens que fazem uso de AuNPs envolvem: (1) funcionalizagdo de
superficie das AuNPs que promovem nanoprobes altamente seletivos; (2)
distancia interdependente das AuNPs para testes de sensibilidade colorimétrica
para especifica hibridizacdo de DNA, indicando assim a deteccao de sequencias
de &cidos nucleicos especificos em amostras biolégicas e (3) métodos
eletroquimicos para proporcionar o aprimoramento de sinal (Baptista et al., 2008;
Boisselier e Astruc, 2009; Nicol, Dixon e Coulter, 2015).

A literatura dispde de muitos exemplos de métodos de diagndstico com
ouro coloidal. Alguns deles através da funcionaliza¢do da superficie das AUNPs
envolvem a deteccdo de doencas como cancer (Patskovsky et al., 2015);
hepatite (Shourian, Ghourchian e Boutorabi, 2015); HIV (Ly, Park e Park, 2016);
Alzheimer (Georganopoulou et al., 2005) etc. Os métodos de diagnoéstico através
da hibridizagdo de fragmentos de DNA s&o utilizados principalmente como
probes de fluorescéncia, além de na simples mudanca da cor da solugdo com
alteracdo do pico de absorcdo, indicarem a hibridizacdo confirmando
determinada doenca na amostra clinica (Shamsipur et al., 2016; Wang et al.,
2016, 2015).

3.7.5 Aplicacdo em biossensores

Biossensores utilizam moléculas como enzimas, carboidratos, peptideos
e acidos nucléicos para promover o reconhecimento biolégico ou para seguir o
curso de qualquer fendbmeno biolégico de interesse, e com isso, as AuNPs
aplicadas a essas moléculas na plataforma biossensora promovem o auxilio e

melhoria na detecc¢ao (Chen, Mwakwari e Oyelere, 2008; Tiwari et al., 2011).

O campo da eletroquimica analitica almeja pelo desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos com a capacidade de promover melhores
caracteristicas analiticas, como sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade,

facil fabricacdo e baixo custo. A nanotecnologia jA se provou promissora e
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inovadora nessa area, o qual vasto uso de nanomateriais é aplicado e a procura
e criacdo de outros tipos tem alavancado o mercado buscando nanomateriais
gue alavancassem a resposta do biossensor. A literatura tem provado que
AuNPs sdo uma excelente escolha (Pingarron, Yafiez-Sedefio e Gonzélez-
Cortés, 2008; Saha et al., 2012).

Biossensores eletroquimicos produzidos através do acoplamento da
molécula de reconhecimento biolégico com AuNPs, tendo sua interpretacao
realizada por transdutores eletroquimicos tem adquirido amplo interesse na
pesquisa com biossensores nos ultimos anos (MacKay et al., 2015). Destacam-
se trés maneiras de modificar a superficie de um eletrodo com AuNPs: (1)
deposicao direta das nanoparticulas no eletrodo; (2) incorporando o ouro coloidal
misturando-o0 com outros componentes na matriz do eletrodo e (3) através da
ligagéo das AuNPs modificadas com grupos funcionais formando monocamadas

automontadas (Yafiez-Sedefio e Pingarrén, 2005).

Quando aplicadas aos biossensores, AuUNPs apresentam excelentes e
singulares propriedades fisico-quimicas, tais como elevada razdo superficie-
volume, ampla energia de superficie e forca mecénica, biocompatibilidade,
ressonancia de pladsmons de superficie localizada, propriedades Opticas néo-
lineares, além da habilidade de agir como um caminho de conducao elétrica
entre os componentes da plataforma sensora e a superficie do eletrodo (Liu,
Leech e Ju, 2003; Zhou et al.,, 2015). Portanto, tais propriedades tém sido
exploradas no ato do reconhecimento biolégico que culmina em sinais elétricos

ou transducdes eletroquimicas (Cao, Ye e Liu, 2011).

Essas abordagens elétricas e eletroquimicas propostas pelas AuNPs
geralmente dependem das mudancas na reposta 6hmica de um circuito elétrico
ou o fluxo de elétrons criado de um processo faradaico como a oxidacdo ou
reducdo préoxima a superficie de um eletrodo para alcancar a biossensibilidade
(Doria et al., 2012). Apesar de ser possivel a detec¢éo direta do analito elétrica
ou eletroquimicamente, muitos sdo os beneficios do uso conjugado do
biossensor com AuNPs devido a suas propriedades eletroativas e cataliticas,
aumentando consideravelmente a sensibilidade do biossensor. Ademais, ha a

possibilidade de adicdo de biomoléculas ao ouro, como peptideos, podendo
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desempenhar o papel de elemento biologico ativo na deteccédo de determinado
analito (Andrade et al., 2015; Li, Schluesener e Xu, 2010; Wittenberg e Haynes,
2009).

3.8 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

O aumento da resisténcia a antimicrobianos determinou um problema de
salude publica mundialmente com o crescente niumero de doencas infecciosas
que se tornaram cada vez mais dificeis de tratar. Tal problema estimulou uma
busca para novas op¢des de agentes contra esses microrganismos resistentes

a antibiéticos convencionais.

Apesar da criagdo de medidas preventivas contra a resisténcia bacteriana,
tornou-se necessaria e urgente a busca para novas alternativas. Essa situacéo
deu oportunidade para uma variedade enorme de opc¢des que poderiam ser
aplicadas para agir contra esses patdgenos, o qual podem apresentar uma acao
mais eficaz e rapida quando comparado com a criacdo de novos medicamentos
pela industria farmacéutica que implicariam com a continuidade e agrave da

resisténcia (Hassan et al., 2012).

A seletividade de muitos peptideos antimicrobianos (PAM) e seu modo de
acao singular, tornou-os candidatos promissores para o desenvolvimento de
novos agentes antibiéticos (Dathe e Wieprecht, 1999). PAMs apresentam
toxicidade seletiva preferencial a células microbianas, tornando-os néo-toxicos
para células de mamiferos, como heméacias e leucacitos (Peters, Shirtliff e Jabra-
Rizk, 2010)

A Tabela 1 descreve os principais PAMs e suas diversas atividades,
dentre as quais se destaca sua acao antibidtica. Embora apresente tamanho,
composicdo de aminoacidos e estrutura secundaria variavel, todos esses
peptideos tem a capacidade de assumir uma conformacéo anfipatica de ligacdo
a membranas celulares. Estudos apontam que eles podem alcancar sua
atividade antimicrobiana através de numerosos processos celulares (Nguyen,
Haney e Vogel, 2011).



66

Tabela 1. Lista dos principais PAMs estudados na literatura, local onde o peptideo é isolado e

suas respectivas atividades.

PAM Hospedeiro Atividade
Clavaninas Tunicado marinho: Styela clava Bacterlas~Gram pom_tlvas € Qr{im-negatlvas;
acdo antifungica e antibiofilme
Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
Cecropinas Inseto: Hyalophora cecropia acdo antiviral; antimalarica; antiparasitaria; acéo
contra células tumorais
Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
Melitina Mel e veneno: Apis mellifera acdo antiviral (HIV); antifingica; antiparasitaria;
acdo contra células tumorais
Magaininas Anfibio: Xenopus laevis Bactérias Gram POS'“\.’a,S € G ram negativas;
acdo antifungica
Fowlicidinas Aves: Gallus gallus Bactérias Gram~p05|t|_va}s e Gram negativas;
acdo antibiofilme
Tanatina Inseto: Podisus maculiventris Bactérias Gram positivas e Gram negativas

Protegrinas

Mamifero: Sus scrofa domesticus

Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
antibiofilme; acdo antiviral (HIV); antifungica;
acdo contra células tumorais

Defensina VrD2

Planta: Vigna radiata

Bactérias Gram positivas e Gram negativas
e acdo antifdngica

Plectasina Fungo: Pseudoplectania nigrella | Bactérias Gram positivas; a¢do antiviral e antiflngica
Defensina A Inseto: Protophormia terraenovae Bactérias Gram positivas e Gram negativas
Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
o-Defensina Mamifero: Homo sapiens acao :_;m_tl\_/lral (HI_\/): gntl_funglca_, ant_lparaslltarla,
inibidor enzimatico; acdo cicatrizante;
acdo contra células tumorais
Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
B-Defensina Mamifero: Homo sapiens antibiofilme; acdo antiviral (HIV);
antiflngica; acdo cicatrizante
0-Defensina Mamifero: Macaca mulatta Bacterla~s Grar_n _posmvas ? Grgn) ne;gatlvas;
acdo antiviral (HIV); antifungica
Indolicidina Mamifero: Bos taurus Bacterias G_ranj positivas Gram neg_atllva_s;
antibiofilme; acéo antiviral (HIV); antifingica
Tritrpticina Mamifero: Sus scrofa domesticus Bacterias Gram positivas e Gram negativas;

acdo antifungica

Catelicidina LL-37

Mamifero: Homo sapiens

Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
Acdo antibiofilme; antiviral; antiflngica;
antiparasitaria; inibidor enzimatico; agdo cicatrizante;
acdo contra células tumorais

PR-39

Mamifero: Sus scrofa domesticus

Bactérias Gram positivas e Gram negativas;
acdo cicatrizante e acdo contra células tumorais

Colicinas

Bactéria: Escherichia coli

Bactérias Gram negativas

Fonte: Todas acdes descritas foram obtidas pelo APD3 (Antimicrobial Peptide Database -

http://aps. unmc.edu/AP/).
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PAM sédo considerados componentes essenciais do sistema imune inato
e mecanismo de defesa de uma vasta gama de animais, insetos e plantas. Os
PAM foram isolados pioneiramente na década de 70 em moscas do género
Drosophila, através da obtengéo das cecropinas (Boman, Nilsson e Rasmuson,
1972), e isso impulsionou o crescimento de pesquisas relacionadas a PAM,
permitindo descobertas nos anos posteriores das a-defensinas humanas e

magaininas (Wang, Li e Wang, 2016).

PAM tem sido isolados de organismos de variados reinos, como o
Animalia (mamiferos, insetos, répteis, anfibios, peixes); Plantae (diversas
espécies de plantas); Fungi (leveduras); Protista (algas e protozoarios) e Monera
(eubactérias, compreendendo bactérias Gram positivas e Gram negativas)
(Brogden e Brogden, 2011; Maroti Gergely et al., 2011). Possuem cerca de 10-
50 aminoacidos em sua estrutura, dispondo de carga positiva e uma proporcao

substancial de residuos hidrofébicos de cerca de 30% (Hancock e Sahl, 2006).

Em adicao, além de apresentarem uma acao vasta e muito reconhecida
na ruptura de membranas celulares bacterianas ocasionando a lise, PAM
também exibem ac&o contra outros microrganismos como fungos e protozoarios,
acdo antiviral e também atuam contra endo e exoparasitas e dispbem de
atividade anticancer contra células tumorais (Carneiro et al., 2015; Lin et al.,
2013; Parachin et al., 2012).

Peptideos sdo biomoléculas formadas por ligacdes entre residuos de
aminoéacidos, em sua grande maioria, apresentando carater hidrofébico. Apesar
de peptideos naturais exibirem cargas positivas, eles também podem apresentar
cargas neutras ou negativas de acordo com o pH da solucdo ao qual eles se
encontram (Van Kan et al., 2002). Em solugdo livre, alguns peptideos
apresentam estruturas secundarias e terciarias, enquanto outros néo
apresentam estrutura definida. Entretanto, eles podem se dobrar em uma
estrutura anfipatica quando entram em contato com a barreira lipidica de uma
célula alvo (Carneiro et al., 2015). A maioria dos PAM apresentam uma estrutura
a-hélice anfipatica de carater catidnico, contudo, também ha estruturas a-hélice

hidrofébicas ou mesmo levemente anibnico, de modo que tais caracteristicas



permitem a interacdo da superficie de microrganismos para executar atividade

antimicrobiana (Nguyen, Haney e Vogel, 2011).

3.8.1 Tipos e caracteristicas estruturais

Baseado em suas estruturas (Figura 15), os PAM podem ser classificados
em quatro grupos: a-hélice, p-folha, estrutura em loop e estrutura de peptideo
estendido (Hancock e Sahl, 2006; Seo et al., 2012). Os PAM a-hélice como as
clavaninas, magaininas e cecropina estao entre os PAM mais estudados na
literatura. Embora esses peptideos sejam caracterizados por sua estrutura, a sua
citotoxicidade é provida essencialmente por tender a formagao da a-hélice que

pode apresentar uma superficie mais hidrofobica (Takahashi et al., 2010).

Figura 15 - Estrutura tridimensional dos principais peptideos antimicrobianos descritos na

literatura.
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Os comprimentos exibidos pela a-hélice sdo suficientemente grandes
para abranger a espessura de bicamadas lipidicas de membrana, exibindo
desemparelhamentos entre a porc¢ao hidrofébica da hélice e o nucleo lipidico acil,
influenciando fortemente nos movimentos laterais e orientacionais nas
membranas (Holt e Killian, 2010; Nguyen, Haney e Vogel, 2011; Ramadurai et
al., 2010). Na familia de peptideos helicoidais, PAM com cadeias peptidicas
longas tendem a manifestar citotoxicidade contra células de mamiferos. Portanto
tal observacédo coloca a fundacéo para truncar esses PAM para melhorar a

seletividade peptidica (Carneiro et al., 2015).

PAM B-folha, tal como as a e B-defensinas e protegrinas possuem de duas
a quatro pontes dissulfeto que lhes atribuem estruturas rigidas e estabilidade em
meio aquoso, principalmente quando estdo associados a lipideos. Muitos tipos
desse peptideo séo ricos em cisteina. A formacdo de poros toroidais sdo a
principal forma em que muitos desses peptideos rompem a membrana
bacteriana, sendo inseridos perpendicularmente, apesar de alguns tipos
apresentarem mecanismos néo liticos (Nguyen, Haney e Vogel, 2011; Seo et al.,
2012).

Um representante do grupo dos peptideos em loop € a tanatina, que é
isolado do percevejo, apresentando uma estrutura de 21 residuos de
aminoacidos. Por conter uma ligacdo dissulfeto interna, forma uma estrutura
catidnica secundaria importante para sua atividade antimicrobiana (Imamura et
al., 2010). Caracteristicas como pequeno tamanho, estabilidade proteolitica e
facilidade de sintese faz com que esses peptideos discorram de grande interesse

em pesquisas (Bala e Kumar, 2014).

Os PAM que se aplicam no grupo de peptideos estendidos apresentam
uma estrutura rica em um ou mais tipos especificos de aminoacidos. Esse grupo
inclui peptideos ricos em prolina, triptofano, arginina e histidina, sem apresentar
elementos de estrutura secundaria. Apesar de seu mecanismo de acédo nao ser
muito elucidado e muitos desses peptideos ndo serem ativos em membranas,
tipos de PAM estendidos como a estatina salivar rica em histidina néo

apresentam acao bacteriostatica ou bactericida, no entanto demonstra atividade
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fungica e antiparasitaria (Lugue-Ortega et al., 2008). Demais peptideos que se
incluem na presente categoria sdo as catelicidinas; tripsina; a indolicidina,
peptideo rico em triptofano e prolina; bem como Bac5 e Bac7, ricos em residuos
de prolina e arginina (Carneiro et al., 2015; Falla, Karunaratne e Hancock, 1996).

3.8.2 Mecanismos de agéo

Uma das principais habilidades dispostas por PAM é a sua interagdo com
fosfolipidios, principalmente devido as suas caracteristicas anfipéticas,
permitindo-lhes interagir com estruturas presentes em microrganismos como as
membranas celulares. Dessa forma, sua atividade antimicrobiana, bem como a
seletiva citotoxicidade, sdo regidas especialmente por aspectos estruturais
moleculares interdependentes, tais como conformacdo estrutural, carga,
hidrofobicidade, anfipaticidade e angulo polar, o qual a modificagdo em um
desses parametros desencadeia uma mudanca compensatéria nos demais
(Ebenhan et al., 2014; Teixeira, Feio e Bastos, 2012; Yeaman e Yount, 2003).

3.8.2.1 Conformacdo estrutural

Apesar da diferente sequéncia residual de aminoacidos e estrutura final
dos PAM j& relatados na literatura, elas tendem a adotar padrdes
conformacionais semelhantes apés interagirem com uma membrana (Figura 16).
Os PAM mais comumente encontrados sdo os a-hélice, o qual alguns desses
peptideos tornam-se helicoidais apenas apoOs interagirem com membranas
fosfolipidicas anfipaticas; e B-folha, que apresenta um grupo diverso de

moléculas em nivel de estrutura primaria (Yeaman e Yount, 2003).

Os aminoacidos mais representativos na estrutura dos PAM séo a lisina e
arginina, que geralmente se concentram em um ligamento da sequéncia
peptidica, respaldando-se assim a natureza catibnica dos PAM e sua
consequente interacdo eletrostatica com membranas microbianas carregadas

negativamente (Brogden, 2005; Teixeira, Feio e Bastos, 2012).
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Figura 16 - Eventos que ocorrem na membrana citoplasmatica bacteriana seguida da adsor¢éo
do PAM.
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3.8.2.2 Carga

A maioria dentre os milhares de PAM catibnicos anfipaticos estudados
desde entdo apresentam uma carga positiva que varia entre +2 e +9. Sem
davida, a cationicidade descreve um papel fundamental na interagéo eletrotatica
inicial entre os PAM e as membranas fosfolipidicas de diversos microrganismos
tais como bactérias Gram positivas e Gram negativas, e devido a essa mutual
eletroafinidade conferida a esses peptideos, torna-os seletivos a esses
patégenos em relacdo as células do tecido do hospedeiro (Bahar e Ren, 2013;
Yeaman e Yount, 2003; Yount et al., 2006).

Em um estudo realizado com o PAM clavanina A, constatou-se que o
efeito reduzido nas hemacias se d& devido a presenca de grandes quantidades
de esfingolipideos e colesterol na membrana de células eucaridticas. Tal
caracteristica confere a essas celulas um reforco na membrana plasmaética,
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deixando-a mais rigida, inibindo assim os efeitos do PAM de permeabilizar e por
fim lisar células humanas (Andrade et al., 2015; Kan, E. J. M. Van et al., 2003;
Nguyen, Haney e Vogel, 2011).

As bactérias, além de apresentarem uma membrana citoplasmaética rica
em fosfolipideos como o fosfatidilglicerol e cardiolipina que jA& promovem uma
carga negativa de superficie, também dispdem de outros componentes de
parede que conferem uma ainda maior eletronegatividade, como o
lipopolissacarideo (LPS) presente em bactérias Gram negativas e o acido
teicoico ou teicurbnico nas bactérias Gram positivas (Brown, Santa Maria e
Walker, 2013; Putker, Bos e Tommassen, 2015; Teixeira, Feio e Bastos, 2012).

3.8.2.3 Hidrofobicidade

A atividade e seletividade de PAM também é marcada pela influéncia da
hidrofobicidade, que é a percentagem de residuos hidrofébicos dentro do
peptideo, em que no caso de PAM, é de aproximadamente 50%. E um parametro
importante da atividade biolégica por determinar a extensao da particdo do PAM
que entrard no nacleo hidrofébico da membrana (Tossi, Sandri e Giangaspero,
2000; Yin et al., 2012).

Alguns estudos sugerem que a hidrofobicidade € um fator determinante
para a variedade de células-alvo de um PAM, o qual o aumento da
hidrofobicidade pode aumentar o numero de alvos para determinado peptideo
(Bahar e Ren, 2013; Zelezetsky et al., 2005). Apesar de suas excelentes
caracteristicas, a anfipaticidade é mais importante do que a hidrofobicidade no
que diz respeito a ligagdo de membranas de microrganismos (Fernandez-Vidal
et al., 2007).

3.8.2.4 Anfipaticidade

A anfipaticidade pode ser definida como a proporc¢ao relativa e distribuicéo

de residuos ou dominios hidrofilicos e hidrofébicos presentes em um peptideo.
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A forma de medi-la quantitativamente se faz por meio do momento hidrofébico,
calculado como uma soma vetorial da hidrofobicidade de um aminoacido
individual que é normalizado em uma hélice ideal. A a-hélice anfipatica & a mais
comum, apresentando de trés a quatro residuos e uma excelente interagdo com
membranas anfipaticas (Eisenberg, Weiss e Terwilliger, 1984; Yeaman e Yount,
2003).

Dessa forma, a anfipaticidade dos PAM é fundamental para seu
mecanismo de acg&do, uma vez que sua face polar carregada positivamente
dirigird a atracao eletrostatica inicial aos componentes da membrana carregada
negativamente dos microrganismos. Por fim, a face ndo-polar do peptideo tera
sua insercdo na membrana por meio de interacdes hidrofébicas e de van der
Waals, provocando o aumento da permeabilidade e perda da funcéo barreira
(Dathe e Wieprecht, 1999; Hancock e Chapple, 1999; Teixeira, Feio e Bastos,
2012).

3.8.2.5 Angulo polar

Entende-se como angulo polar a proporcao relativa das facetas polar e
ndo polar do peptideo em conformacdo de uma hélice anfipatica. Colocando
como exemplo um peptideo helicoidal hipotético em que uma faceta € composta
apenas por residuos hidrofébicos e a outra unicamente por residuos carregados,
apresenta um angulo polar de 180°. Dessa forma, para se ter um angulo polar
menor, é necessario uma segregacao reduzida entre os dominios ou aumentar
a proporcao hidrofébica da hélice (Ebenhan et al., 2014; Yeaman e Yount, 2003).
Estudos utilizando peptideos naturais e sintéticos demonstraram que quanto
menor for o angulo polar e maior for a faceta hidrofébica, conduz a maior

capacidade de permeabilidade de membranas (Uematsu e Matsuzaki, 2000).

Conclui-se entdo que os parametros descritos que conduzem a atividade
dos PAM interagem entre si, desempenhando um papel essencial no seu
controle de uma forma n&o independente, uma vez que uma simples mudanca

em algum dos parametros conduzira a um ajuste compensatorio nos demais,



74

comprovando que estas interrelacbes sao determinantes para se averiguar o

mecanismo de acdo e atividade biologica de um determinado PAM.

3.8.3 Aplicagodes

A ja estudada e crescente variedade de PAM permite a sua aplicacdo em
diversas areas, que vao além de sua principal caracteristica, a de acédo contra a
membrana celular conduzindo a lise de microrganismos, como: bactérias, para
o tratamento de biofilmes bacterianos (Strempel, Strehmel e Overhage, 2015);
fungos, com a finalidade de uso na agricultura contra a deterioracdo de graos
(Gupta e Srivastava, 2014); virus, contra a replicacdo de arboviroses como a
dengue (Carballar-Lejarazu et al., 2008) e contra parasitas, como 0 protozoario
causador da malaria Plasmodium sp. (D’Alessandro, Tullio e Giribaldi, 2015).

A aplicacdo contra células tumorais também vem ganhando atenc&o
devido a possibilidade da troca de terapias desgastantes como a quimioterapia,
com o uso de PAM que oferecem atividade anticancer, com excelente
seletividade contra essas células (Chu et al., 2015). PAM também oferece uma
diversa atividade imunomodulatéria com um potencial enorme para aplicacfes
como cicatrizagdo de ferimentos e reguladores do sistema imune inato
(Brandenburg et al., 2012).

Uma das aplicacdes que vem crescendo atualmente situa-se no campo
de biossensores, 0 qual os PAM sao utilizados como elemento biolégico ativo
que fara contato e detectara o microrganismo de interesse (Andrade et al., 2015).
Nascimento et al., 2014 e Oliveira et al., 2013 destacam o uso de ferramentas
eletroquimicas para elucidar o mecanismo de interacdo de peptideos com
membranas microbiolégicas. Utilizando de tais técnicas e da especificidade
natural oferecida no reconhecimento bioldgico através de PAM, ha um crescente
interesse para seu uso no desenvolvimento de plataformas biossensoras, seja
para avaliar a presen¢a de determinado patégeno no ser humano, quanto no
monitoramento do controle de 4guas de rios e oceanos e contaminacéo de forma

geral (Mannoor et al., 2010).



75

3.8.4 Clavanina A

Tunicados s&o simples invertebrados marinhos que pertencem ao filo
Chordata. Sao identificadas duas familias de PAM isolados dos hemdcitos do
tunicado marinho Styela clava: clavaninas e estielinas (Rajanbabu, Chen e Wu,
2015). Enquanto que as estielinas séo peptideos grandes (~3.6 kDa) que contém
hidroxilisinas e outros residuos morificados, as clavaninas séo reconhecidas
como 0s menores peptideos ricos em histidina, apresentando em sua
composicao estrutural 23 residuos de aminoacidos (Silva et al., 2016; Zhao et
al., 1997).

Clavaninas (Figura 17) constituem uma familia de peptideos anfipaticos e
a-hélice aminados que, em semelhanca com as magaininas de Xenopus laevis,
apresentam uma estrutura primaria similar de aminoacidos manifestando potente
atividade antimicrobiana. Em relac&o a sua estrutura primaria por quantidade de
aminoacidos e extremidade C-terminal amidada, as clavaninas dividem-se em 5
classes diferentes, sendo elas A, B, C, D e E (Falanga et al., 2016; Kan, Ellen J.
M. Van et al., 2003).

Figura 17 - Estrutura tridimensional da clavanina.
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Fonte: Silva et al., 2016

A clavanina A (ClavA) é um PAM que vem ganhando crescente atencéo
por suas diversas aplicabilidades, principalmente em relacdo a sua estrutura
(VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2) rica em residuos de glicina, histidina e
fenilalanina, que atuam com um papel importante na atividade antimicrobiana.

Ela insere-se de forma eficiente em diferentes camadas fosfolipidicas, agindo de
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uma forma pH dependente, devido principalmente a interacdes hidrofébicas
(Cruz et al., 2014; Kan, Ellen J. M. Van et al., 2003).

O pH do meio age diretamente no modo de acdo de ClavA. S&do descritos
dois diferentes mecanismos o qual esse PAM permeabiliza a membrana alvo.
Quando presente em pH neutro, ClavA apresenta uma carga levemente positiva,
fazendo com que haja desestabilidade na bicamada da membrana
desencadeado por meio de interacdes hidrofébicas com a falta de especificidade
do grupo cabeca lipidica. Entretanto, se ClavA estiver em pH &cido,
especificamente em pH 5.5, as histidinas tornam-se protonadas, tornando esse
PAM ainda mais potente como agente antimicrobiano, correlacionando-se sua
acao no pH neutro (Kan, E. J. M. Van et al., 2003; Lee et al., 1997; Silva et al.,
2016).

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

L-cisteina (Cys), Acido 4-Mercaptobenzoico (AMB), &cido cloroaurico
(HAuCIs), citrato de sodio, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-
Hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Ferricianeto
de potassio (Ks[Fe(CN)e]), ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)g]), fosfato de
sédio monobasico (NaHz2PO4) e fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) foram
obtidos da VETEC (Brasil). As bactérias utilizadas no presente estudo foram
preparadas em agar Mueller-Hinton a 37 °C por 24h, e em seguida distribuidas
em solucéo salina em diferentes concentragdes (10 a 10’ UFC.mL™?) de acordo
com a escala de McFarland (Andrade et al., 2015). Ademais, todos materiais
foram previamente esterilizados. Todos os produtos quimicos foram utilizados
sem purificacdo posterior. Em todos os experimentos foi usada agua ultrapura

obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q plus (Billerica, USA).
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4.2 SINTESE E MODIFICAGAO QUIMICA DAS NANOPARTICULAS DE
OURO PELO ACIDO 4-MERCAPTOBENZOICO

As AuNPs foram sintetizadas pelo método de sintese em fase de solucéo
desenvolvido inicialmente por Turkevich (Turkevich, Cooper e Hillier, 1951) e
melhorado por Frens (Frens, 1973), com algumas modificacdes. Inicialmente, 1
mL de 0,34 M de HAuCls foi adicionado em 99 mL de &gua ultrapura em um
frasco de fundo redondo com dois gargalos. Seguiu-se entdo com a adi¢ao de 4
mL de citrato de sodio a 1%, o qual foi submetida a agitacdo magnética a 60 °C
durante 35 minutos, até que a solucao atingisse uma cor purpura/avermelhada.
As AuNPs sintetizadas foram colocadas em temperatura ambiente (25 °C £ 1
°C). As nanoparticulas modificadas com AuNPs-AMB foram obtidas através de
um meétodo simples em que as AuNPs sdo primeiramente diluidas em agua
ultrapura 1:4 (v/v), seguida pela adicédo de 0,2 mL de 10* M de AMB e finalizando
por agitacdo magnética durante 2h (25 °C + 1 °C) (Luna et al., 2015). As
nanoparticulas de AUNPs-AMB sdo obtidas quando a solucéo apresenta uma cor

azul claro transparente.

4.3 SINTESE DE CLAVANINA A

O peptideo Clavanina A foi sintetizado pela Peptides 2.0 (USA), estratégia
de fase sélida com um N-9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) e purificado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Andrade et al., 2015).

4.4 PREPARO DA PLATAFORMA BIOSSENSORA

Inicialmente, a superficie do eletrodo de disco de ouro apresentando ¢ =
2 mm foi polida com pasta de Al20s3, seguida de varias limpezas com agua
ultrapura e banho de NaClO durante dois minutos. Subsequentemente, 2 uL de
uma solucdo previamente preparada de Cys (30mM) foi gotejada na superficie
previamente tratada do eletrodo de ouro por dois minutos (a). Em seguida,
objetivando a ativacdo dos grupamentos amina presentes na Cys, 0

acoplamento da amina por meio da aplicagcao do EDC:NHS foi usada (Cannon e
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Myszka, 2002), o qual uma solucdo aquosa de EDC (0,4 mM L) e NHS (0,1 mM
L) (1:1 v/v) foi preparada e gotejada no eletrodo de ouro modificado com a MAM
de Cys por dois minutos. Em seguida, 2 pL da solugédo de AuNPs-AMB (b) foi
gotejada no eletrodo modificado durante o tempo de dois minutos, seguido
novamente da adicdo dos agentes EDC:NHS, visando ativar 0s grupos
carboxilicos livres presentes nas moléculas de AMB. Entdo, finalizando o
sistema sensor, o0 eletrodo de ouro previamente modificado por
Cys_EDC:NHS_AuNPs-AMB_EDC:NHS, foi por fim submetido a 2 pL de uma
solucéo de ClavA (0,1 mg.mL) (c) durante dois minutos. Assim, 2 pL de solucédo
(25 °C) (d) contendo diferentes concentragbes (10' a 10’ UFC.mLY) de
Escherichia coli ATCC 25222, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis
ATCC 6633 e Staphylococcus aureus ATCC 29213 foram incubados na
superficie do eletrodo de ouro modificado Cys AuNPs-AMB_ClavA por dois
minutos (e), seguindo entdo para analises eletroquimicas. Uma representacao
esquematica do processo de desenvolvimento do biossensor € demonstrado na

Figura 18. Todas as medidas foram realizadas em triplicata em 25 °C.

Figura 18 - Representacao esquematica do sistema sensor Cys_AuNPs-AMB_ClavA.
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4.5 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Os dados eletroquimicos foram sumariamente obtidos usando um
pHAutolab PGSTAT 128N potenciostato/Galvanostato (Ecochemie, Netherlands),
interfaciado pelo software NOVA 1.8. Todos os experimentos foram executados
usando 20 mL de PBS (pH 7.2) contendo 10 mM [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]* (1:1)
usado como sonda redox. Medidas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE) foram conduzidas em uma célula
convencional composta por trés eletrodos: BGE como eletrodo de trabalho,
platina como contra-eletrodo e Ag/AgCl (3 M em KCI) como eletrodo de

referéncia.

O espectro de impedancia foi realizado na frequéncia de 100 mHz a 100
kHz, com amplitude e onda senoidal de potencial de 10 mV. Ademais, as
medidas de VC foram feitas em potencial -0,2 a 0,7 V com velocidade de
varredura de 50 mV.st. Todas as medidas eletroquimicas foram conduzidas em
triplicata em 25 °C e dentro de uma gaiola de Faraday.

46 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A analise morfoldgica e estrutural do biossensor foi realizada por um
microscépio de forgca atdbmica SPM-9700 (Shimadzu Corporation, Japan).
Cantilevers com ponta de silicone (Nanoworld, Japan, frequéncia ressonante =
300 kHz, forca constante = 42 N.m™!) foram usados no modo nédo contato, em 25
°Cx+1°C.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 A SIMPLE NANOSTRUCTURED IMPEDIMETRIC BIOSENSOR BASED
ON CLAVANIN A PEPTIDE FOR BACTERIAL DETECTION
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5.1.1 Medidas UV-VIS

O espectro UV-Vis das AuNPs e AuNPs-AMB apresentaram um forte pico
de absorcdo em 525 nm. Outros estudos descrevem esse espectro sendo uma
das principais caracteristicas da ressonancia plasmoénica do ouro coloidal
(Murphy et al., 2008).

Depois da modificagdo quimica com o AMB, a solucdo de AuNPs
demonstra uma diminui¢do da intensidade da banda de absorcdo UV-Vis. Este
resultado indica a agregacdo das moléculas de AMB na superficie do AuNPs,
caracteristica essa que foi confirmada também pela mudanca da cor original das
AuNPs, o qual apresenta uma cor avermelhada/roxa, e apds a modificagdo com
AMB, a solug&o adquire cor azul.

5.1.2 Caracterizacdo morfologica

A andlise morfolégica e topogréafica da construgdo do biossensor
nanoestruturado e as mudancas de superficie apos interagcdes com as cepas
bacterianas foram avaliadas por microscopia de forca atdmica (Figura 19). Foi
observada uma monocamada automontada de Cys bem distribuida na superficie
do eletrodo de ouro (Figura 19a). A altura obtida de 14,6 nm confirmaram a
formacdo de uma MAM. Um resultado similar foi reportado por Huayhuas-
Chipana, Gomero e Sotomayor, 2014. A adsor¢cdo das AuNPs-AMB resultou no
aumento da rugosidade do sistema, com um tamanho de 42,7 nm (Figura 19b).
Um aumento no tamanho (44,9 nm) ocorreu apos a imobilizacdo da ClavA
(Figura 19c). Tais resultados apresentam similaridades com outros estudos, de

acordo com a literatura (Knecht e Walsh, 2014).

Observou-se um aumento notavel no tamanho e rugosidade para todas
as bactérias do estudo (Figura 19 d-i). A topografia da superficie do eletrodo
mudou apos a interacdo com as bactérias, sugerindo o reconhecimento seletivo
proposto pela ClavA (Andrade et al., 2015). O resultado do reconhecimento da
E. coli, K. pneumoniae e S. typhimurium foram 518,1 nm, 370,5 nm e 320,5 nm,

respectivamente (Figura 19d-f). Por outro lado, as bactérias Gram-positivas
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apresentaram como resultado alturas inferiores (Figura 19g-i) em relacdo as

Gram-negativas.

Figura 19 - Imagens topograficas obtidas do eletrodo de ouro modificado por Cys (a),
Cys_AuNPs-AMB (b), Cys_AuNPs-AMB_ClavA (c), Cys AuNPs-AMB_ClavA-E. coli (d),
Cys_AuNPs-AMB_ClavA-K. pneumoniae (e), Cys_AuNPs-AMB_ClavA- S. typhimurium (f),
Cys_AuNPs-AMB_ClavA-E. faecalis (g), Cys_AuNPs-AMB_ClavA-B. subtilis (h) e Cys_AuNPs-
AMB_ClavA-S. aureus (i).
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Fonte: Autor préprio.

5.1.3 Caracterizacao eletroquimica da plataforma Cys_AuNPs-AMB_ClavA

A Figura 20 mostra o voltamograma ciclico e o espectro de impedancia da
modificacdo de superficie do eletrodo de ouro. A sonda redox fornece um
voltamograma ciclico reversivel com picos anddicos e catddicos bem definidos,

como se mostra na Figura 20 a. Obteve-se uma diminuicdo na resposta da
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corrente de pico depois da modificacdo por Cys, certificando a formacdo da
MAM.

Por adsor¢cédo espontanea, Cys é capaz de formar MAM em superficies
metélicas como ouro, prata, cobre, platina, etc. de forma simples e r4pida devido
ao grupo tiol (-SH) presente em sua estrutura, o qual a adsorcédo em superficies
de ouro é considerada a melhor (Galal, Atta e EI-Ads, 2012; Mocanu et al., 2009).
Embora seu grupo tiol se ligue fortemente ao ouro através da desprotonacédo
para obter uma monocamada, o grupo carboxilico e amina presente na estrutura
de Cys também permite a interacdo com o ouro por meio de uma interacédo nao-
covalente e ndo-equivalente (Hakkinen, 2012). Quando comparado com outros
compostos tiolados, Cys se qualifica devido a seu baixo custo, além de se
mostrar como melhor agente formador de MAM (Patil et al., 2014; Qingwen et
al., 2001).

A resisténcia a transferéncia de elétrons observada pera variacdo do
tamanho dos picos é atribuida a diferencas entre as correntes de pico, bem como
seu potencial de pico como se mostra no processo de formacéo da plataforma

biossensora (Kreysa, Ota e Savinell, 2014).

Figura 20 - Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) do processo de modificagcdo de
eletrodo pelo sistema Cys_AuNPs-AMB_ClavA: Limpo (m), Cisteina (o), Cys EDC:NHS (A),
Cys_EDC:NHS_AuNPs-MBA (@), Cys_EDC:NHS_AuNPs-MBA_EDC:NHS (V),

Cys_EDC:NHS_AuNPs-MBA_EDC:NHS_ClavA ().

—— EDC:NHS v EDC:NHS

—— Limpo = Limpo
Cisteina 2,0x10° e Cisteina
a —— EDC:NHS I b A EDC:NHS
AuNPs-AMB AuNP-AMB

ClavA .
2,0x10° v 1,5x10° v ClavA
A [ )
e »

4
=)
N

A
1,0x10° . °
- v
m—— °

-Z" (Ohm)

T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

3

5,0;(102 1,0;(103 1,5;(103 2,0;(103 2,5;(10
Potencial (V. vs Ag/AgCl) Z' (Ohm)

Fonte: Autor proprio.
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Em adigcédo, a amina terminal (-NHz) exposta apos a formacédo da MAM
pode ser usada para a ligagdo de biomoléculas e nanoparticulas funcionalizadas.
Nanoparticulas de ouro funcionalizadas com acido 4-mercaptobenzoico foram
utilizadas, o qual antes de sua aplicagéo, foram utilizados os agentes EDC:NHS.
O grupamento amina presente no eixo terminal da estrutura de Cys reage com
o éster NHS, resultando em uma ligacdo amida estavel (Samanta e Sarkar,
2011). O voltamograma ciclico revela um aumento na resposta das correntes de
pico devido as cargas positivas/neutras presentes no éster NHS, levando entédo

a transferéncia do par redox negativo a superficie do eletrodo (Geng et al., 2008).

P

A proxima etapa compreende o acoplamento das AuNPs-AMB a
monocamada de Cys. A ativacdo dos grupos amina por meio do EDC:NHS
permitiu uma ligagdo covalente com o grupo carboxilico livre da estrutura do
AMB, diminuindo a corrente de pico do voltamograma ciclico. O anel aromético
no AMB também melhorou a transferéncia de elétrons na interface eletrodo-
solucéo, diminuindo ainda mais a corrente de pico no voltamograma (Wang et
al., 2011).

Embora haja a possibilidade de deteccao elétrica direta de analitos, o uso
combinado de AuNPs com biossensores eletroquimicos fornece diversos
beneficios devido a propriedades eletroativas e cataliticas, aumentando assim a
sensibilidade do biossensor (Li, Schluesener e Xu, 2010; Wittenberg e Haynes,
2009).

A abordagem elétrica e eletroquimica proposta pelas AuNPs geralmente
repousa nas mudancas das respostas 6hmicas de um circuito elétrico ou no fluxo
de elétrons criado em um processo faradaico, tal como oxidacdo e reducédo
préximo a superficie de um eletrodo para melhorar a biossensibilidade (Doria et
al., 2012).

Subsequentemente, o EDC:NHS foi reaplicado objetivando obter o éster
NHS pela troca do grupo carboxilico do AMB, cujo voltamograma mostrou
novamente um aumento na resposta da corrente de pico. Em seguida,
finalizando a construcdo da plataforma biossensora, ClavA foi conjugada ao

eletrodo modificado por Cys e AuNPs-AMB, cujo voltamograma demonstrou um
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comportamento quase-reversivel com um aumento no sinal das correntes de
pico catddicas e anddicas, com uma resposta maior que 0s passos anteriores de
formacao da plataforma.

A ligacdo da ClavA ao complexo AuNPs-AMB ocorreu devido ao uso
prévio do EDC:NHS, por meio da geracdo de um éster intermediario ativo,
desenvolvendo uma ligacdo amida e a imobilizacdo do peptideo no eletrodo de

ouro previamente modificado (Carrascosa et al., 2006).

As medidas de EIE fornecem informacéo adicional sobre o processo de
modificacdo de superficie do eletrodo, bem como da sua acéo biossensora,
baseado na medida da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) que ocorre na
interface do eletrodo com o par redox. Portanto, a deposi¢cdo de qualquer
camada bloqueadora na superficie de um eletrodo, bem como qualquer simples
evento de ligagcédo pode ser facilmente detectado e avaliado pelas mudancas no
Rct e capacitancia (Lisdat e Schafer, 2008).

Assim, o Rct fornece os dados do didametro do semicirculo presente no
diagrama de Nyquist. Em adicéo, tal resisténcia define a cinética de transferéncia
de elétrons da sonda redox ocorrendo na interface do eletrodo, tornando-a
essencial no estudo e monitoramento de processos interfaciais (Razmi e
Mohammad-Rezaei, 2013).

Como descrito na Figura 20b, o diagrama de Nyquist demonstra um
espectro de impedancia gradual que se refere ao processo de modificacdo de
superficie do eletrodo, ocorrendo em uma frequéncia entre 100 mHz e 100 kHz.
Foram obtidas variagbes na impedancia, e anteriormente ao processo de
formacao da MAM de Cys, ha um pequeno aumento na Rct do eletrodo de ouro
limpo (Ret = 252 Q). Entéo, apos a adicdo de Cys no eletrodo, obteve-se uma
maior resisténcia interfacial a transferéncia de elétrons (Rct = 1,11 KQ), indicando
a adequada formagdo da monocamada adsorvida na superficie do eletrodo,

obstruindo a transferéncia de elétrons na interface com a sonda redox.

Apés a primeira modificagdo do eletrodo com a MAM de Cys, houve a
aplicacdo das AuNPs-AMB, e como esperado, O Rc aumentou
consideravelmente (Rct = 2,26 KQ), reforcando a eficiéncia e as propriedades
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gue as AuNPs podem desenvolver na transferéncia de elétrons em superficies
de eletrodos, promovendo entdo o aprimoramento da sensibilidade do analito no
processo de deteccéo (Chen, Mwakwari e Oyelere, 2008; Tiwari et al., 2011).

Em adicdo, tais dados confirmam a ligacdo de AuNPs-AMB sobre a
monocamada de Cys, formando um caminho adequado para a transferéncia de
elétrons entre a MAM de Cys e o peptideo ClavA na deteccdo de bactérias.
Subsequentemente, antes e apés a adicdo das AUNPs-AMB, houve a adicédo dos
agentes acopladores EDC:NHS, cuja resposta em ambas aplicagdes culminaram
na diminui¢cdo do Rect (Ret = 295 Q) e (Ret = 354 Q), respectivamente.

Por fim, a Ultima camada a ser adicionada que compreende a ClavA,
resultou no aumento da resisténcia interfacial (Rct = 1,62 KQ), certificando seu
acoplamento na superficie do eletrodo, finalizando entdo a plataforma
biossensora Cys_ AuNPs-AMB_ClavA.

Caracteristicas como estabilidade e habilidade de se ligar com mdltiplas
espécies de microrganismos (Andrade et al., 2015; Kulagina et al., 2005) tornou
a ClavA uma excelente alternativa de molécula de biorreconhecimento contra

diversas cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas neste estudo.

5.1.4 Caracterizacdo eletroquimica da deteccdo de bactérias pelo
biossensor Cys_AuNPs-AMB_ClavA

Os voltamogramas ciclicos e diagramas de Nyquist do biossensor exposto
a diferentes concentracdes de bactérias é mostrado na Figura 21 e Figura 22,
respectivamente. A Figura 21 a-f representa o VC do biossensor para diferentes
concentracbes de bactérias em solugdo, com sua respectiva resposta
impedimétrica, realizado entre as concentracdes 101-10” UFC mL1. Seguido a
modificacao do eletrodo por ClavA, os picos do voltamograma descreveram uma
diminuicdo sequencial realizada entre o limite de detecgdo minimo (10 UFC mL
1) a0 maximo (10" UFC mL) alcangado pela plataforma
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Figura 21 - Voltamograma ciclico do sistema sensor seguido pela resposta eletroquimica apés

contato com as bactérias em diferentes concentraces: E. coli (a), K. pneumoniae (b), S.
typhimurium (c), E. faecalis (d), B. subtilis (e) and S. aureus (f). Sonda redox:10 mM [Fe(CN)e]*/
[Fe(CN)e]® (1:1) em solugéo PBS (pH 7,2); taxa de varredura: 50 mV s
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Dentre as Gram-negativas, a S. typhimurium (Figura 21 c) apresentou
menor resposta voltamétrica/impedimétrica em detrimento das demais, devido a
reduzida carga negativa relativa de superficie, atribuindo-lhe uma menor
resisténcia a transferéncia de carga (Dickson, Koohmaraie e Hruska, 1989). A
percentagem de desvio relativo (PDR) explica a extensdo da biodeteccao

apresentada pelo eletrodo (Costa et al., 2014), sendo expressa como:

1 1
Al (%) = (’_”2# x 100 Eq. 11
Ib
Onde Ib e la correspondem a corrente de pico anddica antes e depois da
plataforma ser finalizada pela ClavA, respectivamente. Dessa forma, a Tabela 2
mostra o0 PDR do eletrodo modificado Cys_AuNPs-AMB_ClavA antes e ap0s o
contato com diferentes concentracdes de multiplas espécies de bactérias. Os
resultados demonstraram o aumento gradual dos valores de Al, em fungdo do
aumento da concentracdo de bactéria. O processo de biorreconhecimento
repousa na variacao da corrente de pico devido ao bloqueio do processo redox
na interface eletrodo-solucdo gerada pela interacdo ClavA->bactéria. Além
disso, ambos picos catédicos e anddicos diminuem de acordo com 0 aumento

nos valores de Al.

Tabela 2 - Percentagem de desvio relativo do biossensor antes e depois da interacdo com a
bactéria em diferentes concentracdes. @ Sistema sensor= Cys_AuNPs-AMB_ClavA antes do
contato com as bactérias (101-107 CFU mL1); ® Ap6s contato com E. coli; ¢ Apds contato com K.
pneumoniae; ¢ Apds contato com S. typhimurium; ¢ Ap6s contato com B. subtilis, f Ap6s contato

com E. faecalis; 9 Apds contato com S. aureus.

AMOSTRA Antes a (1/lb, uA-1) Al (%) - 10° Al (%) - 10> Al (%)-10° Al (%)-10° Al (%)-10° Al (%)-10° Al (%) - 107
Ap6s b (1/1a, uA-1) 0,276 10,09% 18,10% 23,11% 21,14% 33,49% 38,11% 41,40%
Ap6s ¢ (1/1a, pA-1) 0,276 8% 12,38% 18,10% 22,47% 28,31% 32,18% 36,40%
Ap6s d (1/1a, uA-1) 0,276 2,47% 7,38% 12,93% 20,91% 22,03% 23,96% 25,40%
Ap6s f (1/la, pA-1) 0,276 5,80% 10,09% 13,47% 13,47% 13,47% 15,59% 17,36%
Ap6s g (1/1a, uA-1) 0,276 4,82% 10,09% 13,47% 19,76% 18,58% 22,03% 28,86%
Ap6s h (1/la, pA-1) 0,276 1,42% 6,44% 9,50% 12,38% 18,58% 21,36% 23,75%

Fonte: Autor proprio.
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Ao lado das medidas de VC, a EIE também foi usada para avaliar o
processo de interacdo ocorrendo entre a plataforma sensora Cys_AuNPs-
AMB_ClavA e as bactérias, sendo representada na Figura 22. A caracterizacao
impedimétrica revela que os espectros de impedancia se relacionam com 0s

resultados de VC.

Figura 22 - Diagramas de Nyquist do sistema sensor apds contato com as bactérias em
diferentes concentracfes: E. coli (a), E. faecalis (b), K. pneumoniae (c), B. subtilis (d), S.

typhimurium (e) e S. aureus (f).
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Apoés a deposicao da bactéria, os diagramas de Nyquist apresentam um
aumento sequencial no didametro do semicirculo de acordo com o aumento da
concentragdo da bactéria, cujo Rct dos resultados obtidos demonstrados na
Tabela 3 também apresentam uma razao proporcional entre a concentracéo da
bactéria e os valores obtidos de Rct. Tais dados corroboram e testificam a
habilidade do biossensor proposto pelo estudo de analisar quantitativamente as

bactérias.

Com a finalidade de facilitar a interpretacdo dos dados experimentais de
impedancia, frequentemente faz-se uso de modelos de circuito equivalentes
(Lisdat e Schafer, 2008). O presente trabalho fez uso do circuito de Randles,
como visto na Figura 23, sendo aplicado para determinar os parametros elétricos
para determinada concentracédo de analitos (Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015;
Kreysa, Ota e Savinell, 2014). Sua estrutura compreende a resisténcia da
solucéo eletrolitica (Ra) e uma combinacgéo paralela da capacitancia de dupla
camada elétrica (Cua), resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e o0 elemento de
Warburg (W) (Chang e Park, 2010; Scholz, 2010b).

Figura 23 - Circuito equivalente de Randles usado para obten¢&o dos valores de impedancia.

Q
I

— N w |-

RH
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Fonte: autor préprio.

Quando ha a aplicacdo de analitos eletricamente carregados tais como
bactérias e peptideos na superficie de um eletrodo, as mudancas e diferencas
de carga na superficie do eletrodo desenvolvera uma forca repulsiva ou atrativa,
interrompendo a migragdo do fluxo de elétrons, levando a variacdo
impedimétrica do sistema (Ahmed et al., 2014; Andrade et al., 2015; Kogikoski
et al., 2016).



Tabela 3 - Valores dos elementos de circuito equivalente dos resultados de impedancia

Concentracdo (UFC.mL?) Ri(kQ) Q (UF) n 0
E. coli
10! 3.6 9.92 0.62 0.34
102 6.03 10.8 0.604 0.6
10° 7.64 11.2 0.601 0.68
10* 10.6 11.6 0.592 0.77
10° 14.8 11.7 0.59 0.83
108 18.8 11.8 0.586 0.87
107 21.3 11.6 0.586 0.89
K. pneumoniae
10! 3.05 1.24 0.843 0.22
102 4.59 1.36 0.83 0.48
10° 6.05 1.33 0.828 0.6
10* 7.12 1.32 0.829 0.66
10° 8.58 1.32 0.83 0.72
108 9.86 1.33 0.829 0.75
10’ 12.3 1.34 0.828 0.8
S. typhimurium
10t 2.4 9.5 0.667 0.01
102 3.21 8.77 0.675 0.26
10° 4.16 8.11 0.685 0.43
10* 511 7.49 0.693 0.53
10° 7.01 6.91 0.697 0.66
108 8.14 6.56 0.7 0.7
10’ 8.69 6.24 0.706 0.72
B. subtilis
10t 2.35 1.4 0.872  0.001
10? 291 1.42 0.872 0.13
10° 3.27 1.41 0.872 0.28
10* 3.66 1.41 0.872 0.39
10° 3.94 1.24 0.882 0.45
10° 4.28 1.17 0.883 0.54
107 4.52 1.13 0.877 0.6
E. faecalis
10t 2 2.05 0.749  0.008
10? 2.73 2.03 0.745 0.18
10° 3.3 2.17 0.737 0.27
10* 3.92 2.18 0.734 0.35
10° 4.35 2.2 0.74 0.39
10° 5.2 2.25 0.723 0.44
107 6.02 2.22 0.723 0.47
S. aureus
10t 2.15 1.59 0.785 0.01
102 2.57 1.68 0.777 0.07
10° 3.03 1.68 0.776 0.21
10* 3.38 1.68 0.774 0.29
10° 3.78 1.76 0.77 0.37
10° 5.01 1.82 0.776 0.52
107 5.67 1.58 0.777 0.58

90
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Seguido os resultados ja descritos, foi observado que a plataforma
biossensora formada por ClavA retém a habilidade de reconhecer diferentes
espécies de bactéria em diferentes concentra¢gdes. Portanto, usando a variacado
relativa do Rct (ARct), é possivel avaliar a performance do biossensor para a

deteccao das bactérias, de acordo com a equacao abaixo (Simao et al., 2016):

R -R r
ARct(%) — ct (bac) ct (sensor) X 100 Eq. 12

Ret (sensor)

Onde Rt (sensor) corresponde ao valor da resisténcia a transferéncia de carga do
biossensor Cys AuNPs-AMB_ClavA antes do contato com as diferentes
concentracdes das bactérias. Rect (pac) € 0 valor do Rct obtido apds as bactérias E.
coli, K. pneumoniae, S. typhimurium, E. faecalis, B. subtilis e S. aureus serem

expostas ao biossensor.

A Figura 24 apresenta o efeito das diferentes concentragées (101-10” UFC
mL-1) das bactérias Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae e S. typhimurium) e
Grame-positivas (E. faecalis, B. subtilis e S. aureus) no AR durante a interacéo

com o biossensor.

Foram obtidos valores baixos de AR para todas as bactérias Gram-
positivas avaliadas no estudo, seguida por valores maiores de AR para todas
as Gram-negativas, refletindo entdo a habilidade da ClavA em distinguir

diferentes estruturas na superficie de bactérias (Andrade et al., 2015).

As bactérias apresentaram um ARc: crescente como se segue: B. subtilis

< S. aureus < E. faecalis < S. typhimurium < K. pneumoniae < E. coli.
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Figura 24 - ARc para o sistema sensor Cys_AuNPs-AMB_ClavA apds exposicdo com as
diferentes concentracdes de bactéria. O Rct das bactérias Gram-positivas (a) e Gram-negativas

(b) usados para obtencao dos dados ARct abaixo estdo descritos na Tabela 2.

1000 200

—=— E coli a —=— E faecalis b
—e— K. pneumoniae, 1|—*— S aureus
800 4 ; : —&— B subtilis
—a— S, lyphimurium 150 4
600 2
— 1004
2
400 4
50
200-
04 a 04
10° 102 103 104 105 106 1077 10 10°2  10°3  10%4 1075 10°6 1077
CFU.mL” CFU.mL"

Fonte: autor préprio.

A superficie carregada positivamente da ClavA interage de forma eficiente
com diferentes camadas fosfolipidicas presentes na superficie de bactérias.
Ademais, bactérias Gram-positivas também apresentam uma camada espessa
de peptidoglicano, resultando em uma camada superficial mais positiva em
relacdo as Gram-negativas, que dispde de uma camada mais fina e interna de
peptidoglicano, originando uma superficie eletronegativamente carregada (Kan,
Ellen J. M. Van et al., 2003; Silva et al., 2016).

PAMs apresentam a habilidade de interacdo com fosfolipidios devido a
suas caracteristicas anfipaticas, permitindo uma forte interacdo com membranas
celulares. Dessa forma, esses e outros aspectos moleculares estruturais que séo
interdependentes tornam PAMs como a ClavA um instrumento para a deteccao
segura e seletiva de microrganismos mesmo na presenca de células sanguineas
como as hemacias (Ebenhan et al., 2014; Teixeira, Feio e Bastos, 2012; Yeaman

e Yount, 2003; Yount e Yeaman, 2013).

Objetivando comprovar a deteccdo biologica, o grau de revestimento
superficial ocasionado pelas bactérias (8) foi usado como parametro adicional

para avaliar o preenchimento dos sitios de reconhecimento pelas bactérias sobre
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a superficie do sistema Cys AuNPs-AMB_ClavA, como descrito abaixo
(Andrade et al., 2015):

1-Rp;
@ = —"biosensor Eq. 13
Rpacteria
Onde Ruoiosensor cOrresponde a resisténcia a transferéncia de carga do eletrodo
modificado e Roacteria representa o Rct obtido pelas diferentes concentragdes de

bactérias na superficie do eletrodo modificado.

Figura 25 mostra um grafico de 6 em fungdo de cada concentragao
predeterminada de bactéria (101-107 UFC mL™1). Os resultados revelaram que os
valores de 6 diminuem com o aumento da concentragédo das bactérias, e em 107
UFC mL™! foram obtidos os seguintes valores ~0,89 (89%), ~0,80 (80%), ~0,72
(72%), ~0,60 (60%), ~0,58 (58%) e ~0,47 (47%) para E. coli, K. pneumoniae, S.
typhimurium, B. subtilis, S. aureus e E. faecalis, respectivamente.

Figura 25. Valores do grau de revestimento superficial () em funcdo da concentracdo das
bactérias (10'-107 UFC mL™1). Todos dados usados para calcular o 8 estdo demonstrados na

tabela 2.

B S. aureus M B.subtilis ME. faecalis S. typhimurium MK. pneumoniae M E. coli

0,8
0,6
0,4

0,2

10M1 1042 1083 10M4 105 1006 10M7
CFU.mL?

Fonte: Autor préprio.

Quando comparada com outras plataformas biossensoras que possuem
diferentes tipos de PAM como elemento de detec¢éo bioldgico ativo, descrito na
Tabela 4, o biossensor composto por Cys_ AuNPs-AMB_ ClavA demonstra maior
sensibilidade e ampla deteccédo contra diferentes microrganismos quando
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relacionado a outras plataformas, cuja deteccdo limita-se a uma ou duas

bactérias em sua maioria.

Tabela 4. Plataformas biossensoras formadas por peptideos antimicrobianos seguida de seus

microrganismos alvo e limites de deteccéo.

Limite de
PAMs Bactéria Alvo Detec¢do Técnica Referéncia
(UFC.mL?)
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
. Salmonella typhimurium 1 Impedancia
Clavanina A Enterococcus faecalis 10 eletroquimica Este trabalho.
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
- Listeria sp. 4 Transistor de
Magainina | Escherichia coli 10 efeito de campo (Chen etal., 2014)
Magainina | Escherichia coli 10° Fluorescéncia (Chang et al., 2015)
Magainina | Salmonella_typhimu_rium 107 Fluorescéncia  (Kulagina et al., 2005)
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Clavanina A Escherlchla C.O." 102 Impedap cla (Andrade et al., 2015)
Bacillus subtilis eletroquimica
Enterococcus faecalis
C16G2cys Streptococcus mutans 10* Impeda}nc!a (Lillehoj et al., 2013)
eletroquimica
G10KHc Pseudomonas aeruginosa 10* Impedapc!a (Lillehoj et al., 2013)
eletroquimica
Listeria monocitogenes o
Leucocina A Listeria innocua 10° Impedancia e, ach et al., 2014)
Enterococcus faecalis eletroguimica
Staphylococcus aureus
Indolicidina Escherichia coli 108 Fluorescéncia Be(rf:gt\]/\i/\é?rtzzoel 2)
Colicina vV Escherichia coli 102 Impeda,nc'la (Jiang et al., 2015)
eletroquimica
Listeria innocua . (Tenenbaum e Segal
K-7a12 Erwinia carotovora 103 Espectrometria ( 2015) gal,

Escherichia coli

Fonte: autor proprio.
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O limite de deteccédo alcancado pelo biossensor proposto foi de 10?!
UFC/mL? para todas as seis bactérias do estudo, cuja concentracéo
compreende 0.01 bactérias pL™.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

e Um biossensor eletroquimico baseado em monocamadas
automontadas de Cys, nanoparticulas de ouro modificadas e ClavA
foi desenvolvido.

e As andlises microscopicas realizadas por AFM e eletroquimicas por
medidas voltamétricas e impedimétricas revelaram a correta
imobilizacdo das camadas que compdem a plataforma
nanoestruturada, formando o biossensor Cys_ AuNPs-AMB_ClavA
na superficie do eletrodo de ouro.

e Em adicdo, as técnicas de VC e EIE também indicaram uma
excelente deteccdo das bactérias Gram positivas e Gram negativas
do estudo, cujo limite de deteccéo alcancado foi de 101 UFC mL™.

e O biossensor apresentou maior sensibilidade para bactérias Gram
negativas devido a sua maior carga negativa de superficie.

e A plataforma biossensora nanoestruturada também foi capaz de
diferenciar as diferentes espécies de bactéria, devido as
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas apresentadas pela
ClavA.

e A construcdo do biossensor de forma simples e rapida tem como
perspectiva principal a realizacdo de ensaios utilizando amostras
clinicas como sangue, suor, saliva e LCR, objetivando obter maior
validacdo analitica.

e O biossensor desenvolvido mostrou reconhecimento especifico
para seis diferentes bactérias e em um minimo limite de deteccéo,
um dos menores apresentados na literatura. Portanto, espera-se o
desenvolvimento futuro de novos protocolos experimentais.

e Biossensores eletroquimicos sdo excelentes candidatos ao
desenvolvimento de prototipos. Dessa forma, futuros testes
envolvendo tempo de prateleira, possibilidade de reutilizacdo e

miniaturizacdo de componentes serdo necessarios.
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A efetividade obtida pelo sistema sensor Cys_ AuNP-AMB_ClavA o
coloca como alvo de futuros experimentos com ndo apenas outras
espécies de bactérias, mas também com microrganismos como
fungos, virus e protozoarios, o qual também sao frequentes em
casos de infecgao hospitalar.

Dessa forma, o biossensor proposto pode ser considerado uma
excelente e inovadora alternativa para a deteccdo de
microrganismos de interesse clinico tanto no ambiente hospitalar,
visando a deteccédo rdpida e posterior higienizacao local evitando

infeccbes, quanto a analises ambientais.
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ABSTRACT

The present work reports the development of an electrochemical biosensor based on
Clavanin A (ClavA) peptide. ClavA is an antimicrobial peptide isolated from marine
tunicate Styela clava. ClavA is able to differentiate between Gram-negative and positive
bacteria. The electrode surface was modified with self-assembled monolayers of cysteine
(Cys) associated to chemically modified gold nanoparticles with 4-mercaptobenzoic acid
and ClavA. Electrochemical biosensors have inherent advantages for medical diagnosis
due to their high sensitivity, specificity, low detection limits, miniaturization and small
analyte volumes. Pathogenic microorganism detection is a fast-growing market due to the
increasing number of cases associated with multiresistant bacteria in developing
countries. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV)
were used to evaluate the electrochemical behavior of the biosensor. Ferri-ferrocyanide
couple was used as redox pair. The bacteria identification testing was performed using
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus. Atomic force microscopy images
revealed an effective immobilization of the nanostructured platform on the electrode
surface. The electrochemical response decreased with increasing bacteria concentration.
A detection limit ranging from 10! to 10’ CFU.mL"* was obtained. The variation in the
impedimetric response of the sensor is attributed to the bacterial wall peptidoglycan layer.
The nanostructured biosensor was capable to differentiate between Gram-positive and
Gram-negative bacteria. The proposed biosensor can be considered as an alternative to

bacterial detection techniques.

Keywords: Impedance spectroscopy; cyclic voltammetry; gold nanoparticles; Clavanin

A; bacteria.
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1. Introduction

Nosocomial infections are a growing public health problem that can occur during
hospital care or shortly after discharge from the patient [1]. Data suggest that about 1.7
million and 4 million people are infected by microorganisms annually in the USA and
Europe, respectively [2]. Moreover, pathogenic bacteria could be found in many different
sources. The ESKAPE pathogens (Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and
Enterobacter species) are a leading cause of nosocomial infections worldwide [3].

Gram-negative bacteria belongs to Enterobacteriaceae family (e.g. Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae and Salmonella typhimurium). Gram-
negative bacteria are recognized as precursors of infections through colonization of
catheters and resistance to antibiotics [4,5]. In addition, antimicrobial resistance is also
observed for Gram-positive bacteria as Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and
Streptococcus pyogenes [6,7].

In spite of the traditional methods effectively detect microorganisms, some
notorious problems are observed. For example, traditional methods require ~2-3 days to
obtain the first results and up to 7-10 days for confirmation [8]. On the other hand, new
technological methods are associated to skilled labor, pre-treatment of samples, high cost
equipment and expensive reagents [9].

Biosensors are an innovative alternative for detecting microorganisms due to their
accuracy and rapid detection. Biosensors are composed of an active sensing element
(peptides, antibodies, enzymes, DNA fragments, cells, etc.) responsible for the analyte
specificity [10] and a transducer to convert the recognition into a detectable electrical
signal [11]. Amino acids are essential molecules in the metabolism and have been used in

the development of new biodevices [12]. Cysteine (Cys) is an amino acid composed of
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amine, carboxyl and thiol groups [13]. Therefore, the basic structure of Cys is attractive
in the development of biosensors. Cys is capable of self-assembly since it binds strongly
to gold through Au-S binding [14].

Gold nanoparticles (AuNPs) have been used to immobilize several biomolecules
since provides an exceptional electron transfer between analyte and electrode surface
enhancing the sensibility [15]. AuNPs have been subject of intensive studies due to their
applicability in drug delivery [16], sensory probes [17], therapeutic agents [18],
photovoltaics [19], catalysis [20], electronic conductors [21], batteries [22] and
biomedical devices [23]. In addition, modified AuNPs have extensive applications on
diagnosis and therapeutics (e.g. specific attaching to cancer cells allowing imaging and
photothermal therapy) [24,25]. AuNPs also offer biocompatibility, low cytotoxicity, high
surface to volume ratio, and (opto)electronic properties [26].

Antimicrobial peptides (AMP) have emerged as an excellent alternative to
antibiotics resistance [27]. AMPs are available in terrestrial and marine animals, as well
as insects, plants and microorganisms [28]. Clavanin A (ClavA) is an antimicrobial
peptide isolated from marine tunicate Styela clava. ClavA has a molecular structure rich
in glycine, histidine and phenylalanine residues (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-
NH2) [29]. In addition, ClavA has been used to the development of nanostructured
platforms with excellent detection for microorganisms [30].

In the present work, we developed a sensitive nanostructured platform based on
ClavA-modified AuNPs over Cys self-assembled monolayers (SAM). The schematic
representation of the fabrication procedure of the biosensor is shown in Fig. 1. The
proposed biosensor exhibited low-detection limit (10' CFU.mL™) using small sample
volumes. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV)

are highly sensitive electrochemical techniques applied to microorganism detection [31].
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Electrochemical techniques and atomic force microscopy (AFM) were used to

characterize the biosensor before and after bacteria detection.

2. Experimental

2.1. Materials

L-Cysteine (Cys), 4-mercaptobenzoic acid (MBA), chloroauric acid (HAuCls),
sodium citrate, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) and N-
hydroxysulfosuccinimide (NHS) were purchased from Sigma-Aldrich (USA). Potassium
ferricyanide (Ksz[Fe(CN)e]) and potassium ferrocyanide (Ks[Fe(CN)e]) were obtained
from VETEC (Brazil). Standard methods of bacteria inoculation were used in this study.
All materials have been previously sterilized. Bacteria were grown in Mueller-Hinton
medium for 24 h at 37 °C. All chemicals were used as received, without further
purification. Ultrapure water used in all experiments was obtained from a purification

system Milli-Q plus (Billerica, USA).

2.2. Synthesis of modified gold nanoparticles

AuNPs were prepared by the citrate reduction method [32]. Initially, 1 mL of
HAuUCIs was added to 99 mL of ultrapure water into a 500 mL two-neck round bottom
flask. It was followed by the addition of 1% sodium citrate (v = 4 mL) and submitted to
magnetic stirring at 60°C for 35 min, until the solution reaches a purple/violet like color.
Subsequently, AuNPs solution was diluted in ultrapure water 1:4 (v/v) and 0.2 mL of 10°
M MBA was added followed by magnetic stirring for 2h (25°C + 1°C). Finally, the

previous solution changes its color to a transparent light-blue color.
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2.3. Clavanin A synthesis
Clavanin A was  synthesized  through solid phase N-9-
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) strategy acquiring significant 95 % purity after high-

performance liquid chromatography.

2.4. Preparation of the sensor system

The bare gold electrode (BGE, ¢ = 2 mm) was polished with Al,Oz paste,
following several washing steps with ultrapure water and NaClO bath for 2 min.
Thereafter, 2 pL of Cys solution (30 mM) was adsorbed on the electrode surface by drop
coating and air dried. Subsequently, EDC:NHS coupling reaction was used to activate
Cys amine group [33]. The reaction was performed using an aqueous solution of 0.4 M
EDC and 0.1 M NHS (1:1, v/v). The modified electrode was immersed in the previous
solution for 2 min. Afterwards, 2 pL of AuUNPs-MBA solution was dropped onto the Cys-
modified electrode for 4 min, followed by immersion in the EDC:NHS solution to activate
the carboxylic groups of the MBA molecules. Finally, 2 puL of a ClavA solution (0.1
mg.mL) was dropped on the modified electrode and air dried. The stepwise process of

the biosensor assembly is shown in Fig. 1.

2.5. Recognition experiments

The recognition experiments were performed using 2 puL of bacterial solutions
ranging from 10! to 10’ CFU.mL™.  Escherichia coli ATCC 25222, Klebsiella
pneumoniae ATCC 29665, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633 and Staphylococcus aureus ATCC 29213

were tested.
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2.6. Materials characterization

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, England) was used to determine particle size and
Zeta potential of the colloidal particles. Optical absorption was evaluated through
spectrophotometer Labomed UVS-2700 UV-Vis double beam (Labomed Inc., EUA)
using a quartz cuvette. The experiments were carried out at room temperature (25°C).
The electrochemical measurements were carried out by using a PGSTAT 128N
potentiostat/galvanostat (Ecochemie, Netherlands) interfaced with NOVA 1.8 software.
All experiments were performed in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) containing
10 mM [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (1:1) used as a redox probe. Cyclic voltammetry (CV)
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were carried out in a conventional
three electrodes system. BGE, platinum wire and Ag/AgCl were used as working
electrode, counter-electrode and reference, respectively. The impedance spectra were
recorded in the frequency range of 100 mHz to 100 kHz using a sine wave potential of 10
mV amplitude. CV measurements were performed at a scan rate of 50 mV.stin the
potential range from -0.2 to 0.7 V. All measurements were performed in triplicate at 25°C
and inside a Faraday cage. Topographical analysis were carried out using a commercial
SPM-9700 atomic force microscopy (AFM) (Shimadzu Corporation, Japan). Cantilevers
with a silicon probe (Nanoworld, Japan, resonant frequency = 300 kHz, spring constant

=42 N.m™) were used in a noncontact mode AFM in air (T = 25°C + 1°C).

3. Results and Discussion

3.1. Optical and Topographical Characterizations
UV-Vis spectra of AUNPs and AuNPs-MBA show an absorption band at A = 525

nm corresponding to colloidal gold surface plasmon resonance [34]. A bathochromic shift
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was observed after chemical modification of the AuNPs, indicating metal nanoparticles
aggregation. In addition, a color modification was observed from red-wine to blue due to
aggregation of the AuNPs.

AFM images of the biosensor before and after interactions with bacteria strains
are shown in Fig. 2. A well-distributed Cys self-assembled monolayer on the BGE surface
with uniform distribution was observed in Fig. 2a. Amino acids are widely applied to
biofunctionalization of gold surfaces [13]. The obtained height of 14.6 nm confirmed
SAM formation. A similar result was reported by Huayhuas-Chipana et al. [35]. AuNPs-
MBA adsorption resulted in an increased roughness of the system with a height of 42.7
nm (Fig. 2b). An increase in the height (44.9 nm) occurred after ClavA immobilization
(Fig. 2c). Other authors reported similar results [36].

A noticeable increase in the height and roughness was observed for all studied
bacteria (Fig. 2d-i). The surface topography changed after bacteria interaction, suggesting
a selective recognition. E. coli, K. pneumoniae and Salmonella typhimurium recognition
result in heights about 518.1 nm, 370.7 nm and 320.5 nm, respectively (Fig. 2d-f). On the

other hand, Gram-positive bacteria recognition results in lower heights (Fig. 2g-i).

3.2. Electrochemical characterization of the sensor platform

The adsorption time study was performed at different concentrations of Cys,
AuUNPs-MBA and ClavA. Based on a previous work [37], we used 30mM of Cys to obtain
the best electrochemical response. Distinct adsorption times were evaluated (1, 2, 3, 4 and
5 min), using as parameter the charge transfer resistance (Rct). Cys-modified electrode
showed that Rct vary proportional to the adsorption time (Fig. S1a). The highest Ret (1.65
KQ) was obtained at 3 min, corresponding to the best coverage of the gold electrode

surface. AUNPs-MBA (Fig. S1b) and ClavA (Fig. S1c) result in increasing Rct values
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until reach a plateau. The best adsorption time was found to be 4 min for AUNPs-MBA
(2.0 KQ) and ClavA (1.64 KQ).

Fig. S2 shows the voltammetric and impedimetric responses of the electrode
surface modification. The redox probe shows a reversible cyclic voltammogram with
defined cathodic and anodic peaks (Fig. S2a). A decrease in the peak current response
was obtained after electrode modification. Cys covalently bonds to gold surface through
its thiol group to obtain the self-assembled monolayer [38]. In addition, Cys amine group
reacts with NHS ester resulting in stable amide bond [39]. Cyclic voltammogram reveals
an increase in the peak current response due to positive/neutral charge of the NHS ester
[40]. EDC:NHS approach enables the linkage between Cys amine terminal group and
carboxylic group of the MBA, resulting in a decrease of the peak current. The aromatic
ring of the MBA improved the electron charge transfer resulting in additional decrease of
the peak current [41]. Cys-AuNPs-MBA modified electrode was conjugated to ClavA
peptide using EDC:NHS solution, which generated intermediate active ester and
subsequently an amide bond [42]. CV results demonstrated a quasi-reversible behavior
with an increase in the anodic and cathodic peaks current.

EIS provides additional information about the modification of the electrode
surface based on the measurement of the Rt. Therefore, changes on the electrode surface
can be detected and evaluated by Rct and capacitance [43]. Thus, Rct represents the
diameter of the Cole-Cole semicircle. In addition, Rt is associated to the electron transfer
kinetics of the redox probe in the electrode interface [44].

Nyquist diagrams of the electrode surface modification were recorded in the
frequency range from 100 mHz to 100 kHz (Fig. S2b). A small semicircle can be
visualized for BGE (Rct =252 Q). The addition of Cys results in an increase in the electron

transfer resistance (Rct = 1.11 KQ), associated to the shielding effect on the electrode
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surface. As expected, a further R¢t increase was obtained after immobilization of AuNPs-
MBA. A new decrease in the Ret values was obtained after addition of the EDC:NHS
solution. Conversely, an increase of the Rct occurred during ClavA immobilization (Ret =

1.62 KQ).

3.4. Bacterial detection

Figure 3 shows the impedimetric response of the biosensor against different
bacteria concentration (10'-107 CFU.mL™). The voltammetric results are shown in Fig.
S3. The impedimetric response of the sensor proportionally increase with the bacteria
concentration as seen in Table S1.
The bacterial surface coverage (0) was used as additional parameter to evaluate capability

of the biosensor to recognize bacteria, as follow:

1- Rbiosensor

0 =

Rbacteria

where Rubiosensor COrresponds to charge transfer resistance of the biosensor and Rbacteria
represents the charge transfer resistance obtained for the recognition of different bacteria
concentrations. Fig. S4 shows a plot of 0 as function of bacteria concentration (10%-107
CFU.mL™). Our results reveal that 0 values decreases with the increasing of bacteria cells
concentration and at 10* CFU.mL? is found to be ~ 0.68 (68%) to E. coli.

The impedimetric response was evaluated using Randles circuit (Fig. 4). The
proposed equivalent circuit is composed by an electrolyte solution resistance (Rg),
electric double layer capacitance (Cai), charge transfer resistance (Rc) and Warburg
element (W) [45]. The performance of the sensor was evaluated according to the equation:

ct (bac) — Rct (sensor)

x 100

R
ARt (%) =

Rct (sensor)
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where Rct(sensor) corresponds to the value of charge transfer resistance of the
Cys_AuNPs-MBA_ClavA modified electrode before exposure to bacteria. Rct(bac) is the
value of charge transfer resistance after exposure to bacterial solutions. A summary of
these results is given in Table S1.

The biosensor was tested against Gram-negative (E. coli, K. pneumoniae and S.
typhimurium) and Gram-positive (E. faecalis, B. subtilis and S. aureus) bacteria varying
the concentration from 10* to 10’ CFU.mL™. An analytical comparison of different
biosensors can be visualized in Table 1. As seen in Fig. 5, ARct values increase as follow:
B. subtilis < S. aureus < E. faecalis < S. typhimurium < K. pneumoniae < E. coli. As
explained, lower impedimetric responses were observed for Gram-positive bacteria as
compared to Gram-negative bacteria, reflecting the ability of the ClavA to distinguish
between bacteria [30]. The bacterial cell wall structure is composed of different layers of
peptidoglycan. The cell wall of Gram-positive bacteria consists of a thin positively
charged layer. Conversely, Gram-negative bacteria possess a lipopolysaccharide outer
membrane responsible for negatively charged surface that contribute to ClavA interaction

[46].

4. Conclusions

In the present paper an electrochemical biosensor for detection of Gram-negative
and Gram-positive bacteria was developed. Our results demonstrate the effectiveness of
the biosensor in detecting and differentiating bacteria strains using ClavA peptide. ClavA
showed a better detection for E. coli, K. pneumoniae and S. typhimurium. The difference
in response is due to the cellular wall that is composed by a thin inner peptidoglycan layer
make its surface more negatively charged, favoring a better electrostatic interaction with

positive charged ClavA. The limit detection was about 10* CFU.mL™ corresponding to ~
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0.01 bacterium.pLt. ClavA-based biosensor platform can be considered an efficient

alternative to detection of pathogenic bacteria as compared to conventional techniques.
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Table captions

Table 1. Analytical comparison between different biosensors platforms.
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Detection
AMPs Target bacteria limit Technique Reference
(CFU.mL?
- Listeria sp. " Field-effect-
Magainin | Escherichia coli 10 transistor [47]
Magainin | Escherichia coli 10® Fluorescence [48]
. Salmonella typhimurium .
Magainin | In . 10 Fluorescence [49]
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Clavanin A Escherichia coli 102 Electrochemical [30]
Bacillus subtilis impedance
Enterococcus faecalis
C16G2cys Streptococcus mutans 10* Electrochemical [50]
impedance
G10KHc Pseudomonas aeruginosa 10* Elgctrochemlcal [50]
impedance
Listeria monocitogenes
. Listeria innocua 3 Electrochemical
Leucocin A Enterococcus faecalis 10 impedance [51]
Staphylococcus aureus
Indolicidin Escherichia coli 108 Fluorescence [52]
Colicin V Escherichia coli 10? Electrochemical [53]
impedance
Listeria innocua
K-7a12 Erwinia carotovora 10° Spectrometry [54]

Escherichia coli
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Figure captions

Fig. 1. Schematic representation of the fabrication process of the biosensor.
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Fig. 2. AFM topographic images of the Cys monolayer (a), Cys_AuNPs-MBA (b),
Cys_AuNPs-MBA_ClavA (c), Cys_AuNPs-MBA_ClavA-E. coli (d), Cys_AuNPs-
MBA_ClavA-K. pneumoniae (e), Cys_AuNPs-MBA_ClavA- S. typhimurium (f),

Cys_AuNPs-MBA_ClavA-E. faecalis (g), Cys_AuNPs-MBA_ClavA-B. subtilis (h) and

Cys_AuNPs-MBA_ClavA-S. aureus (i).
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Fig. 3. Nyquist plots of the sensor system for bacteria strains at different concentrations:

E. coli (a), E. faecalis (b), K. pneumoniae (c), B. subtilis (d), S. typhimurium (e) and S.

aureus (f).
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Fig. 4. Equivalent circuit used for fitting the experimental results, where RQ represents
the ohmic resistance of the electrolyte solution, Q is the phase constant element, Zw is

the Warburg impedance and Rt is the charge transfer resistance.
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Fig. 5. ARct of the sensor system after exposure to different concentrations of Gram-

negative (a) and Gram-positive bacteria (b).
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Figure S1. Cyclic voltammograms (a) and Nyquist plots (b) of the electrode modification

process: bare gold electrode (m), Cys (o), EDC:NHS (A), AuNPs-MBA (@), second

EDC:NHS application ('V), ClavA ().
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Figure S2. Cyclic voltammograms of the biosensor versus bacteria strains at different
concentrations: E. coli (a), K. pneumoniae (b), S. typhimurium (c), E. faecalis (d), B.
subtilis (e) and S. aureus (). Supporting electrolyte: 10 mM [Fe(CN)es]™*/[Fe(CN)e] 3 (1:1)

in PBS (pH 7.2) solution; scan rate 50 mV.s™.
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Figure S3. Bacterial surface coverage (0) values as a function of the bacterial

concentration (101-10” CFU mL™). All data used to calculate 0 values are shown in Table

Sl

B S. aureus M B.subtilis ME. faecalis mS. typhimurium MK.pneumoniae M E. coli
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Table S1. Values of the equivalent circuit elements from the fitted impedance results.

Concentration (CFU.mL?) R (k) Q (UF) n 0
E. coli

10t 3.6 9.92 0.62 0.34
102 6.03 10.8 0.604 0.6

10° 7.64 11.2 0.601 0.68
104 10.6 11.6 0.592 0.77
10° 14.8 11.7 0.59 0.83
106 18.8 11.8 0.586 0.87
107 21.3 11.6 0.586 0.89

K. pneumoniae

10t 3.05 1.24 0.843 0.22
102 4.59 1.36 0.83 0.48
103 6.05 1.33 0.828 0.6

10* 7.12 1.32 0.829 0.66
10° 8.58 1.32 0.83 0.72
108 9.86 1.33 0.829 0.75
107 12.3 1.34 0.828 0.8

S. typhimurium

10t 2.4 9.5 0.667 0.01
102 3.21 8.77 0.675 0.26
10° 4.16 8.11 0.685 0.43
10* 511 7.49 0.693 0.53
10° 7.01 6.91 0.697 0.66
10° 8.14 6.56 0.7 0.7

107 8.69 6.24 0.706 0.72

B. subtilis
10t 2.35 1.4 0.872 0.001
102 2.91 1.42 0.872 0.13
10° 3.27 1.41 0.872 0.28
10* 3.66 1.41 0.872 0.39
10° 3.94 1.24 0.882 0.45
108 4.28 1.17 0.883 0.54
107 4.52 1.13 0.877 0.6
E. faecalis

10t 2 2.05 0.749 0.008
10? 2.73 2.03 0.745 0.18
10® 3.3 2.17 0.737 0.27
10* 3.92 2.18 0.734 0.35
10° 4.35 2.2 0.74 0.39
100 5.2 2.25 0.723 0.44
107 6.02 2.22 0.723 0.47
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S. aureus
10t 2.15 1.59 0.785 0.01
10? 2.57 1.68 0.777 0.07
10° 3.03 1.68 0.776 0.21
10* 3.38 1.68 0.774 0.29
10° 3.78 1.76 0.77 0.37
10° 5.01 1.82 0.776 0.52
107 5.67 1.58 0.777 0.58
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