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(57) Resumo: BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp. A
presente invengdo é resultado de uma metodologia simples para a obtengdo de nanoparticulas de ouro com modificacédo através
do acido mercaptobenzoéico (AMB) através da adicdo direta do AMB as nanoparticulas de ouro com posterior deposigédo na
superficie do eletrodo, sendo essa interagdo permitida pela cisteina favorecendo a sua aplicagdo na elaboragéo de um dispositivo
de diagnéstico focado em metodologias inovadoras em salde com alta sensibilidade e especificidade para a detecgéo de
espécies de Candida. Assim, alcancamos uma técnica de preparacao por meio de automontagem através da eletrodeposi¢éo de
nanoparticulas de ouro modificadas com AMB (NpsAuAMB) sobre a superficie do eletrodo de ouro modificado com cisteina. As
NpsAuAMB sédo usadas para imobilizar biomoléculas (as lectinas) utilizada em nosso trabalho a WGA, devido as suas
propriedades, tais como reconhecimento especifico a carboidratos presente na superficie da parede celular dos microrganismos,
conducao eficiente do sinal eletroguimico entre transdutor e interface o que permite amplificar a resposta elétrica e assim essas
substancias usadas no desenvolvimento do biosensor oferece uma camada auto-montada de forma comprovadamente eficiente.
As técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram Uteis para o acompanhamento das etapas
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BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A IDENTIFICACAO
DO MICRORGANISMO CANDIDA sp

Campo da Invencao

1. A presente invencdo ¢ aplicdvel a area do diagnéstico através do uso de
biossensores eletroquimicos nanoestruturados, e refere-se a métodos e composigoes para
identificacdo de patogenos. A invencdo baseia-se no uso de lectinas devido a capacidade
das mesmas para o reconhecimento de carboidratos presentes na superficie da parede
celular de microrganismos. Para o desenvolvimento da camada sensora, as lectinas (tipo
especifico de proteina) sdo quimicamente ligadas a superficie de nanoparticulas de ouro
modificadas com 4acido mercaptobenzoico (NpsAu-AMB). Ademais, o biossensor
desenvolvido ¢ efetivo para a identificagdo de Candida spp., causadora de candidemia, ¢
deteccdo em amostras com baixas concentracdes do patogeno. A candidemia acomete
pacientes hospitalizados, principalmente os internados em Unidades de Terapia
Intensiva, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade em hospitais. A
identificagdo do microrganismo ¢ demorada, levando no minimo 3 dias para o
diagnostico, além de necessitar de mao de obra especializada. Essas técnicas se baseiam
principalmente em provas bioquimicas como assimilagdo e fermentacao de carboidratos,
formacgao de tubos germinativos a 37°C dentre outras, como alteragdo de cor da colonia
através de indicadores de pH.

2. A candidemia ¢ uma infeccdo grave que acomete a corrente sanguinea
causada por leveduras do género Candida. A Candida abicans ¢ o patégeno mais
comumente isolado, porém espécies de Candida nao-albicans estdo em emergéncia nos
ultimos anos. Essa a incidéncia de episoédios de candidemia vem aumentando no
decorrer dos anos, devido ao grande numero de pacientes imunocomprometidos
reconhecidos como de risco para essas infecgdes, como neutropénicos, transplantados,

diabéticos, entre outros. Esse processo implica com o aumento do tempo de internagao
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hospitalar, com aumento dos custos ¢ a uma taxa de mortalidade, que pode variar de 25-
75%. Pelo menos dezessete espécies de Candida sdo relacionada a candidemia e varios
fatores podem influenciar diante de qual espécie estard causando a infecg¢do. Por
exemplo, o uso de fluconazol, a capacidade em formar biofilme, o uso de cateteres
venoso central, sonda vesical de demora e ventilagdo mecanica pelos pacientes. A C.
tropicalis, por exemplo, ¢ um potencial agente oportunista quando o paciente apresenta
neutropenia e quando ha alteragdo da microbiota bacteriana. A C. krusei é outro
importante patogeno entre os pacientes com doencas hematoldgicas malignas e entre
receptores de transplantes de medula dssea, e € caracterizada por resisténcia intrinseca
ao fluconazol. Dessa maneira, observamos a necessidade de identificar o patégeno por
sua espécie.

3. As nanoparticulas apresentam diversas aplicagdes como carreadores para
entrega controlada de farmacos, separagdo de proteinas e de células, deteccdo de
patogenos e desenvolvimento de sensores eletroquimicos para o diagndstico de diversas
patologias. Outra aplicagdo para as particulas metalicas ¢ o seu uso para a marcagao de
moléculas bioldgicas, como por exemplo, anticorpos, DNA e lectinas proporcionando
também aplicacdes nas areas médicas e veterinarias ¢ no diagnéstico de doencas
causadas por diferentes patdogenos. As nanoparticulas de ouro também tém demonstrado
vasto potencial em diferentes aplicacdes biologicas, incluindo a sua utilizagdo no
desenvolvimento de métodos diagnosticos altamente sensiveis. As NPsAu apresentam a
vantagem de apresentarem reduzido tamanho, com elevada razdo area/volume, alta
homogeneidade, facil preparacao e superficie quimica reativa a qual permite a ligacao
de moléculas organicas. A associacio de NpsAu com lectinas representa uma
importante estratégia para viabilizar a aplicacdo biotecnoldgica das lectinas em
processos de biodeteccdo. A aglutinina de germe de trigo (WGA) foi caracterizada em
1974, por Nagata e Burger, como uma molécula de massa molecular igual a 17 kDa e
coeficiente de sedimentacdo 2,1 S, em solucdo acida, porém como um dimero de 35
kDa, em pH neutro. WGA possui afinidade a N-acetil-glucosamina, existindo dois sitios
de ligagdo por molécula, mas também possui alta afinidade a di e trisacarideos B-1,4

ligados. Além destes, possui afinidade aos residuos de &cido sialico.
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Sumario

4. O invento aqui descrito ¢ oriundo da aplicagdo de uma técnica simples para a
obtencdo de nanoparticulas de ouro (NpsAu) decoradas com acido mercaptobenzodico
(AMB) e sua aplicacao no desenvolvimento de biossensores com elevada sensibilidade
e especificidade para o diagndstico de candidemias. Desta forma, descrevemos um
método de preparacdo por meio da técnica de automontagem através da associacdo de
NpsAu, AMB e lectina. As nanoparticulas da presente invengdo proporcionam diversas
vantagens, dentre as quais podemos citar o incremento das propriedades elétricas e area
de superficie. Destacamos ainda que a sintese de NpsAu em escala nanométrica leva a
uma elevacdo em sua reatividade, bem como a sua rdpida degradacdo. A fim de
melhorar a sua biocompatibilidade e estabilidade ha a possibilidade de conjuga¢do com
outros materiais como, por exemplo, o AMB. O ouro associado ao AMB proporciona
estabilidade quimica adequada para a funcionalizacdo com oligonucleotideos,
proteinas, biomoléculas, dentre outros, além de possuir alta condutibilidade térmica,

baixa resistividade elétrica e baixa interagdo com o oxigénio para formacao de 6xidos.

Anterioridades: Estado da Técnica

5. A candidemia ¢ uma infec¢do generalizada caracterizada pela presenca de
microrganismos do género Candida na corrente sanguinea. Cerca de 80% dos pacientes
que adquirem a candidemia vao a 6bito. A confirmagdo do diagndstico da candidemia ¢
demorado e dependendo da técnica empregada custosa e necessitando de mao de obra
especializada. Dentre essas técnicas podemos citar taxonomia cldssica, reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), identificagdo pelo CHROMagar Candida ¢ o automatico, sendo
comumente usado para diagnosticar a candidemia. No entanto, estes métodos sao
geralmente complicados e demorados. Por isso o desenvolvimento de métodos
sensiveis, rapidos e seletivos para a deteccdo de espécies de Candida é importante.
Recentemente, o uso de eletrodos nanoestruturados na area da quimica analitica vem se

tornando uma tendéncia, a fim de melhorar a sensibilidade, seletividade e rendimento de
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sensores analiticos eletroquimicos e biossensores. Atribui-se o aumento do desempenho
eletroanalitico de eletrodos nanoestruturados a sua alta condutividade, a grande 4rea de
superficie, a estabilidade e biocompatibilidade. Diferentes métodos de modificacdo de
eletrodo sdo utilizados para aumentar a sua sensibilidade e especificidade atenuando
assim os inconvenientes inerentes na detec¢ao do analito.

6. O uso de eletrodos nanoestruturados nas ciéncias biomédicas vem se tornando
uma tendéncia, a fim de diminuir o tempo de diagndstico, além da sensibilidade,
seletividade e especificidade. Atribui-se o aumento do desempenho eletroanalitico de
eletrodos nanoestruturados a sua alta condutividade, a grande area de superficie, a
estabilidade e biocompatibilidade. Diferentes métodos de modificagdo de eletrodo sao
utilizados para aumentar a sua sensibilidade e especificidade atenuando assim os
inconvenientes inerentes na detec¢ao do analito.

7. Varias sdo as aplicagdes das nanoparticulas (NPs) quando se apresentam em
escalas nanométrica. Uma das caracteristicas observadas por essas NPs ¢ a
aplicabilidade funcionando como transdutores, transporte de massa, presenca de
densidade de carga na superficie podendo ocorrer uma oscilagio dos elétrons, fendmeno
esse conhecido de ressonancia de plasmons. Em relagdo aos biossensores, podemos
observar um aumento de area onde ¢ possivel recobri-la com vérios tipos de ligantes
especificos.

8. Novas técnicas de diagndstico véem sendo desenvolvidas com o objetivo de
elaborar metodologias eficientes no diagndstico rapido e preciso desta doenga. Podemos
citar a patente WO 2014160844 A2, que se refere ao processo modificacdo de
nanoparticulas magnéticas resultando em nanoparticulas muito sensiveis que podem ser
usadas em uma variedade de métodos de diagnoéstico e analiticos, especialmente em
biossensores.

9. A patente US20080193965 A1 apresenta a constru¢ado de um biossensor
piezoelétrico para a deteccdo de microrganismos através do reconhecimento de
carboidratos de superficie utilizando a lectina Concanavalina A. A presente invengao
difere das demais supracitadas devido ao desenvolvimento de dispositivos

nanoestruturados baseados em NpsAu modificadas com 4acido mercaptobenzoico.
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10. A presente invencdo demonstra um processo de sintese de NpsAu
modificadas com 4acido mercaptobenzdico e sua utilizagdo na montagem de um
biossensor eletroquimico visando sua utilizagdo principalmente, mas ndo restrita, na
area biomédica para a detec¢ao de candidemia.

11. A presente invengdo mostra um processo de desenvolvimento de uma
camada sensora baseada em cisteina, NPsAu-AMB e WGA e sua aplicacdo no
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos visando sua utiliza¢do principalmente,
mas nao restrita, na area biomédica para reconhecimento de carboidratos de superficie
presentes em microrganismos.

12. As diferencas existentes entre as patentes descritas podem ser visualizadas
através da comparacdo na Tabela I.

Tabela 1. Comparagdo entre os componentes caracteristicos de cada

invento.
WO us us us
Invento
2014160844 20030129618 | 20080193965 | 20120214172

apresentado A AL Al Al
NPsAu
modificada Sim Nao Nao Nio Nio
com AMB
Cisteina Sim Nio Nio Nao Naio
Con A Sim Nio Sim Sim Nao

Problemas ¢ Limitagdes do Estado da Técnica

13. O principal problema encontrado no estado presente da técnica € a limitagao

da quantidade de lectina imobilizada no biossensor. Afim de reverter esta situagdo e

aumentar a quantidade de lectina imobilizada na superficie do eletrodo usamos os
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nanomateriais, nanoparticulas de ouro modificadas com dacido mercaptobenzoico
(AMB). As mesmas indicadas por poder apresentar elevada drea susperficial e

excelentes propriedades eletroquimicas.

Objetivos da Invengao

14. O objetivo da presente invengdo ¢ apresentar um biossensor impedimétrico
nanoestruturado baseado em nanoparticulas de ouro modificadas com o dacido
mercaptobenzdicoA presente invengdo permite analises em menor tempo ¢ dispensa
mao de obra especializada e melhorando a acuracia, uma vez que esta técnica revelou

especificidade no bioreconhecimento ao diagnostico de candidemia.

Solucao

15. A presente invengcdo ¢ a obtencdo de um biossensor impedimétrico
nanoestruturado com maior eficiéncia para imobiliza¢cdo de moléculas e com capacidade
para o reconhecimento especifico do microrganismo proporcionando um diagndstico
rapido e preciso. Isso faz com que este dispositivo fornega a vantagem em comparacao
aos métodos atuais de diagndstico da candidemia além de apresentar-se como uma

técnica com eficiéncia de tempo e custo.

Vantagens

16. O dispositivo produzido ¢ capaz de detectar eletroquimicamente carboidratos
na superficie da parede da candida, apresentando-se como uma promissora ferramenta
para aplicagdo na area biomédica. Uma das vantagens ¢ a conjuga¢ao das propriedades
elétricas, proporcionando o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos mais
eficientes, pois as combinagdes de distintas propriedades possibilitam potenciais

aplicagdes.

Peticao 870170099313, de 18/12/2017, pag. 13/27



7/10

17. O biodispositivo da invengdo apresenta respostas satisfatorias frente a
diferentes concentracdes da Candida sp (102, 103, 104, 10° ¢ 106) em amostras
analisadas. Ademais, destaca-se o facil manuseio, sendo uma extrema vantagem pois
permite sua aplicacdo em laboratorios de analises clinicas, além de laboratorios de

ensino e pesquisa.

A novidade ¢ o efeito técnico alcangado

18. A novidade da presente invencdo ¢ a metodologia diagndstica utilizando
biossensores nanoestruturados a base de nanoparticulas de ouro e 4cido
mercaptobenzdico. Trata-se de uma plataforma inédita para o diagnostico de
candidemias. Ao melhor do nosso conhecimento, até o presente momento, ndo foi

identificada nenhum dispositivo similar disponivel na literatura ou no mercado.

Descri¢ao Detalhada

19. Os exemplos a seguir ndao tém o intuito de limitar o escopo da invengao, mas
sim de somente ilustrar uma das inimeras maneiras de se realizar a invengao.

20. Resumidamente, para montagem do nanocompdsito foi utilizado uma
solugdo aquosa de nanoparticulas de ouro sintetizadas através da diluigdo de 1 mL de
acido tetracloroaurico (HAuCly) em 99 mL de dgua. Em seguida foi adicionado 4 mL de
citrato de sédio, o qual atuou como estabilizante a uma temperatura de 60 °C por 35
minutos. Posteriormente, as nanoparticulas de ouro foram diluidas em 4gua na
proporg¢do de 1:4 (v/v) e quimicamente modificadas pela adicdo de 0,2 mL de 4cido
mercaptobenzoico (10° M) sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por um
periodo de 2 horas.

21. Apoés preparagdo do nanocompodsito, a camada sensora comegou a ser
desenvolvida. O eletrodo de ouro foi polido com uma lixa com 4agua deionizada,
seguido por imersdo em solugdo de hipoclorito de s6dio durante aproximadamente 5

minutos com posterior lavagem. Em seguida, 2 pL de cisteina foi adicionado a
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superficie do eletrodo por 15 minutos, seguida de lavagem e adicao de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) e N-Hidroxisuccinimida (EDC-NHS) realizando a
homogeniniza¢do dos dois na propror¢do de 1:1 e em seguida 2 pL. foram retirados e
adcionado a superficie do eletrodo para ativar os grupos funcionais da camada
estruturada de cisteina e permitir a ligagdo das nanoparticulas de ouro modificadas. Em
sequéncia, foi adicionado 2 pL. das NPsAu+AMB sobre o eletrodo por um periodo de 1
hora a temperatura ambiente. Apos lavagem com &4gua deionizada o eletrodo foi
novamente modificado com adi¢do de 2 uL. de EDC-NHS para permitir a liga¢do entre
as nanoparticulas de ouro modificadas (NPsAu+AMB) ¢ a WGA, permanecendo em
repouso por 30 minutos. Finalmente, a amostra de Candida em varias dilui¢des foi

exposta ao sistema sensor.

Sintese e caracterizagdo das nanoparticulas

Preparacdo de Nanoparticulas

22. As nanoparticulas de ouro foram obtidas pelo aquecimento de 0,01% do
acido tetraclorodurico (HAuCly) a 80°C sob agitacdo vigorosa. Em seguida,
acrescentou-se uma solucdo de citrato tri-sodico (1%, p/v) a solugdo em ebulicdo,
resultando numa mudanca de cor de amarelo palido para vermelho escuro indicando a

formac¢ao de nanoparticulas de ouro.

Caracterizag¢ao de Nanoparticulas

23. As andlises impedimétricas e amperométricas foram realizadas com
potenciostato / galvanostato PGSTAT 128N (Autolab, Holanda), em uma célula
eletroquimica de trés elétrodos, imersos numa solucdo de 10 mM de ferro-ferricianeto
de potassio K4[Fe(CN)s]*/K5[Fe(CN)s]* na propor¢do (1:1), utilizada como sonda
redox. A superficie do eletrodo de trabalho foi de ouro. Eletrodos de fio de platina e

Ag/AgCl (solucao saturada de KCI) foram usados como eletrodo auxiliar e de
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referéncia, respectivamente. Os experimentos impedimétricos foram realizados a uma
faixa de frequéncia entre 100 mHz e 100 kHz, com um potencial aplicado de 10 mV.
Andlise de amperométricas foram realizadas em um intervalo de potenciais entre 0,7 V

¢ -0.2V a uma taxa de varredura de 50 mV.s™\.

Caracteristicas das nanoparticulas

24. O principio basico utilizado no desenvolvimento do biodispositivo foi a
capacidade de reconhecimento da lectina WGA, denominada de camada sensora, que
vai se ligar a carboidratos na superficie da parede celular de Candida sp. Diferentes
concentragdes de Candida sp foram imobilizados para testar a sensibilidade do
dispositivo aqui descrito.

25. A Fig. 1 mostra os voltamogramas ciclicos do processo de montagem do
biossensor, onde podemos observar no grafico de voltamograma a cor em preto com
picos anddicos e catddicos bem definidos, caracteristicos de um processo limitado por
difusdo. Com a adicdo da cisteina vemos a diminui¢do acentuada destes picos (cor em
vermelho no grafico), caracterizando assim a ligacdo efetiva a superficie do eletrodo.
Apos a adicao das nanoparticulas de ouro modificadas observa-se um aumento das Ipa e
Ipc (cor em verde no grafico), onde este aumento demonstra a condutividade da
plataforma sensora. Apods adigdo das NPs vemos um aumento acentuado destes picos,
caracterizando assim a aderéncia destas a superficie do biossensor a cisteina
(voltamograma em azul). A figura 2 apresenta os Diagramas de Nyquist onde
observamos o eletrodo sem modifica¢des (cor em preto) apresenta um comportamento
quase linear devido o processo ser limitado por difusdo. Com a adi¢do da cisteina (cor
em vermelho), o comportamento muda e observa-se um aumento do semi-circulo,
caracteristico do aumento da resisténcia proporcionado pela adigdo da cisteina. No
grafico a cor em azul ¢ apresentado o resultado da ligagdo das NPs a superficie do
biossensor. E possivel notar nitida diminui¢do do didmetro do semicirculo quando

comparado com o eletrodo ap6s adig@o da cisteina, pos ser uma camada mais condutora.
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26. A Fig. 3 e 4 demonstra o resultado do processo de montagem do biossensor,
onde podemos observar no voltamograma em preto as correntes de picos anddicos (Ipa)
e catddicos (Ipc) bem definidos do eletrodo limpo. Com a adi¢do da cisteina vemos a
diminui¢do acentuada destes picos (cor em vermelho no grafico), e aumento do semi-
circulo no grafico de Nyquist caracterizando assim a ligagdo efetiva a superficie do
eletrodo. Apds a adicdo das nanoparticulas de ouro modificadas observa-se um aumento
das Ipa e Ipc (cor em azul no gréafico), onde este aumento demonstra a condutividade da
plataforma sensora e com diminui¢do do semi-ciculo. Posteriormente, a adsorcdo da
lectina resulta em reducdo das Ipa e Ipc comprovando assim a ligacdo e formacao da
camada sensora formada pela cisteina, nanoparticulas de ouro modificadas com acido
mercaptobenzdico e a presenca da lectina (cor representada em verde no grafico). No
grafico de Nyquist, as mesmas sdo comprovadas através do aumento do didmetro do
semicirculo do diagrama de Nyquist proporcional a resisténcia a transferéncia de carga.

27. As Figuras 5 e 6 apresentam o grafico de voltametria e impedancia onde o
eletrodo sem modificagdes (preto) em sua superficie apresenta grafico com um
comportamento quase linear devido o processo ser limitado por difusdo, no grafico em
vermelho observa-se a ligagdo da cisteina a superficie do biossensor. E possivel notar
nitido aumento do didmetro do semicirculo quando comparado com o eletrodo sem
modificacdo, seguida por um decréscimo deste diametro quanto a eletrodeposicdo da
nanoparticulas devido as suas caracteristicas condutoras. O semicirculo volta a
aumentar e esta caracteristica se mantém a medida que as camadas vao sendo acrescidas
ao dispositivo, refletido pelo aumento gradual de sua resisténcia para o sistema cisteina-
nanoparticulas-lectina como para o sistema apds bioreconhecimento em adicdo da
Candida sp. o que corrobora com as analises de voltametria ciclico. Sendo assim, no
voltamograma ciclico é possivel observar que apds cada etapa de modificagdo do
eletrodo de ouro, ha uma reducdo da resposta amperométrica do sistema. Em adicao, se
observa comportamento oposto em relacdo a analise impedimétrica onde o semi-circulo
de Nyquist é proporcional a concentragdo da amostra.

28. A Fig. 7 demonstra uma representacdo esquematica do processo de

desenvolvimento do biossensor eletroquimico para candemia.
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REIVINDICACOES

01. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp é um
biossensor caracterizado por ser formado pelos componentes a seguir: a) uma
molécula de reconhecimento (Lectina WGA) uma aglutina do germe de trigo
b) um suporte onde em sua superficie sera feita a imobilizacdo das moléculas,
c) uma fonte de corrente elétrica, d) Nanoparticulas de ouro (NpsAu)
modificadas com &cido mercaptobenzoico e) Cisteina, promovendo a
interacdo entre as NPsAuavs com a superficie de ouro, sendo a deteccdo do

analito realizada através da analise das interacdes interfaciais do eletrodo.

02. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp conforme
reivindicacdo 1 caracterizado pela presenca de nanoparticulas de ouro que séo
obtidas a partir de um processo de modificacdo de superficie com &cido
mercaptobenzdico sobre a superficie do eletrodo de ouro modificada com

cisteina.

03. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp, conforme
reivindicacdo 1 e 2 é caracterizado pela deposic¢éo das Nanoparticulas de ouro
modificadas com acido mercaptobenzoico (NPsAuavg) a superficie do
eletrodo favorecido pela cisteina através dos grupos amino-carboxilo pela
ativacdo do EDC-NHS.

04. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A

IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp, refere-se a

métodos e composicOes para identificacdo de patdgenos, caracterizado por
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basear-se no biorreconhecimento da lectina WGA a carboidratos presentes na

superficie da parede celular dos microrganismos.

05. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp é obtido pela
mobilizacdo das moléculas, conforme reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato
da referida superficie ser de ouro, 0 que proporciona uma maior
condutibilidade elétrica e biocompatibilidade ao dispositivo facilitando assim

a interac6es moleculares.

06. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp caracterizado
pela obtencdo de NPsAuamvs, Onde foram diretamente depositadas sobre o
eletrodo de trabalho previamente modificado com o cisteina, para a analise
eletroquimica foi utilizada uma faixa de potencial de -0,2 a 1,3 V vs Ag /
AgCI ciclado 30 vezes a uma velocidade de varredura de 50 mV/s™, numa
solucdo a ImM de HAuCI, contendo 0,5M de H,SO;.

07. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp, caracterizado
pela modificacdo camada a camada da superficie do biodispositivo seguida da
analise impedimétrica e voltamétrica, ao término de cada periodo de
incubacdo da etapa de modificacdo a lavagem foi executada com &gua

deionizada.
08. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A

IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp de acordo

com a reivindicacdo 6, caracterizada por utilizar os métodos de deteccédo
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espectroscopica por meio de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica e

Voltametria Ciclica.

09. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
NPsAuave, conforme reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de que o
grupamento amina expostos pelo cisteina € importante para a posterior

ancoragem das nanoparticulas de ouro via eletrodeposicao.

10. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro conforme reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de
que as referidas nanoparticulas acumulam as propriedades magnéticas e
elétricas do ouro, sendo portanto importantes ferramentas na construcdo de

biossensores.

11. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro conforme reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de
que a lectina na superficie da nanoparticula proporciona um
biorreconhecimento a carboidratos na superficie do microrganismos,

proporcionando ao referido biossensor uma alta especificidade da resposta.

12. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro, conforme reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de
que a referida analise é feita em uma faixa de frequéncia de 100 MHz €100

kHz e numa faixa de potencial de -0,2V e 0,7 V, respectivamente.

Peticdo 870170099313, de 18/12/2017, pag. 20/27



4/5

13. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da NPsAuavs €m biossensores
abrangendo ao menos um agente imobilizador e no minino um agente ativador
das ligacbes moleculares, para a elaboracdo de ferramentas para uso

diagnostico.

14. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula de ouro em
biossensores, abrangendo ao menos um agente imobilizador € no minino um
agente ativador das ligacdes para o desenvolvimento de biodispositivos

eletroquimicos.

15. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro modificadas com AMB, caracterizado pelo uso da
referida nanoparticula em biossensores, conforme reivindicacdo 12, em que 0

referido dispositivo é um biossensor eletroquimico.

16. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando
nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula de ouro em

biossensores na &rea médica, bioldgica e farmacologica.

17. O BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A
IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO CANDIDA sp utilizando

nanoparticulas de ouro caracterizado pelo uso da nanoparticula de ouro em
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biossensores e no uma molécula de biorreconhecimento do microrganismo

para elaboracdo de biossensores e biodispositivos.
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RESUMO

BIODISPOSITIVO SENSOR IMPEDIMETRICO PARA A IDENTIFICACAO
DO MICRORGANISMO CANDIDA sp

A presente invencdo é resultado de uma metodologia simples para a obtengdo de
nanoparticulas de ouro com modificacdo através do acido mercaptobenzéico (AMB)
através da adicdo direta do AMB as nanoparticulas de ouro com posterior deposicdo na
superficie do eletrodo, sendo essa interacdo permitida pela cisteina favorecendo a sua
aplicacdo na elaboracdo de um dispositivo de diagnostico focado em metodologias
inovadoras em satde com alta sensibilidade e especificidade para a deteccao de espécies
de Candida. Assim, alcancamos uma técnica de preparacdo por meio de automontagem
através da eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro modificadas com AMB
(NpsAuams) sobre a superficie do eletrodo de ouro modificado com cisteina. As
NpsAuaus Sd0 usadas para imobilizar biomoléculas (as lectinas) utilizada em nosso
trabalho a WGA, devido as suas propriedades, tais como reconhecimento especifico a
carboidratos presente na superficie da parede celular dos microrganismos, condugéo
eficiente do sinal eletroquimico entre transdutor e interface o que permite amplificar a
resposta elétrica e assim essas substancias usadas no desenvolvimento do biosensor
oferece uma camada auto-montada de forma comprovadamente eficiente. As técnicas de
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram uteis para o
acompanhamento das etapas de modificacio do eletrodo e observacdo do
biorreconhecimento entre a lectina e o microrganismo por meio do indicador redox
ferro-ferricianeto de potassio. O sistema biossensivel desenvolvido apresenta a
capacidade de deteccdo de espécies de Candida em baixas concentracdes sendo
eficiente na identificacdo de espécies de Candida causadoras de candidemia, uma grave

infecgdo da corrente sanguinea.
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