(21) 8 020100124539 a2 [[|[IINNINNANIN

(22) Data do Depésito: 17/06/2019

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 29/12/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: DISPOSITIVO NANOSSENSOR PARA DETECGAO DE MICRORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO ATRAVES
DE PEPTIDEO ANTIMICROBIANO

(51) Int. Cl.: A61K 35/76; C12M 1/34.

(52) CPC: A61K 35/76; C12M 1/34.

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO; UNIAO BRASILEIRA DE EDUCAGAO CATOLICA;
UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO.

(72) Inventor(es): ALBERTO GALDINO DA SILVA JUNIOR; ISAAC AARON MORALES FRIAS; MARIA DANIELLY LIMA DE
OLIVEIRA; REGINALDO GONCALVES DE LIMA NETO; SANDRA REGINA DE SA; OCTAVIO LUIZ FRANCO; OSMAR
NASCIMENTO SILVA; CESAR AUGUSTO SOUZA DE ANDRADE.

(57) Resumo: DISPOSITIVO NANOSSENSOR PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO
ATRAVES DE PEPTIDEO ANTIMICROBIANO. A presente invencéo é resultado de uma metodologia simples e rapida para a
obtencdo de um dispositivo direcionado para a detecgéo sensivel de patégenos presentes em amostras liquidas. O método de
montagem da plataforma nanoestruturada compreende a formacdo de monocamadas automontadas de acido 4-
mercaptobenzéico (MBA) sobre o ouro do eletrodo, seguida de nanoparticulas Fe304@Au funcionalizadas com L-cisteina e do
peptideo antimicrobiano de origem marinha clavanina A (ClavA). Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, cuja natureza
eletronegativa é diferenciada de acordo com a composigao de suas paredes e membranas celulares, foram os analitos-alvo. Um
método de avaliagdo da montagem da plataforma biossensora é descrito. A técnica espectroscopia de impedancia eletroquimica
foi utilizada como método para avaliar a detec¢do dos microrganismos, o qual acarreta na mudanca da impedancia, sendo
especifica para cada espécie de microrganismo em determinada concentrag¢édo de unidades formadoras de coldnia. O processo
de montagem da plataforma nanossensora MBA_Fe304@Au-Cys_ClavA dura em média 15 minutos, apresentando os resultados
e diagnoéstico entre 1-5 minutos. Ademais, o sistema sensor desenvolvido apresenta um limite de detecgdo de 101 a 106 UFC.
mL-1.
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DISPOSITIVO NANOSSENSOR PARA DETECCAO DE
MICRORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO ATRAVES DE
PEPTIDEO ANTIMICROBIANO

Campo Técnico

01. A presente invencado dispde de aplicabilidade na area de
biossensores, mais precisamente no diagnoéstico clinico e
laboratorial de microrganismos causadores de infeccbes em
humanos e animais. Refere-se a identificagdo desses agentes
infectantes por meio da técnica eletroquimica. A invencao consiste
na imobilizacdo de um peptideo antimicrobiano (PAM) obtido a partir
dos hemdcitos do tunicado marinho Styela clava a superficie de
nanoparticulas metélicas depositadas a superficie de um substrato
metalico para a deteccdo de patdgenos em baixas concentracoes.
Particularmente, na invencdo proposta foi desenvolvido uma
plataforma biossensora nanoestruturada para a identificacdo rapida
e sensivel de microrganismos, como bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.

02. A nanotecnologia e seus materiais, associados a area da
biologia e saude tém se mostrado ferramentas promissoras quando
aplicados ao tratamento e diagnostico na medicina moderna,
apresentando-se como uma d&rea em constante crescimento.
Nanoparticulas metalicas como as de ferro (AgNPs), ouro (AuNPSs) e
magnetita (Fe3O4) exibem propriedades fisico-quimicas Unicas e
extremamente Uteis para a mais diversa gama de utilidades. Drug-
delivery e liberacdo controlada de medicamentos, terapia
fotodinamica e fototermal, uso como coadjuvantes na tomografia
computadorizada e imagem celular, bem como o emprego em

biossensores eletroquimicos sédo alguns exemplos mais classicos de
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aplicacdes dessas nanoparticulas. Nanoparticulas magnéticas como
a Fes3O4 apresentam caracteristicas, tamanho e estrutura relevantes
e com elevado potencial em aplicabilidades na é&rea de
biossensores. Sua sintese simples, elevada razéo superficie-volume
e possibilidade de modificacdo quimica e biolégica da superficie
permitem a sua funcionalizacdo, e consequentemente, maior
aplicabilidade e desenvolvimento de novos materiais (MOUT et al.,
2012).

03. A invengao proposta envolve a construcdo de uma
plataforma biossensora nanoestruturada para a deteccdo de
microrganismos patogénicos, fazendo uso da técnica eletroquimica
para avaliar a construgdo do nanossensor, bem como para o
diagnéstico de patdogenos com elevada sensibilidade e
especificidade. Evidenciamos, portanto, uma inovadora metodologia
de plataforma sensora a ser construida em superficies de ouro,

como de eletrodos e/ou chips miniaturizados.

Estado da Técnica

04. Infeccdes nosocomiais (IN), popularmente conhecidas
como infecgbes hospitalares permanecem sendo um problema de
salude publica atual e crescente. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) apresenta dados relevantes em relacdo ao impacto da IN no
mundo. Cerca de 4 milhdes de pessoas sdo acometidas por IN
anualmente na Europa, chegando a 1,7 milhdes apenas nos EUA
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). No Brasil, a IN constitui-
se como a quarta maior causa de mortalidade, o qual de 5-15% dos

pacientes hospitalizados e 25-35% de pacientes presentes na UTI
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adquirem IH (MACIEL; CANDIDO, 2010). Cerca de 75% da carga de
IN sdo presentes em paises em desenvolvimento, apontando,
portanto, uma primordialidade na atencédo sobre essas populacdes
(KHAN; AHMAD; MEHBOOB, 2015).

05. Ademais, a agua apresenta-se como material
indispensavel para a vida. A contaminacdo de agua por patdgenos
também permanece sendo um problema de saude publica,
principalmente na Africa e outros paises em desenvolvimento,
infectando milhdes de pessoas, além de animais domésticos e
animais do gado utilizados como alimento (FENWICK, 2006;
PRAVEEN et al., 2016). Doencas transmitidas pela agua (diarreia,
doencas gastrointestinais, cOlera, etc.) causadas por bactérias, virus,
helmintos e protozoarios tém sido a causa de surtos alarmantes. De
acordo com a OMS, cerca de 3,4 milhbes de pessoas, em sua
maioria criancas, morrem por doencas relacionadas a &gua

contaminada por microrganismos (PANDEY et al., 2014).

06. Os métodos de diagndstico presuntivo para deteccao de
microrganismos sao variados. As metodologias mais comumente
utilizadas envolvem o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (do
inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA), baseando-se
em reacdes antigeno-anticorpo detectaveis por reacdes enzimaticas
(VERMA; SAXENA; BABU, 2013); meios de cultura seletivos na
forma solida, semissolida e caldos, além de testes enziméticos por
indicadores quimicos (MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015).
A nivel molecular, a técnica da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), destaca-se entre as demais (GADSBY et al., 2015).

07. Entretanto, tais métodos supracitados frequentemente
exibem resultados falso-positivos (TERATO et al., 2014). Testes
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moleculares dispdem de problemas notaveis como alto custo de
equipamentos e reagentes, mao-de-obra especializada e pre-
tratamento de amostras (LOPEZ et al., 2009). Outro inconveniente é
ostentado por testes em meios de cultura, havendo a necessidade
de espera do crescimento do microrganismo ap0s semear em um
meio especifico, necessitando de 2 a 3 dias para resultados iniciais,
além de 7 a 10 dias para confirmar qual microrganismo afeta o
paciente (VELUSAMY et al., 2010). Percebe-se, portanto, a
necessidade urgente de abordagens inovadoras no desenvolvimento
de novos métodos de diagndéstico presuntivo de microrganismos
patogénicos que possua atributos como rapidez, sensibilidade,
facilidade de uso e baixo custo para promocédo da salde e aumento

na qualidade de vida.

08. A aplicacao de biossensores com abordagem na deteccgao
de analitos de interesse clinico € um mercado em crescimento
continuo. Da Ultima década até a atual, o mercado mundial de
sensores apresentou dados promissores, o qual um estudo aponta
seu crescimento de € 119,4 bilhdes em 2006 para € 184,1 bilhdes
em 2016 (SCOGNAMIGLIO et al.,, 2016). Tais dispositivos sao
constituidos basicamente por um elemento sensor biologico ativo
(como peptideos, anticorpos, enzimas, fragmentos de DNA, etc.)
cujo atributo essencial € o de especificidade ao analito; e um
transdutor fisico-quimico responsavel por converter a deteccéo
bioquimica em um sinal elétrico detectavel (AHN et al., 2011,

GRIESHABER et al., 2008; LUZ; IOST; CRESPILHO, 2013).

09. Transdutores eletroquimicos permanecem sendo um dos
principais utilizados na construcdo de biossensores, haja vista sua

excelente condutividade, estabilidade, baixo custo, além de
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possibilidade de uso em dispositivos miniaturizados portateis.
Técnicas eletroquimicas como a voltametria ciclica (VC) e
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) reunidas com
plataformas biossensoras nanoestruturadas em eletrodos tém se
revelado ferramentas relevantes para o estudo de superficies e
interfaces, empregando-as na avaliacdo da deteccdo de analitos de
interesse clinico, como microrganismos causadores de doencas
(ANDRADE et al., 2015; OSIPOVICH et al., 2016).

10. Diante do problema da resisténcia a antimicrobianos, os
peptideos antimicrobianos (PAM) surgiram como alternativa
inovadora ao implementa-los como novos agentes antibidticos contra
microrganismos resistentes a medicamentos convencionais. Sua
notavel seletividade e interacdo a células microbianas permitiu que
sua aplicabilidade rompesse seu principal atributo de atividade
antimicrobiana, para poder ser explorado no desenvolvimento de
biossensores (LI et al., 2014; PETERS; SHIRTLIFF; JABRA-RIZK,
2010).

11. Visando a elaboracdo de metodologias efetivas na
deteccdo de microrganismos promovendo a prevencao de doencas
graves, alguns estudos foram realizados. A patente W02018102350
se refere a construcdo de um sensor bacteriano constituido de
nanoparticulas de 6xido de ferro funcionalizadas com bacterioéfagos.
Tal sensor compreende inicialmente o recobrimento de eletrodo com
nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (MWCNT) e outro tipo
de bacteriofagos, seguido da insercdo das nanoparticulas
modificadas na amostra em eppendorf para ligacdo ao analito e por
fim aplica-se o eletrodo para conjugacao final. Foram avaliadas a
detecgéo de Escherichia coli e Listeria monocytogenes.
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12. Além do supracitado, a patente US20120156688A1 relata
0 uso do peptideo antimicrobiano magainina 1 modificado com um
residuo de cisteina imobilizado em um arranjo de eletrodo
interdigitado para deteccdo de microrganismos como E. coli
0157:H7, S. typhimurium, E. coli ATCC 35218, e L. monocytogenes.
A patente US20050059105A1 também envolveu o uso de eletrodos
interdigitados o qual teve sua superficie recoberta por anticorpos
especificos para determinados microrganismos. Ja a patente
CN204203160U descreve o0 desenvolvimento de um sensor
eletroquimico para deteccéo de E. coli com uma estrutura composta
por nanotubos de carbono com azul da Pradssia, uma camada de
compasito de nanoparticulas de ouro e o anticorpo HRP para se ligar
ao analito em questdo, em método sanduiche. Havendo a ligacédo do
microrganismo e do anticorpo, uma resposta eletroquimica €

apresentada.

13. Ademais, pode-se citar as patentes W0O2014159904A1 e
US20070231833A1, que propdem meétodos de deteccdo de
microrganismos utilizando um peptideo antimicrobiano modificado
por porfirinas e o peptideo antimicrobiano modificado por anticorpos,
respectivamente, ambos utilizando espectroscopia de fluorescéncia

para detectar o evento de interacao entre elemento sensor e analito.

14. Verifica-se, portanto, que a presente invencado se
diferencia das anteriormente citadas pelo fato de ser a Unica que
combina monocamadas automontadas de organosulfurados,
nanoparticulas magnéticas de FesOs@Au em estrutura core-shell
(nucleo-casca) e peptideo antimicrobiano marinho Clavanina A
(ClavA) para deteccéao e diferenciagéo de bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas por meio da técnica eletroquimica.
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15. Algumas caracteristicas podem ser apontadas como
semelhantes quando as patentes previamente citadas se comparam
com a invengéo proposta. Entretanto, diferengas cruciais podem ser

observadas entre os exemplos utilizados, como pode ser visualizado

na Tabela 1.

16. Tabela 1 — Tabela comparativa entre caracteristicas dos

componentes das patentes citadas e da invencéo proposta:

Monocamadas

7/26

Nanoparticulas

Peptideo

Automontadas de . o ) Anticorpos
metalicas Antimicrobiano
Organosulfurados
. Sim Sim
Invencéo Proposta Sim ) N&o
(Fes0,@Au) (Clavanina A)
Sim
W02018102350 Néo Nao Néo
(Fezoa)
Sim
US20120156688A1 Nao Néo o Nao
(Magainina 1)
US20050059105A1 Nao Nao Nao Sim
Sim .
CN204203160U Néo Nao Sim
(AuNPSs)
Sim
(Indolicidina,
Cecropina-
WO02014159904A1 Néao Né&o » Nao
Melitina,
Bactenecina,
Polimixina E)
Sim
(Cy5CP1_c,
Cy5PGQ_c,
Cy5CTA _c,
US20070231833A1 Néo Nao Cy5CA_c, Sim
Cy5CPF-3_c,
Cy5ser5P1_c,
Cy5SMAP_c,
Cy5PL_c)
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Problemas do estado da técnica

17. Os métodos tradicionais de diagndstico presuntivo de
microrganismos (ELISA, meios de cultura seletivos na forma sdlida,
semissolida e caldos, além de testes enzimaticos por indicadores
quimicos e PCR) frequentemente exibem resultados falso-positivos.
Testes moleculares exibem alto custo de equipamentos e reagentes,
mao-de-obra especializada e necessidade de pré-tratamento de
amostras. Em meios de cultura hd necessidade de espera do
crescimento do microrganismo apds semear em um meio especifico,
aproximadamente 2 a 3 dias para resultados iniciais, além de 7 a 10

dias para confirmar qual microrganismo afeta o paciente.

Objetivo da invencao

18. A presente invengdo tem como objetivo apresentar um
novo dispositivo biossensor nanoestruturado com monocamadas
automontadas do acido 4-mercaptobenzoico e nanoparticulas de
FesOs@Au no formato core-shell associadas ao peptideo

antimicrobiano marinho clavanina A.

19. A invengcdo aqui proposta objetiva a aplicacdo do
biossensor desenvolvido para deteccdo de microrganismos de
interesse clinico em pequenas quantidades de amostras liquidas (4
pL), de maneira rapida (3 minutos) e sensivel, possuindo um limite
de deteccéo de 10! a 106 UFC.mL™.

20. Ademais, a invencdo em questdo determina a
possibilidade de miniaturizacéo e portabilidade do dispositivo, devido

a sua associacdo a técnica eletroquimica de andlise, destacando
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também a ndo necessidade de utilizacdo de marcadores uma vez
que a técnica aponta alteracbes nas propriedades elétricas de
superficie (como capacitancia e resisténcia a transferéncia de
carga), culminando em uma resposta especifica (0 aumento da
impedancia da corrente) o qual definirhA a presenca de um
microrganismo em determinada concentragdo de unidades

formadoras de col6nia (UFC).

Solucao do Problema

21. A invengao proposta dispbe, como ato inventivo,
destacado na reinvindicagdo 1, a obtengdo de um sistema
biossensor  nanoestruturado composto  por monocamadas
automontadas de acido 4-mercaptobenzdico, nanoparticulas de
FesOs@Au em formato core-shell e peptideo antimicrobiano
Clavanina A para um diagnéstico rapido e sensivel de
microrganismos como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
de interesse clinico. Tal ato destaca o biodispositivo sensor
apresentado como inovador com diversas vantagens em
comparacdo com o0s métodos tradicionais de deteccdo de
microrganismos patogénicos, mostrando-se como uma abordagem
inovadora e econbmica, tanto relacionado ao tempo de obtencéo de

resultados, quanto de custo.

Vantagens

22. A invencdo proposta apresenta uma plataforma

biossensora de composi¢cdo Unica e inovadora, cuja elevada
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sensibilidade se da pelos componentes estruturais da mesma. Tal
plataforma fornece um ambiente ideal para a interacdo de
microrganismos em amostras liquidas, o qual seu elemento sensor,
0 peptideo antimicrobiano marinho Clavanina A é altamente seletivo

a disposicao de células microbianas.

23. A modificacdo de superficie de determinados eletrodos
com superficie de ouro para biossensores eletroquimicos exibe a
habilidade de deteccéo especifica de um certo analito presente em
uma amostra. Tal acdo influencia diretamente as propriedades fisico-
qguimicas da superficie do biossensor em questao, habilitando-o para
ocorrerem interacdes especificas e blogueando ligacdes nao-
especificas.

24. Diversos beneficios sdo obtidos relacionados ao uso de
monocamadas automontadas (MAM): longa duracdo de fixacdo nas
mais variadas superficies, estabilidade, controle molecular, além da
simples e rapida sintese, tornou tal abordagem uma ferramenta
valiosa na aplicacdo e modificacdo de superficies como as de um
eletrodo de trabalho usado na confeccdo de uma plataforma
biossensora nanoestruturada. A estrutura da biomolécula a ser
utilizada para a construgcdo da MAM estabelecera a espessura da
monocamada, além de sua orientacdo e organizacdo em
determinada superficie. A biomolécula de escolha, o acido 4-
mercaptobenzéico (MBA) forma uma monocamada automontada em
toda superficie do ouro do eletrodo de trabalho devido ao grupo tiol
(-SH) presente em sua estrutura. Organosulfurados como o MBA,
portanto, se ligardo ao ouro por quimissorcdo espontanea,
resultando na perda do hidrogénio do grupo tiol como hidrogénio

molecular (Hz). Tal ato culminard em uma ligagdo S-Au (enxofre-
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ouro) forte, covalente e favorecida termodinamicamente. Ademais, 0
anel aromatico presente na estrutura do AMB desencadeia uma
transferéncia de elétrons mais eficiente e estavel que ocorrera entre
a solucdo eletrolitica adjacente composta pelo par redox K4
[Fe(CN)e]*/K3 [Fe(CN)e]*", resultando, portanto, em uma resposta

eletroquimica mais estavel.

25. Nanoparticulas metalicas, sobretudo as magnéticas como
a Fes3Os4 tém sido reportadas como substratos promissores na
imobilizacdo de moléculas. Sua conformacdo nanoestruturada e
caracteristicas fisico-quimicas Unicas sdo de grande interesse na
area biomédica. Tal veiculo apresenta uma superficie com
nanoambiente favoravel para recobrimento com biomoléculas, além
de ser um excelente condutor de transferéncia de elétrons entre o
eletrodo e solucdo eletrolitica e, portanto, qualifica-se como
elemento promissor para aplicagdes em biossensores. Ademais, a
modificacdo da superficie dessas nanoparticulas com o ouro,
formando uma estrutura do tipo core-shell (resultando na
nanoparticula FesOs@Au) as aplicabilidades dessa nova
nanoparticula crescem consideravelmente, aumentando as
possibilidades de ligacdo de diferentes grupos quimicos como
carboxila e amina, presente nas mais variadas estruturas bioldgicas.
FesOs@Au dispdem de excelente estabilidade, além de elevada
razdo superficie-volume e biocompatibilidade na presenca do ouro,
resultando em elevada sensibilidade em dispositivos biossensores.

26. Inicialmente utilizados como solug¢do inovadora no
combate a resisténcia a antimicrobianos, o0s peptideos
antimicrobianos apresentam, em sua maioria, uma estrutura a-hélice

anfipatica catidnica que se dobram em uma estrutura anfipatica
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guando h& contato com uma barreira lipidica de uma célula alvo.
Dentre eles, a Clavanina A (ClavA) se destaca como um peptideo
antimicrobiano de estrutura rica de residuos de glicina, histidina e
fenilalanina (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NHz2). ClavA
apresenta uma superficie positivamente carregada que interage de
maneira distinta com as diferentes camadas fosfolipidicas presente
em microrganismos. Bactérias Gram-positivas exibem uma camada
espessa de peptidoglicano, que resulta em uma camada superficial
mais positiva em relacédo as bactérias Gram-negativas, que ostentam
uma camada fina e interna de peptidoglicano, expressando uma
superficie carregada eletronegativamente. Tal caracteristica de
diferenca de carga superficial dos microrganismos permite sua
diferenciacdo tanto a nivel de espécie quanto a nivel de
concentracdo a partir da resposta eletroquimica obtida pela sua

interacdo com o sistema proposto com o elemento sensor ClavA.

27. O sistema sensor nanoestruturado da invencdo determina
respostas sensiveis frente as diferentes concentracbes das
diferentes espécies de microrganismos, como as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, com um limite de deteccéo que varia de
10! a 10%° UFC.mL, além de ostentar facil preparo e manuseio,

permitindo seu uso em laboratérios clinicos e centros de pesquisa.

Descricdo da Invencdo

28. Antes da construcdo do biossensor, houve a sintese das
nanoparticulas de FesOs@Au modificadas por cisteina, um

coadjuvante essencial na invencgdo proposta.
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29. Inicialmente, as Fes3Os4 foram sintetizadas através do
meétodo de co-precipitacdo do cloreto férrico (FeCl2.4H20) e cloreto
ferroso (FeCl3.6H20). Resumidamente, FeCl2.4H20 (0.1 M) e
FeCl3.6H20 (0.2 M) s&o adicionados a uma solugdo de NaOH
(concentracdo entre 10-25 M) em 60 mL de agua sob agitacao
magnética entre 50-60 °C. Seguiu-se entdo com a adi¢do de 10 mL
de NaBH4 (concentracdo entre 1-6 M), gota a gota, a solucao
previamente preparada, mantendo-a ainda em agitacdo constante
entre 1-3 horas. Nota-se a obtencdo de uma solucdo enegrecida.
Posteriormente, as nanoparticulas de FesOs sintetizadas séo
separadas por campo magnético e lavadas trés vezes com agua

deionizada ultrapura.

30. Para a obtencdo das nanoparticulas FesOs@Au core-
shell, as Fes3Os previamente sintetizadas passam pelo seguinte
processo de reducdo gradual do cloreto de ouro (lll) trihidratado
(HAuCI3.3H20) por NaBH4 na solucdo de FesOs: sumariamente, 300
mL de agua deionizada e HAuCl3.3H20 (concentracdo entre 1-5 pM)
é adicionada em um baldo de fundo redondo de 500 mL.
Consecutivamente, as nanoparticulas Fesz0s4 preparadas sao
adicionadas a solucao anterior, sendo mantida sob agitacédo vigorosa
entre 80-90 °C. Segue-se entdo a adicdo de NaBH4 (concentracao
entre 0.1-0.6 mM) gota a gota a solucdo presente no baldo em
agitacdo. E visualizado uma mudanca gradual da cor da solugéo,
que muda de enegrecido para amarronzado. A reacdo € mantida em
agitacdo e aquecida entre 1-3 horas, e por fim, resfriada em
temperatura ambiente. Finaliza-se entdo com a decantacdo sob
campo magnético das nanoparticulas FeszOs@Au nucleo-casca
(core-shell) sintetizadas, sendo em seguida lavadas trés vezes com

agua deionizada ultrapura e seco em estufa.
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31. A obtengcdo da nanoparticula modificada por cisteina
(FesOs@Au-Cys) a ser utilizada na plataforma biossensora
nanoestruturada da presente invencdo é obtida por: FesOs@Au
previamente sintetizadas sdo colocadas em um baldo de fundo
redondo de 100 mL com 25 mL de L-cisteina (concentracdo entre 1-
10 M), sendo mantida sob agitacdo constante overnight. As
nanoparticulas FeszO4s@Au-Cys obtidas passam por banho
ultrassénico entre 1-3 horas, sao lavadas trés vezes com agua
deionizada ultrapura sob campo magnético para remover a cisteina
ndo ligada as nanoparticulas, para posteriormente serem

ressuspendidas em 4gua ultrapura e estocadaa 5 °C + 2 °C.

32. 0] peptideo antimicrobiano ClavA
(VFQFLGKIHHVGNFVHGFSHVF-NH2) é diluido entre 50-150mM
em uma solucdo composta de agua ultrapura/etanol absoluto
(60/40).

33. A construcdo do biossensor proposto segue o seguinte

processo.

34. Um eletrodo de trabalho com superficie de ouro (¢ = 2
mm) foi utilizado para construgdo da plataforma nanossensora. O
eletrodo de trabalho foi suavemente polido com lixa, seguida de
imersdo em HCIO durante 2 minutos, tendo por fim sua superficie
lavada com agua deionizada ultrapura. ApGs o processo de limpeza
de superficie de ouro do eletrodo, 0 mesmo passou por varredura
por voltametria ciclica (VC) entre -0.2 e 0.7 V em 10 mM [Fe(CN)g]*/
[Fe(CN)s]* com tampédo fosfato (pH 7.4) até um voltamograma
caracteristico de eletrodo de ouro limpo ser obtido. Posteriormente, o
eletrodo teve sua superficie modificada pela solucdo de acido 4-
mercaptobenzadico (concentracdo entre 1-15mM) em etanol absoluto.
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O eletrodo é seco a temperatura ambiente, para obtencdo de
monocamadas automontadas de MBA na superficie de ouro do
eletrodo. Em seguida, os grupos carboxilicos livres presentes na
estrutura do MBA foram ativados utilizando uma solucdo dos
agentes acopladores  N-etil-3-[3-dimetilaminopropillcarbodiimida
(EDC) e N-hidroxisuccinimida (0.4 M EDC - 0.1 M NHS, 1:1, v/v)
durante o tempo de 3 minutos. Subsequentemente, as
nanoparticulas FesOs@Au-Cys dispersas em agua ultrapura foram
aplicadas a superficie das monocamadas automontadas de MBA
presente no eletrodo de trabalho. Seguiu-se entdo com uma
segunda imerséo no EDC:NHS para a ativagdo dos grupos amina
presentes na estrutura da cisteina ligada a superficie das
FesOs@Au. Finalmente, entre 50-150uM do peptideo antimicrobiano
ClavA foi adsorvido no eletrodo de ouro modificado, resultando na

obtencao do sistema biossensor MBA_ Fez04@Au-Cys_ClavA.

35. Foram avaliadas diferentes espécies de bactérias, dentre
elas, as bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus aureus (ATCC 25923); e as bactérias
Gram-negativas Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Escherichia coli (ATCC
25922). As mesmas foram semeadas em agar Mueller-Hinton
durante 24 horas a 37 °C. Seguida ao seu crescimento, cada
bactéria foi colhida e disposta em solugdo salina esterilizada (0,9%).
Posteriormente, as bactérias foram separadas em diferentes
concentracfes de unidades formadoras de colénia (UFC), mais
precisamente 10! a 108 UFC.mL™L. Tal processo foi realizado através
da espectroscopia UV-Vis com densidade oOptica em 60nm e
ajustado para 0.50. 4uL da suspensado bacteriana em determinada

concentracdo (10! a 10°® UFC.mL™?) foi adsorvida na superficie da
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plataforma biossensora nanoestruturada, para posterior analise dos

espectros de impedancia obtidos a partir dos diagramas de Nyquist.

36. A caracterizacdo de montagem da plataforma
biossensora, bem como caracterizacdo do evento de interacdo da
mesma com o0s analitos alvo, foi realizada por meio da técnica
eletroquimica. As analises voltamétricas (utilizadas apenas na
avaliagdo de montagem do biossensor) e as analises impedimétricas
foram executadas por meio de um potenciostato/galvanostato
PGSTAT 128N (Ecochemie, Netherlands), tendo como interface
computacional o software NOVA 1.8. Os ensaios de voltametria
ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)
foram efetuadas em uma célula eletroquimica contendo trés
eletrodos, o qual foram imersos em uma solucdo de [Fe(CN)s]>/
[Fe(CN)e]* (1L0mM) em 20 mL de tampéo fosfato (pH 7.4), tendo o
papel de sonda redox. O eletrodo de trabalho (ET) com superficie de
ouro (¢ = 2 mm) foi o instrumento o qual a plataforma biossensora
nanoestruturada composta por monocamadas automontadas de
MBA, nanoparticulas de Fes3Os@Au-Cys core-shell e peptideo
antimicrobiano ClavA foi construida. Eletrodo de fio de platina foi
implementado como contra-eletrodo (CE). Ag/AgCI (com KCI 3M) foi
utilizado como eletrodo de referéncia (ER). As medidas voltamétricas
foram realizadas em potencial de -0,2 a 0,7 com uma taxa de
varredura de 50 mV.s?. Ademais, andlises impedimétricas foram
executadas na frequéncia de 100 mHz a 100 kHz com amplitude e
onda senoidal variando entre 1-15 mV. Todas as medidas

eletroquimicas foram conduzidas dentro de uma gaiola de Faraday.

Listagem e Descricdo de Figuras

Petica0 870190055891, de 17/06/2019, pag. 34/57



17/26

37. A invencdo proposta serd descrita mais detalhadamente

por meio de figuras.

38. Na figura 1 temos uma representacao da configuracédo de
um sistema de 3 eletrodos utilizado para a obtencdo dos resultados
eletroquimicos da presente invencdo. Tal sistema encontra-se no
lado interno de uma gaiola de Faraday. Os trés eletrodos utilizados
foram o eletrodo de trabalho (1), local onde foi realizada a montagem
da plataforma biossensora nanoestruturada, deixando-o apto para o
processo de interacdo com o analito de interesse; o eletrodo de
referéncia (2) foi utilizado para a obtencdo de um potencial estavel e
reprodutivel, cujo potencial de (1) sera medido contra ele; e o contra-
eletrodo (3) forneceu uma corrente através da célula eletroquimica
(4), composta de um material inerte, local este onde sera inserida a
solucéo eletrolitica (5) de [Fe(CN)e]*/ [Fe(CN)e]* agindo como um
par redox. 1, 2 e 3 sédo conectados em cabos ligados a um
potenciostato/galvanostato (6), local onde os dados eletroquimicos
obtidos serdo processados para posteriormente serem analisados
por um sistema de obtencdo de dados (7) interfaceado a um
software especifico para estudos eletroquimicos, como 0s que

ocorrem na elaboracdo de biossensores.

39. Na figura 2 observa-se uma representacdo esquematica

do processo de montagem da plataforma biossensora proposta.

40. A figura 2 (a) representa a formacdo da monocamada
automontada de MBA (8) sobre a superficie de ouro (9) do eletrodo
(1), formacao essa favorecida pelo grupo tiol presente na estrutura
de (8) levando a uma forte ligagdo Au-S, formando uma composigao
eletroquimicamente estavel em (9) para promoc¢éo da transferéncia

de elétrons entre a solucéo (5) com o eletrodo (1).
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41. Na figura 2 (b) encontra-se a interacdo das nanoparticulas
core-shell FesOs@Au-Cys (10) com a monocamada de (8),
favorecida pela presenca do aminoé&cido cisteina (11) inserida a
superficie de ouro da estrutura das nanoparticulas (10). A interacao
de (11) com (8) e deu pela ligacdo do grupo carboxilico de (8) livre

com 0 grupo amina presente na estrutura da (11).

42. Na figura 2 (c) temos a representacdo da interacdo do
peptideo antimicrobiano marinho ClavA (12) com o0 o0s demais
componentes da plataforma nanossensora. Sua ligacdo ao
aminoéacido (11) conectado a estrutura da nanoparticula (10) se da
pela interacdo de grupamentos amina presentes na estrutura do
peptideo (12) com os grupos carboxilicos livres de (11). O peptideo
(12) muda de conformacé&o estrutural ao entrar em contato com as
membranas das células bacterianas alvo (13), partindo de uma
orientacdo sem estrutura definida para uma conformagado a-hélice
anfipatica, que facilita sua insercdo as membranas de (13). Tal
processo de insercao peptideo-membrana, associado as interacdes
entre a cationicidade presente na estrutura do peptideo (12) com as
diferentes cargas presentes na superficie das células alvo (13),
conduzira a uma resposta eletroquimica especifica e definida
interespécies. A presenca do analito alvo (13) influencia o campo
elétrico, bem como a dupla camada elétrica formada na interface
entre a plataforma biossensora da invencéo proposta com a solugao
eletrolitica adjacente, induzindo a uma mudanca na impedancia do

sistema.

43. Na figura 3 temos a estrutura tridimensional do peptideo
antimicrobiano marinho ClavA (12), de estrutura rica em residuos de
glicina, histidina, fenilalanina (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-
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NHz), componente essencial da invengéo proposta, o qual conduzira
0 processo de interacdo com as diferentes espécies de
microrganismos alvo (13). A estrutura foi obtida na Protein Data
Bank, com o PDB ID de niumero 6C41.

44. A figura 4 descreve a analise por voltametria ciclica (VC)
referente ao processo de montagem da plataforma biossensora
nanoestruturada proposta. Observa-se um voltamograma ciclico
reversivel com picos catodicos e anddicos bem definidos.
Inicialmente, em preto temos uma curva caracteristica (14) para o
eletrodo de trabalho (1) com superficie de ouro (9) limpo. Em
vermelho (15) obteve-se uma diminuicdo nas correntes de pico apos
a aplicacdo do MBA, resultando na formacdo da monocamada (8).
Em seguida, a ligacdo das nanoparticulas (10) é confirmada apés
sua aplicacdo a (8) pela obtencdo do voltamograma em cor azul,
com fechamento de picos mais acentuado (16). Finaliza-se, portanto,
a avaliacdo da plataforma proposta atraveés da voltametria ciclica
com o voltamograma em verde (17), o qual se refere a ligacdo do

peptideo (12) com as nanoparticulas (10).

45. Na figura 5 temos os resultados da montagem da
plataforma biossensora nanoestruturada através da analise por
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE), baseado,
principalmente, na medida da resisténcia a transferéncia de carga
(Ret) que ocorre na interface entre eletrodo (1) com superficie de
ouro (9) e a solucdo eletrolitica (5). E importante destacar que a
insercdo de uma camada bloqueadora na superficie de (9), resulta
na mudanga do R, levando, portanto, a alteragdes no tamanho e
intensidade do semicirculo de Cole-Cole caracteristico da analise
por EIE. Em preto (18) temos 0 espectro relativo ao eletrodo limpo,
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exibindo um Rct = 83,9 Q. Em contrapartida, o Rct = 389 Q obtido
pela monocamada de (8) demonstrada pelo espectro em vermelho
(19) € maior que de seu antecessor, confirmando a formacdo da
monocamada automontada. Em seguida observa-se o espectro em
azul (20) referente a insercdo das nanoparticulas (10) ao sistema
sensor, expondo uma resposta impedimétrica maior, com Rct = 581
Q. Finaliza-se a andlise da plataforma biossensora por EIE com o
espectro em verde (21) relacionado a ligacdo do peptideo
antimicrobiano (12) com as nanoparticulas (10), apresentando a

maior resposta impedimétrica do sistema, com Rct =840 Q .

46. As andlises por VC e EIE forneceram, portanto, dados que
apontam evidéncias da construcdo da plataforma nanoestruturada,
dando a invencdo proposta, a aptiddo para continuidade com os
estudos de interagcdo com os analitos-alvo (13), caracterizados pelas
bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923); e as bactérias Gram-
negativas Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Escherichia coli
(ATCC 25922).

47. O estudo da deteccdo dos analitos-alvo através da
invencdo proposta - plataforma biossensora nanoestruturada
MBA_Fe3O4@Au-Cys_ClavA - foi realizado utilizando a EIE como
técnica eletroquimica padrdo. 4uL da suspensdo bacteriana em
determinada concentragdo (10! a 10® UFC.mL™) foi adsorvida na
superficie da plataforma biossensora proposta durante 4 minutos,
para posterior analise dos espectros de impedancia obtidos a partir
dos diagramas de Nyquist, como demonstrado nas figuras 6 e 7,

relacionadas a deteccdo das bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas, respectivamente. Destacando que ap0s o processo de
adsorcao do microrganismo no biossensor, ha a sucessiva aplicacao
de uma corrente, o qual é medida a impedancia da mesma, cujo
aumento e variagcao dessa impedancia determina a concentragdo em
gue se encontra o analito, além de sua intensidade determinar a

espécie em questao.

48. A figura 6 demonstra os espectros de impedancia relativos
a deteccdo da plataforma biossensora frente bactérias Gram-
positivas. Na figura 6 (a), (b) e (c) € revelado os resultados
impedimétricos referentes a deteccdo do Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
respectivamente. Resumidamente, observa-se um aumento
sequencial no diametro do semicirculo conforme a concentracdo do
microrganismo em questdo aumenta. Como pode se observar na
figura 6 (d), estdo correlacionados as cores dos espectros de
impedéancia com seus respectivos semicirculos das bactérias Gram-
positivas com a concentracdo detectada, como segue: espectro
preto (22) apontando a concentracdo de 10 UFC.mL; espectro
vermelho (23) para 10> UFC.mL; espectro azul (24) para 103
UFC.mL; espectro verde (25) para 10* UFC.mL; espectro rosa (26)
para 10° UFC.mL e espectro amarelo (27) condizendo com 106
UFC.mL. O perfil de resposta elétrica obtido pelo biossensor ap6s a
interagcdo com 0s microrganismos, foi, da menor para a maior: B.
subtilis < S. aureus < S. aureus (ATCC 25923).

49. A figura 7 define os espectros de impedancia relativos a
deteccdo da plataforma biossensora frente bactérias Gram-
negativas. A figura 7 (a), (b), (c), (d) e (e) referem-se aos resultados
impedimétricos referentes a deteccdo da Klebsiella pneumoniae,
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Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
e Escherichia coli (ATCC 25922), respectivamente. Aqui também,
como esperado, também foi visualizado um aumento sequencial no
didmetro do semicirculo conforme o aumento da concentracdo do
microrganismo em teste. Similarmente ao modelo adotado na figura
6, na figura 7 (f) temos uma correlacdo das cores dos espectros de
impedéancia com seus respectivos semicirculos das bactérias Gram-
negativas com a concentragcdo detectada: espectro preto (28)
apontando a concentracdo de 10* UFC.mL; espectro vermelho (29)
para 102 UFC.mL™; espectro azul (30) para 103 UFC.mL"!; espectro
verde (31) para 10* UFC.mL; espectro rosa (32) para 10° UFC.mL e
espectro amarelo (33) correlacionado a 108 UFC.mL. O padrdo de
resposta elétrica obtido pelo biossensor apds a interagdo com 0s
microrganismos, foi, da menor para a maior: A. baumannii < E. coli

(ATCC 25922) < P. aeruginosa < E. coli < K. pneumoniae.

50. Os resultados obtidos representados pelas figuras 6 e 7,
determinam, portanto, a capacidade de diferenciacdo interespécies
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas do biossensor
através do peptideo antimicrobiano ClavA (12), o elemento sensor,
apontando uma propriedade qualitativa e quantitativa da invencao
proposta. Em adicdo, detectou sensivelmente as diferentes
concentracfes de unidades formadoras de colonia de cada bactéria.
Todas as trés bactérias Gram-positivas apresentaram uma resposta
eletroquimica menor que as cinco bactérias Gram-negativas,
exibindo um padrdo de resposta impedimétrica Unico para cada
analito-alvo. Tal diferenciacdo se deu pelas -caracteristicas
estruturais do peptideo catidbnico Clavanina A e de cada
microrganismo, determinando, além do seu padrdo de insercdo em

cada tipo de membrana bacteriana, uma resposta elétrica
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correlacionada a carga relativa de superficie de cada espécie de
microrganismo. Gram-positivas apresentam uma reduzida carga
negativa de superficie devido a cationicidade atribuida a camada
espessa de peptidoglicano presente em sua estrutura, em
comparacao com a camada fina e interna do mesmo polimero. Desta
forma, sdo atribuidas as Gram-positivas uma menor resisténcia a

transferéncia de carga (Rct).

51. Na figura 8 observa-se o circuito equivalente de Randles,
utilizado para a obtencdo dos valores de impedéancia da plataforma
biossensora, bem como os da detec¢cdo dos microrganismos pelo
biossensor proposto. Tal circuito € composto pela resisténcia 6hmica
(Ra) da solucao eletrolitica (34), elemento de fase constante (CPE)
(35), resisténcia a transferéncia de carga (Rct) (36) e a impedancia
de Warburg (W) (37). Dele foram extraidos os valores de cada

elemento do circuito, para a composi¢cao da tabela 2.

52. A figura 9 apresenta os valores dos elementos do circuito
equivalente de Randles dos resultados de impedancia do processo
de biodeteccdo das bactérias pelo sistema sensor nanoestruturado
MBA_ Fe30s@Au-Cys_ClavA. A figura 9 (a) refere-se aos valores
apresentados bactérias Gram-positivas e a figura 9 (b) descreve os

valores das bactérias Gram-negativas.
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REIVINDICACOES

1) Dispositivo nanossensor configurado para a deteccao de
microrganismos, caracterizado por possuir:

a) substrato com superficie metalica;

b) monocamadas automontadas de acido 4-mercaptobenzéico
(MBA);

c) aplicacao dos agentes acopladores EDC:NHS;

d) nanoparticulas Fe304s@Au do tipo core-shell com a superficie
modificada pela L-cisteina;

e) peptideo antimicrobiano Clavanina A.

2) Dispositivo nanossensor, conforme Reivindicacao 1, caracterizado
por ter eletrodos conectados a um potenciostato e circuito para medida
da impedancia.

3) Dispositivo nanossensor, conforme Reivindicacoes 1 e 2,
caracterizado por ter sistema preferivel com 3 eletrodos inseridos em
uma gaiola de Faraday.

4) Dispositivo nanossensor, conforme Reivindicacao 3, caracterizado
pelos 3 eletrodos serem um eletrodo de trabalho, um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl e um contra-eletrodo.

5) Método para obtencao do dispositivo nanossensor da Reivindicacao 1,
caracterizado por:

a) formacao de monocamadas automontadas de acido 4-
mercaptobenzodico (MBA), compreendendo a adsorcao de MBA
(concentracao entre 1-15mM) preparado em etanol absoluto, com
posterior lavagem com agua deionizada ultrapura para remocao de
moléculas nao ligadas;

b) funcionalizacao de nanoparticulas Fe3:04@Au casca-nlcleo

(core-shell) por L-cisteina.
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6) Método para caracterizacao de montagem do dispositivo nanossensor
da Reivindicacao 1, caracterizado por possuir as etapas:

a) imersao dos eletrodos em uma solucao de 10mM de [Fe(CN)s]*/
[Fe(CN)e]* com tampao fosfato (pH 7,4);

b) aplicacao das técnicas eletroquimicas voltametria ciclica
(realizada com varredura entre -0,2 e 0,7V) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica nas frequéncias de 100mHz a 100kHz com
amplitude e onda senoidal variando entre 1-15mV.

7) Método de procedimento apos preparo do dispositivo nanossensor da
Reivindicacao 1, caracterizado por possuir as etapas:

a) insercao do dispositivo com plataforma biossensora
nanoestruturada em um liquido com suspeita de conter microrganismos,
ou aplicacao do liquido sobre a superficie do eletrodo de trabalho com a
plataforma biossensora nanoestruturada montada;

b) tempo de adsorcao de 1-20 minutos;

c) lavagem da superficie do biossensor para remocao do analito
nao ligado.

8) Método para deteccao eletroquimica de microrganismos pelo
dispositivo nanossensor da Reivindicacao 1, caracterizado por:

a) adsorcao da amostra liquida suspeita a plataforma biossensora
nanoestruturada MBA_Fe304@Au-Cys_ClavA montada na superficie de
ouro do eletrodo, de acordo com a Reivindicacao 7;

b) insercao do eletrodo a célula eletroquimica contendo solucao
eletrolitica;

c) submissao do biossensor a analise por espectroscopia de
impedancia eletroquimica, executando a analise pelos seguintes
parametros: frequéncia de 100mHz a 100kHz com amplitude e onda
senoidal variando entre 5-15mV;

d) determinacao das variacoes dos espectros de impedancia

obtidas pelo biossensor apos interacao com amostra suspeita, medindo a
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condutividade elétrica do sistema sensor, aplicando um circuito
eletronico (circuito equivalente de Randles) para indicar a presenca ou
auséncia dos analitos-alvo na amostra suspeita;

e) avaliacao dos diagramas de Nyquist obtidos apos analise
impedimétrica, verificando a intensidade dos espectros de impedancia,
bem como o diametro do semicirculo alcancado, averiguando a
resisténcia a transferéncia de carga relativa ao analito presente na
amostra liquida suspeita.

9) Uso do dispositivo nanossensor da Reivindicacao 1, caracterizado
pelos analitos-alvo serem microrganismos, compreendendo bactérias,
fungos, virus, protozoarios e helmintos.

10) Uso do dispositivo nanossensor da Reivindicacao 1, caracterizado
por ocorrer em diferentes tipos de substratos como éxido de indio
dopado com estanho (ITO), ouro, prata, platina, pasta de carbono, etc,

sob fins de aplicacao no desenvolvimento de biossensores.
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a) b)
Concentracdo R Q Concentracdo R Q
(UFCmLY) k@) @iy " Re W (UFCmL?) (k@) @iy " Re W
Bacillus subtilis Klebsiella pneumoniae
10t 1,62 315 0821 329 09,67 10t 3,9 2,8 0,78 3,05 5,08
102 1,77 3,18 0,823 324 95 102 4,89 2,83 0,78 3,12 4,05
103 1,93 302 0825 332 09,26 103 5,94 2,85 0,77 310 3,12
104 2,03 2,9 0,828 3,31 89 10* 7,61 3,85 0,72 1,17 2,62
10° 2,13 294 0826 333 88 10° 7,73 2,63 0,77 319 1,89
106 2,29 291 0,825 3,63 8,69 106 7,81 2,26 0,78 3,12 1,67
Staphylococcus aureus Acinetobacter baumannii
10t 1,70 159 0844 315 9,56 10! 1,79 1,6 0,87 3,05 1,00
102 2,25 145 0,856 3,16 8,95 102 2,31 2,45 082 299 7,76
10° 2,47 15 0,852 2,95 8,02 10° 2,98 2,58 081 301 64
104 2,76 146 0,853 2,98 8,00 10* 3,05 2,72 0,81 3,03 3,39
10° 2,92 1,40 0,857 3,03 8,03 10° 3,89 2,89 0,79 3,04 4,03
10° 3,11 141 0,854 298 7,49 10° 4,52 2,84 0,79 2,99 4,03
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Pseudomonas aeruginosa
10t 1,94 9,92 0,66 297 9,51 10t 3,43 825 0880 2,75 6,82
102 2,38 1,06 0,65 298 9,16 102 3,74 814 0882 2,72 65
103 2,69 1,07 0,64 288 8,45 103 4,00 8,06 0,885 2,84 6,08
104 3,29 1,14 0,63 299 8,02 10* 4,24 7,83 0,881 2,72 5,95
10° 3,88 1,08 063 292 6,94 10° 4,58 780 0889 28 573
106 4,35 1,08 0,62 2,78 6,31 106 4,89 7,78 0889 2,78 54
Escherichia coli
10! 3,62 5,19 0,702 3,18 6,06
102 4,48 5,08 0,699 3,11 4,78
10° 4,95 5,99 0,670 44 441
10* 5,49 6,25 0,660 3,08 3,62
10° 6,26 5,46 0,660 3,28 3,62
10° 7,01 454 0680 325 238
Escherichia coli (ATCC 25922)
10t 3,46 825 0880 31 884
102 3,53 804 0891 321 8,63
10° 3,65 7,96 0,884 351 8,65
10* 3,8 7,81 0,893 3,23 8,37
10° 4,12 795 0892 3,03 811
10° 4,33 7,86 0,891 3,02 7,63
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RESUMO

DISPOSITIVO NANOSSENSOR PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS
DE INTERESSE CLINICO ATRAVES DE PEPTIDEO ANTIMICROBIANO

A presente invencao é resultado de uma metodologia simples e rapida para a
obtencdo de um dispositivo direcionado para a deteccdo sensivel de patégenos
presentes em amostras liquidas. O método de montagem da plataforma
nanoestruturada compreende a formacdo de monocamadas automontadas de
acido 4-mercaptobenzéico (MBA) sobre o ouro do eletrodo, seguida de
nanoparticulas Fe3Os@Au funcionalizadas com L-cisteina e do peptideo
antimicrobiano de origem marinha clavanina A (ClavA). Bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, cuja natureza eletronegativa é diferenciada de
acordo com a composicao de suas paredes e membranas celulares, foram os
analitos-alvo. Um método de avaliacio da montagem da plataforma
biossensora é descrito. A técnica espectroscopia de impedancia eletroquimica
foi utilizada como método para avaliar a detec¢cdo dos microrganismos, o qual
acarreta na mudanca da impedancia, sendo especifica para cada espécie de
microrganismo em determinada concentragdo de unidades formadoras de
colonia. O processo de montagem da plataforma nanossensora
MBA_Fe3Os@Au-Cys_ClavA dura em meédia 15 minutos, apresentando o0s
resultados e diagnéstico entre 1-5 minutos. Ademais, o sistema sensor

desenvolvido apresenta um limite de deteccéo de 10 a 106 UFC.mL™.
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