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(57) Resumo: BIOSSENSOR ELETROQUIMICO COMPOSTO POR PEPTIDEO, SEU USO E METODO PARA DETECCAO DE
MICRORGANISMOS. A invencdo aqui descrita refere-se a um biossensor eletroquimico baseado em novo peptideo
antimicrobiano para a rapida e sensivel deteccao de microorganismos de interesse clinico. Sua composi¢cao nanoestruturada
agrega monocamada automontada de acido 4-mercaptobenzéico (MBA), ligadas fortemente ao ouro do eletrodo de trabalho por
meio de interac¢des sulfidrila-ouro. Nanoparticulas magnéticas revestidas por quitosana (Fe304@Quitosana) foram utilizadas para
melhor migragéo da corrente elétrica e ancoragem ao peptideo antimicrobiano synoeca-MP, elemento de biorreconhecimento
para a identificacdo e diferenciacdo de bactérias e fungos presentes em amostras liquidas. A técnica espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS) foi utilizada para analise do processo de montagem da plataforma biossensora, bem como
determinar a detec¢éo dos analitos-alvo. O sistema apresentado se destaca diante dos métodos tradicionais por dispor de analise
rapida (5-10 minutos), limite de detecg&o de 10 a 105 UFC.mL-! e elevado potencial de miniaturizacéo.
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BIOSSENSOR ELETROQUIMICO COMPOSTO POR PEPTIDEO, SEU USO E
METODO PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS

— Campo da invenc¢ao

1. A invencao em questao trata de uma inovadora plataforma
biossensora para a identificacao de microrganismos patogénicos. A
invencao consiste na administracao de um peptideo antimicrobiano
(PAM) isolado do veneno da vespa social Synoeca surinama, o synoeca-
MP, a superficie de nanoparticulas magnéticas revestidas por quitosana,
um polimero natural, sendo estas imobilizadas a superficie de um
substrato metalico, como o ouro presente em eletrodos usados em
estudos eletroquimicos. Tal invencao proposta dispoe de grande
potencial de mercado e uso na vida diaria para a deteccao de patégenos
presentes em agua contaminada ou em amostras bioldgicas.

2. A conexao entre biomoléculas e nanoestruturas € um recurso
promissor para a expansao da area biomédica voltada a criacao de
biodispositivos sensores. Materiais nanoestruturados, como as
nanoparticulas magnéticas revestidas pelo polimero quitosana
(Fe304@Quit), possuem caracteristicas fisico-quimicas Unicas e
extremamente Uteis, voltadas para o auxilio no tratamento de doencas,
bem como no diagnostico, sobretudo quando associadas a biossensores.
Em adicao, tais nanoparticulas apresentam uma resposta eletroquimica
favoravel a migracao de elétrons, sendo facilmente administrada por
meio de técnicas eletroquimicas, como a voltametria ciclica (VC) e a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), também amplamente
exploradas na avaliacao de biossensores.

3. O peptideo do presente projeto apresenta uma estrutura de
residuos de aminoacidos inovadora (INWLKLGKKIIASL-NHz), sendo esta a

primeira proposta a explorar sua atividade com objetivos diagnosticos.
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Sua associacao a nanoestruturas ostenta multiplas finalidades, visando o
uso como agentes antimicrobianos e como elementos sensores de
microrganismos, sendo esta segunda colocacao explorada na presente
invencao. Em adicao, sua estrutura permite a integracao em dispositivos

sensores que podem ser facilmente miniaturizados.

— Fundamentos da invencao

4. A agua, elemento indispensavel a vida, encontra um problema
crescente a nivel mundial: a agua disponivel é muito salina ou
considerada apta para consumo, se torna inutil devido a poluicao
desencadeada pelos seres humanos.

5. Em virtude do fenomeno do crescimento populacional, torna-se
maior a necessidade da producao de materiais e servicos, cujo uso da
agua se torna indispensavel, aumentando seu consumo a nivel
domeéstico e a nivel industrial, percorrendo areas como a agricultura,
piscicultura, recreacao aquatica e a manutencao de ecossistemas.

6. Pode-se destacar alguns tipos de patégenos como os mais
presentes em casos de doencas desencadeadas por agua contaminada,
onde bactérias e outros microrganismos ocasionam a maioria dos casos,
com cerca de 57% dos agentes etioldgicos encontrados, quando
comparado com parasitas (19%) e virus (7%) (Saxena, 2020).

7. Intoxicacao alimentar é outro ponto alarmante quanto a satde
humana. A presenca direta de microrganismos, bem como das toxinas
produzidas por bactérias e fungos em alimentos solidos e liquidos, sdao
responsaveis por milhdes de casos de intoxicacao ao redor do mundo. De
acordo com dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS), estima-se
que, anualmente, cerca de 600 milhdes de pessoas sao acometidas por
doencas ou intoxicacoes causadas por microrganismos presentes em

alimentos contaminados (Asia, 2016).
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8. Bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos também
estao presentes em infeccées nosocomiais. Tais microrganismos
permanecem um problema de salde publica devido ao persistente
obstaculo da resisténcia a antimicrobianos. Dentre as Gram-positivas,
pode-se destacar a patogenicidade do Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, sendo responsaveis
principalmente por infeccoes pulmonares, infeccoes das valvas
cardiacas e da corrente sanguinea (Bereket et al., 2012; Calfee et al.,
2014; Puchter et al., 2018).

9. As bactérias Gram-negativas sao as responsaveis pelos casos
mais graves de infeccées no ambiente hospitalar, onde microrganismos
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e
Acinetobacter baumannii se destacam por colonizarem areas onde
ocorrem a insercao de cateteres e canulas, além de estarem presentes
em infeccoes no sitio cirirgico (Macvane, 2016; Mehrad et al., 2015;
Perez et al., 2010).

10. O diagnostico rapido e efetivo desses microrganismos se torna
crucial visando a administracao imediata e efetiva do recurso
terapéutico mais adequado, resultando na menor permanéncia no
ambiente hospitalar. Tais acoes reduzem os riscos de contaminacao por
outros patogenos, bem como a reducao dos gastos publicos e proprios
para o tratamento.

11. O diagnostico presuntivo de bactérias e fungos tem como
método principal os meios de cultura solidos e semissolidos. Apesar de
indicar o crescimento microbiano, esses meios de cultura trazem um
diagnostico parcial para determinado microrganismo especifico, uma
vez que muitos meios de cultura sao especificos para apenas uma
espécie, seja ela bacteriana ou fungica. Em adicao, um amplo periodo
de tempo é necessario para se obter o crescimento do microrganismo,

levando de 24 a 72h apds o semeio (Lopez et al., 2009).
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12. Se tratando de métodos imunoenzimaticos, destacam-se os
ensaios por imunoabsorcao enzimatica, como o teste ELISA, os quais,
apesar de efetivos, os resultados falso-positivos sao frequentes (Terato
et al., 2014). Os testes moleculares se destacam devido a sua
especificidade, porém, o elevado custo de equipamentos e reagentes,
bem como o tratamento dispendioso da amostra para que ocorra a
reacao de forma adequada, limitam seu uso principalmente no
ambiente hospitalar (Gadsby et al., 2015; Singh et al., 2006).

13. Se destacando como alternativa inovadora para deteccao e
diferenciacao de microrganismos, os biossensores eletroquimicos tém
ganho espaco no ambiente académico e hospitalar. O primeiro
prototipo, desenvolvido por Clark e Lyons, um biossensor enzimatico
para deteccao de glicose, fomentou a possibilidade de deteccao de
diferentes analitos (Punia; Singh, 2017).

14. Um biossensor é composto basicamente por: 1) um elemento
sensor bioldgico ativo (podendo ser, por exemplo, uma enzima,
anticorpo, fragmento de DNA ou RNA, peptideos, etc.), exercendo a
funcao de identificar um analito-alvo; e 2) um transdutor fisico-quimico
com funcao de converter a interacao analito-elemento sensor em um
sinal elétrico mensuravel, sendo este proporcional a concentracao do
analito presente na amostra (Ensafi, 2019; Grieshaber et al., 2008).

15. Uma ampla variedade de transdutores podem ser utilizados no
desenvolvimento de biossensores, onde se destacam os opticos
(absorbancia, luminescéncia, etc.), acUsticos (piezoelétrico),
termomeétricos e eletroquimicos (Punia; Singh, 2017). Dentre os citados,
os biossensores eletroquimicos sao os mais explorados por permitirem a
elaboracao de dispositivos miniaturizados, portateis e de baixo custo,
associando tais caracteristicas a rapida e sensivel deteccao de multiplos
analitos (Hammond et al., 2016; Maduraiveeran; Sasidharan; Ganesan,
2018).
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16. Inicialmente explorado como alternativa contra o crescente
problema da resisténcia a antibioticos, os peptideos antimicrobianos
(PAM) dispuseram de inovadoras aplicacoes, sendo uma delas a area
diagnostica. Tais peptideos assumem uma conformacao anfipatica util
na interacao com membranas celulares, como as dos microrganismos
(Nguyen; Haney; Vogel, 2011). Em adicao, é importante ressaltar que os
PAM dispoem de elevada seletividade para células microbianas,
demonstrando baixa toxicidade a células de mamiferos (Peters; Shirtliff;
Jabra-Rizk, 2010). Esta caracteristica torna esses peptideos Uteis em
testes de deteccao de microrganismos em amostras sanguineas, como
observado em casos de bacteremia.

17. Podendo ser isolado de varios organismos de diferentes
origens (mamiferos, peixes, insetos, plantas, microrganismos, etc.), os
PAM apresentam uma estrutura de 10-50 aminoacidos (Hancock; Sahl,
2006). O PAM da presente proposta, o synoeca-MP, é isolado do veneno
da vespa social Synoeca surinama, contendo 14 aminoacidos em sua
estrutura (INWLKLGKKIIASL-NH). Estudos iniciais com o synoeca-MP
evidenciaram a efetividade do peptideo contra diferentes cepas de
microrganismos, como Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa
(Dantas et al., 2019).

— Estado da técnica

18. Visando a elaboracao de metodologias efetivas na deteccao de
microrganismos, alguns estudos foram realizados. A patente US 8652311
B1 se refere a uma técnica de imunoensaio com medidas
amperométricas para deteccao de microrganismos. Na referida
invencao, uma membrana condutora € utilizada em um eletrodo de
carbono. Os testes tiveram foco nas bactérias Escherichia coli 0157R7 e

Staphylococcus sp., além de hantavirus.
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19. Outro estudo eletroquimico para deteccao de microrganismos
se refere ao descrito na patente US 7763426 B2. O alvo principal se
trata da bactéria Gram-negativa E. coli, fazendo uso de um
oligonucleotideo (rRNA 16S bacteriano) que leva a hibridizacao da
sequéncia do acido nucleico alvo a ser detectado.

20. A patente WO 2013 034688 A1 trata de um biossensor com
superficie modificada para a deteccao de multiplos alvos, utilizando da
técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica. O biossensor
aqui desenvolvido € composto por multiplas camadas, sendo a primeira,
de uma camada nao-condutora, e a segunda, de um polimero condutor,
como a polianilina, poli-3,4-etilenodioxitiofeno e polipirrol, dentre
outros. Aqui, apesar de citar uso na deteccao de microrganismos, nao
destaca algum em especifico.

21. Ademais, pode-se citar a patente WO 2016 038351, que
destaca um biossensor para deteccao de bactérias resistentes a
antimicrobianos, fazendo uso de uma sonda de DNA especifica, o DNA
plasmidial ncNDM. Tal gene codifica o “New Dheli metalo-
betalactamase” e suas variantes. O estudo indica que tal gene é
presente na E. coli, Klebsiella sp. e em microrganismos da familia
Enterobacterieceae, sendo, portanto, seus
principais alvos de deteccao. Em adicao, a técnica impedimétrica foi a
de escolha para avaliar o biorreconhecimento.

22. Outro estudo envolvendo biossensores bacterianos foi
desenvolvido na patente WO 2005 067425 A2, se tratando de um
biossensor potenciométrico para deteccao de esporos bacterianos. O
eletrodo de trabalho escolhido foi o de 6xido de indio e estanho (ITO).
O biossensor teve, como elemento sensor, peptideos especificos para
interagirem com esporos de Bacillus subtilis e Bacillus anthraccis

Sterne, sendo, portanto, seus alvos de deteccao. Os peptideos foram
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imobilizados ao eletrodo de trabalho pela técnica da imobilizacao de
monocamada de polissiloxilano.

23. Além do supracitado, as patentes US 2005 0059105 A1 e BR 10
2019 012453 9 descrevem um método e dispositivo biossensor
impedimétrico para deteccao de microrganismos em solucao. O primeiro
estudo foi realizado em eletrodos interdigitados, enquanto que o
segundo foi conduzido em eletrodo com superficie de ouro, ambos
utilizando as mudancas na impedancia do sistema para avaliar a
deteccao do sensor. O elemento sensor de escolha do primeiro foram
anticorpos, sem especificar o tipo e qual microrganismo alvo, enquanto
que, do segundo estudo citado, teve uso o peptideo Clavanina A. A
patente envolvendo o uso de anticorpos nao explorou o uso de
nanoparticulas, enquanto que o trabalho com peptideo envolveu o uso
de nanoparticulas magnéticas, sendo as mesmas revestidas com ouro e o
aminoacido cisteina.

24. Verifica-se, portanto, que a presente invencao se diferencia
das anteriormente citadas pelo fato de ser a Unica que une uma
estrutura de MBA, podendo ser montada em superficie metalica, como
ouro, ou superficies como a de eletrodo de carbono vitreo,
nanoparticulas magnéticas revestidas por quitosana, tendo, como
elemento sensor bioldgico ativo, o novo peptideo antimicrobiano
synoeca-MP para identificacao de multiplos alvos, destacando as
bactérias Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis e Enterococcus faecalis, além dos fungos Candida albicans e

Candida tropicalis.
— Breve descricao dos desenhos

25. A Figura 1 apresenta um esquema do método de construcao da

plataforma biossensora.
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26. A Figura 2 apresenta a caracterizacao eletroquimica do
processo de montagem do biossensor no eletrodo de trabalho, sendo
conduzida uma analise voltamétrica (a) e impedimétrica (b).

27. A Figura 3 representa graficamente os espectros de
impedancia do biossensor eletroquimico, frente as espécies de
microrganismos em diferentes concentracoes, em que (a) refere-se a
Klebsiella pnuemoniae, (b) Pseudomonas aeruginosa, (c) Bacillus
subtilis, (d) Enterococcus faecalis, (e) Candida albicans e (f) Candida

tropicalis.

— Descricao da invencao

28. De inicio, houve a sintese das nanoparticulas magnéticas,
seguindo com o revestimento pela quitosana, polimero natural que
favoreceu a presenca de grupamentos amina livres em sua superficie.

29. A sintese das nanoparticulas revestidas por quitosana
(Fe304@Quit) foi realizada pelo método da co-precipitacao. Sais de ferro
foram utilizados, mais precisamente o cloreto férrico (FeCl;.6H;0) e
sulfato ferroso (FeS04.7H,0), em concentracoes especificas. O peptideo
synoeca-MP foi ancorado a superficie das nanoparticulas, a partir da
ligacao favorecida pelo glutaraldeido, unindo o grupamento amina livre
da quitosana que reveste a nanoparticula magnética e o grupo amina da
extremidade N-terminal do peptideo.

30. Adicionalmente, o peptideo antimicrobiano synoeca-MP é o
elemento chave da presente invencao, uma vez que tal peptideo agira
diretamente na deteccao e diferenciacao dos microrganismos de
interesse clinico, sendo este o primeiro prototipo a utilizar do synoeca-
MP para uso na area de diagnosticos.

31. Em adicao, a invencao proposta refere-se a um biossensor

eletroquimico com avaliacao a partir da técnica de espectroscopia de

Petica0 870210038698, de 28/04/2021, pég. 11/27



9/16

impedancia eletroquimica, para a deteccao de multiplos
microrganismos, com foco em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e fungos. Este biossensor compreende o uso de trés eletrodos
independentes entre si: eletrodo auxiliar, eletrodo de referéncia e o
eletrodo de trabalho, sendo este Ultimo o local de montagem da
plataforma sensora nanoestruturada, conforme processo descrito na

presente redacao.

— Exemplos de concretiza¢des da invencao

32. Ainvencao aqui descrita propoe a montagem e uso de um
novo sistema biossensor para deteccao de microrganismos,
apresentando facil sintese e manuseio. Os elementos que compdem a
plataforma sensora conferem notavel sensibilidade na deteccao do
analito-alvo, destacando sua efetividade quando comparado com os
métodos tradicionais de deteccao e identificacao microbiana.

33. A sintese das nanoestruturas Fe304@Quit foi realizada pelo
método da co-precipitacdo. Em um béquer, 50-100mL de agua
deionizada, obtida por um sistema MilliQ, € misturada, sob o auxilio de
agitador magnético, a cloreto férrico (FeCls.6H,0), na concentracao
variavel de 0,05 a 0,2M, e sulfato ferroso (FeS04.7H;0), na
concentracao de 0,01 a 0,1M. Apos 10-30min de agitacao, uma solucao
de quitosana é adicionada a suspensao, sendo subsequentemente
submetida a aquecimento sob agitacdo magnética. As etapas
subsequentes sdo caracterizadas pela adicao de hidroxido de amonia
20% (NH40H), resultando na mudanca da cor da solucao de marrom-
escuro para preta. Tal particularidade é indicativo da obtencao das
nanoparticulas magnéticas, a magnetita (Fe304). As mesmas foram
lavadas, com auxilio de campo magnético, em agua e etanol 90%, até a

suspensao com nanoparticulas atingir pH 7. O recobrimento por
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quitosana é percebido imediatamente apos as inUmeras lavagens em
agua e etanol, pois se o polimero nao estiver presente revestindo a
nanoparticula, a solucao adquire uma coloracao amarronzada. Essa
coloracao ¢é indicativa de oxidacao das nanoparticulas, o qual com a
cobertura da quitosana, a oxidacao é limitada, resultando em uma
solucao limpida apds a “pesca” das nanoestruturas.

34. O recobrimento da nanoparticula Fe304@Quit com o peptideo
synoeca-MP foi realizado utilizando glutaraldeido, preferencialmente
10%. Cerca de 100mg de Fe304@Quit sao colocadas em um béquer
contendo 50-100mL de glutaraldeido. Para dispersao das nanoparticulas,
o béquer é mergulhado em banho ultrassonico durante 1-3h,
preferencialmente 2h. Em seguida, submetido a agitacao magnética por
6h. Apos o periodo determinado, as nanoparticulas sao lavadas trés
vezes com agua deionizada para remocao do glutaraldeido nao ligado as
Fe304@Quit. Em seguida, o peptideo synoeca-MP é diluido na
concentracao de 0,5-2mg/mL de agua deionizada, preferencialmente
1mg/mL. As nanoparticulas funcionalizadas pelo glutaraldeido sao
adicionadas a suspensao peptidica. Posteriormente, a suspensao
peptideo-nanoparticulas € submetida a banho ultrassénico por 2h e, em
seguida, homogenizada sob agitacao magnética durante 24h. Por fim, as
nanoparticulas Fe304@Quit-synoeca sao lavadas com agua deionizada
para remocao do synoeca-MP livre na solucao, e ressuspensas em 5mL
de tampao fosfato com pH preferencialmente 7.

35. Para a obtencao da plataforma sensora nanoestruturada,
inicialmente, o eletrodo de trabalho com superficie metalica,
preferencialmente ouro, é limpo em banho de NaClO, por um periodo
de tempo que varia de 5 a 20min. Em seguida, o eletrodo é lavado com
agua deionizada e, posteriormente, submetido ao banho ultrassonico

durante 5 a 20min, preferencialmente durante 5min.
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36. Subsequentemente, o eletrodo de trabalho, devidamente
limpo, é imerso em uma solucao de MBA, na concentracao que é
variavel de 30 a 70mM, preferencialmente 50mM. O solvente utilizado
pode ser etanol, metanol e isopropanol, preferencialmente etanol. O
periodo de incubacao varia de 5 a 30min. A utilizacao do MBA dara
origem a uma camada nanoestruturada no ouro do eletrodo devido a
presenca do grupamento tiol (-SH). Em adicao, o MBA fornecera grupos
carboxilicos (-COOH) livres, essenciais para a ancoragem dos demais
elementos da plataforma sensora.

37. Posteriormente, o COOH é ativado pelos agentes acopladores
EDC NHS (na concentracao variavel de 0,1 a 0,5M para ambos),
favorecendo uma ligacao estavel do mesmo aos grupamentos amina
livres presentes na superficie das nanoparticulas magnéticas
Fe304@Quit-synoeca, sendo depositada por um periodo de tempo que
varia de 5 a 20min.

38. Apos cada deposicao dos componentes da plataforma, o
eletrodo de trabalho é cuidadosamente lavado com agua deionizada
para remoc¢ao de compostos nao ligados ao eletrodo.

39. Apos obtencao da plataforma, demos inicio aos testes com os
microrganismos de interesse clinico, a saber: Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativas), Bacillus subtilis e
Enterococcus faecalis (Gram-positivas), além dos fungos Candida
albicans e Candida tropicalis. As bactérias e fungos sao semeados em
meio de cultura agar Mueller Hinton e Sabouraud, respectivamente,
durante 24h, a 37°C, em estufa propria para crescimento microbiano.
ApOs crescimento, as colonias mais isoladas sao coletadas e inseridas em
solucao salina 0,9% esterilizada, e de la separadas em diferentes
concentracdes, de acordo com a escala de MacFarland, variando de 10’
a 10° unidades formadoras de colonia por mL (UFC.mL™"). Tal

procedimento é realizado com o auxilio de espectrofotometro na regiao
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UV-Vis. Diferentes solventes, bem como amostras bioldgicas, podem ser
utilizados na separacao das concentracoes de microrganismos, como
agua, tampao fosfato, solucao salina, suor, sangue e urina,
preferencialmente tampao fosfato.

40. Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados em
temperatura ambiente (24°C + 2°C), no interior de uma gaiola de
Faraday, para maior estabilidade das analises voltamétricas e
impedimétricas.

41. Para analisar a deteccao dos microrganismos, inicialmente, o
eletrodo de trabalho contendo a plataforma biossensora pode ser
inserido na suspensao contendo determinado microrganismo, ou 2L da
suspensao pode ser diretamente aplicado ao eletrodo. O periodo de
interacao biossensor-microrganismo varia de 2 a 10min,
preferencialmente 5min.

42. As analises sao realizadas em solucao de ferro-ferricianeto de
potassio, na concentracao 1:1, variavel de 1 a 50mM, preferencialmente
10mM, preparadas em tampao fosfato de pH 7.

43. Técnicas eletroquimicas como a VC e EIS sao extremamente
Uteis no estudo de biossensores por avaliar as mudancas na dupla
camada elétrica que existe entre a solucao eletrolitica/sonda redox e a
superficie do eletrodo. As medidas de voltametria ciclica sao realizadas,
preferencialmente, no potencial entre -0,2 a 0,7V, com velocidade de
varredura de 50 a 100mV.s™'. Para as medidas da espectroscopia de
impedancia eletroquimica, utiliza-se, preferencialmente, a frequéncia
de 100mHz a 100kHz, com amplitude e onda senoidal de 1-100mV. Um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 128N (Ecochemie, Holanda) foi
utilizado para a realizacao das analises.

44, Os resultados voltamétricos e impedimétricos da montagem
do sensor indicam a efetiva deposicao de cada componente,

apresentando o fechamento dos picos catodicos e anodicos (com
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excecao da aplicacao do EDC NHS + Fe304@Quit, devido a seu carater
condutor, facilitando a passagem da corrente elétrica) e consequente
aumento do semicirculo de Cole-Cole.

45. Em adicao, os resultados eletroquimicos, que se referem a
identificacao dos microrganismos, indicaram efetiva deteccao e
diferenciacao das espécies de Gram-positivas e Gram-negativas, e das
espécies de Candida sp.

46. O circuito equivalente de Randles avalia os dados
experimentais da impedancia. Tal circuito é composto pela resisténcia
da solucao eletrolitica (Ra), elemento de fase constante (Q),
impedancia de Warburg (Zw) e a resisténcia a transferéncia de carga
(RcTt). Os valores do Rct sao os mais utilizados na avaliacao de
biossensores eletroquimicos, por serem obtidos a partir da variacao do
semicirculo de Cole-Cole, sendo este diretamente proporcional a
concentracao do composto adicionado. Por exemplo, os componentes da
plataforma biossensora MBA (Rct = 0,460kQ) e Fe304@Quit-synoeca (Rct
= 0,265kQ), indicados na Tabela 1, e os microrganismos avaliados,
demonstrado na Figura 4, apontando diferentes valores de Rcr,
diretamente proporcionais as concentracoes das suspensoes
microbianas, diferindo entre as espécies devido as caracteristicas

proprias da parede celular de cada microrganismo.

Tabela 1
Plataforma sensora | Rcr (kQ) | Q (pF) n Ra w
Eletrodo Limpo 0,082 2,080 | 0,862 | 0,323 | 0,987
MBA 0,460 1,810 | 0,860 | 0,320 | 0,986
Fe304@Quit-synoeca 0,265 1,850 | 0,828 | 0,312 | 0,974

47. Assim sendo, a Figura 4 exibe os valores do circuito de Randles

apresentados por cada microrganismo, onde pode-se observar o
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aumento consecutivo dos valores de Rcr a medida que a concentracao
dos analitos-alvo aumenta, sendo estes de 10" a 10° UFC.mL"™".

48. Os resultados obtidos destacam a capacidade de deteccao e
diferenciacao dos microrganismos conferida pela plataforma biossensora
proposta, sendo esta a primeira da literatura a oferecer um sistema
sensor baseado no peptideo antimicrobiano synoeca-MP para deteccao
de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos em amostras
liquidas. Os microrganismos (de elevada eletronegatividade) sao
inicialmente atraidos eletricamente a estrutura cationica do synoeca-
MP, sendo que este, logo em seguida, se insere a parede celular
microbiana. Desta forma, devido as caracteristicas estruturais de cada

microrganismo, uma resposta elétrica especifica é obtida.
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REIVINDICACOES

1) Biossensor eletroquimico composto por peptideo, caracterizado por
ter a analise eletroquimica compreendendo 3 eletrodos, a saber:
eletrodo de trabalho, substrato metalico, preferencialmente ouro, em
forma de disco ou interdigitado, cuja superficie é funcionalizada por
compostos que possuam, em sua estrutura, um grupamento tiol (-SH),
preferencialmente acido 4-mercaptobenzdico (MBA), nanoparticulas
metalicas, preferivelmente magnéticas e revestidas pelo polimero
natural quitosana e peptideo antimicrobiano, podendo ser de qualquer
tipo ou origem (natural ou sintética); eletrodo de referéncia, podendo
ser de calomelano saturado ou de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl)
saturado em KCl 3M, preferencialmente Ag/AgCl; eletrodo auxiliar,
podendo ser um fio de platina ou carbono e grafite, preferencialmente
platina.

2) Biossensor eletroquimico, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizado por possuir como elemento de biorreconhecimento
peptideo antimicrobiano, preferencialmente o synoeca-MP
(INWLKLGKKIIASL-NH2) podendo ser utilizado de origem natural (isolado
a partir da peconha da vespa social Synoeca surinama) ou obtido de
forma sintética a partir da sequéncia de aminoacidos.

3) Peptideo natural ou modificado de peconha, caracterizado por
compreender qualquer uma das seguintes sequéncias, Xaa1-N-W-Xaa2-K-
Xaa3-G-K-K-Xaa4-Xaa5-A-Xaaé-Xaa7-NH; (SEQ ID NO: 1), Xaa1-N-W-Xaa2-
K-Xaa3-G-K-K-Xaa4-Xaa5-A-Xaa6-Xaa7-OH (SEQ ID NO: 2) e Xaa1-N-W-
Xaa2-K-Xaa3-G-K-K-Xaa4-Xaa5-A-Xaa6-Xaa7-R1-R2-R3-NH; (SEQ ID NO:
3), onde: Xaa1 é uma isoleucina, leucina ou valina; Xaa2 € uma
isoleucina, leucina ou valina; Xaa3 é uma isoleucina, leucina ou valina;
Xaa4 é uma isoleucina, leucina ou valina; Xaa5 é uma isoleucina,

leucina ou valina; Xaa6 € uma serina ou treonina; R1 é uma lisina ou
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arginina; R2 é uma leucina, isoleucina ou valina; R3 é uma leucina,
isoleucina ou valina.

4) Peptideo natural ou modificado de peconha, de acordo com as
Reivindicacoes 1 e 2, caracterizado pelas sequéncias compreenderem
entre 10 e 17 residuos de aminoacidos, sendo preferencialmente 14.
5) Peptideo natural ou modificado de peconha, de acordo com as
Reivindicacées 1 e 2, caracterizado pelas SEQ ID NO: 1 e SEQ 2/3 ID
NO: 1 e 3 poderem compreender uma amidacao (NHz) em sua porcao
carboxi-terminal.

6) Biossensor eletroquimico, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizado por ter a avaliacao eletroquimica realizada por um
potenciostato/galvanostato, tendo como métodos de analise a
voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS).

7) Biossensor eletroquimico, de acordo com as Reivindicacoes 1 e 3,
caracterizado por ter as medidas eletroquimicas a partir da prévia
imersao dos eletrodos em uma solucao com funcao de sonda redox,
podendo ser agua, tampao fosfato ou solucao de ferricianeto de
potassio (K3[Fe(CN)¢]) e ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)¢]),
preferencialmente [Fe(CN)e]>/[Fe(CN)s]* (1:1) preparada em PBS pH 7 e
em temperaturas entre 20°C e 30°C, preferencialmente 25°C.

8) Biossensor eletroquimico, conforme Reivindicacao 1, caracterizado
por detectar e diferenciar microrganismos de interesse clinico
presentes em amostras liquidas, como agua, alimentos liquidos e
bebidas, suor, sangue e urina, dentre outros fluidos corporais.

9) Biossensor eletroquimico, conforme Reivindicacoes 1 e 3,
caracterizado por ter limite de deteccao entre 10" a 10° unidades
formadoras de colonia por mL de solucao (UFC/mL).

10) Processo para sintese de nanoparticulas magnéticas, conforme

definido na Reivindicacao 1, caracterizado por compreender: cloreto
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férrico (FeClze6H,0) na concentracao de 0,05 a 0,2M,
preferencialmente 0,1M, e sulfato ferroso (FeSO4¢7H,0) na
concentracao de 0,01 a 0,1M, preferencialmente 0,05M, utilizando
como método de sintese, preferencialmente, a técnica da co-
precipitacao; revestimento por polimeros naturais ou sintéticos,
preferencialmente quitosana, utilizando como ligante o glutaraldeido
10%; revestimento final com o peptideo synoeca-MP, se unindo as
nanoparticulas por meio do glutaraldeido; método de funcionalizacao
compreendendo banho ultrassonico de 1h a 6h em cada etapa,
preferencialmente 6h, e agitacao magnética vigorosa durante 24h.

11) Processo para montagem do biossensor eletroquimico, conforme
definido na Reivindicacao 1, caracterizado por possuir as seguintes
etapas: lavar os eletrodos em agua deionizada e o eletrodo de trabalho
em NaClO, seguido de banho ultrassonico durante 3 minutos; formacao
de monocamada automontada de composto contendo grupo tiol e
grupamento carboxilico livre, preferencialmente MBA, na superficie do
substrato do eletrodo de trabalho, imergindo o eletrodo de 5 a 20
minutos, preferencialmente 10 minutos; utilizar os agentes acopladores
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) na concentracao de 0,1 a 1M (1:1),
preferencialmente 0,4M e 0,1M, respectivamente, durante 1 a 30
minutos, preferencialmente 5 minutos, para ativacao do grupo
carboxilico livre do MBA; ligacao das nanoparticulas Fe304@Quit-synoeca
ao eletrodo de trabalho contendo o MBA ativado pelo EDC e NHS
durante o tempo de 5 a 30 minutos, preferencialmente 10 minutos.

12) Processo, de acordo com a Reivindicacao 3, caracterizado pelo fato
de que na analise voltamétrica do processo de montagem do biossensor,

apos a adicao de cada componente, sao realizados 1 a 5 ciclos,
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preferencialmente 3, de -0,2 a 0,7V, com velocidade de varredura de 10
a 100mV/s, preferencialmente 50mV.

13) Processo, de acordo com a Reivindicacao 3, caracterizado pelo fato
de que a analise impedimétrica é tanto do procedimento de montagem
do biossensor como da deteccao dos microrganismos.

14) Processo, de acordo com a Reivindicacao 8, caracterizado pelo fato
de que apos a ligacao de cada componente da plataforma biossensora, o
eletrodo de trabalho deve ser lavado em agua deionizada ou tampao
fosfato pH 7 para remocao de compostos nao aderidos.

15) Uso do biossensor eletroquimico, conforme definido nas
Reivindicacoes 1 e 5, caracterizado por ser direcionado a deteccao de
microrganismos como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos,

protozoarios e virus, preferencialmente bactérias e fungos.
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DESENHOS
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Concentracio
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(UFC.mL"") R (ki2) Q (uF) n Rao W
Klebsiella preumoniae
1! 117 0,963 0,880 0306 0898
10° 1,87 0,861 0,891 0308 0860
107 2,53 0,827 0,895 0314 0807
104 3,15 0,818 0,895 0325 0,746
107 3,79 0,817 0,895 0311 0,705
Pseudomonas aeruginosa
10! 1.28 1410 0848 0343 0838
10° 1,82 1210 0861 0344 0839
107 2,20 1,060 0,879 0334 0844
109 2,52 1,020 0,883 0344 0831
10° 3,06 1,030 0878 0357 0,769
Candida albicans
10! 1,14 1,100 0,870 0318 0870
10° L6l 0,949 0,884 0313 0854
107 2,04 0,875 0,891 0324 0834
104 242 0,839 0,895 0318 081l
107 2,91 0,793 0,892 0330 0717
Candida tropicalis
10! 104 1480 0,850 0312 0,893
10° 140 1,240 0,863 0310 0883
107 1.81 1120 0,867 0310 0824
10° 218 1,070 0864 0321 0767
10° 2,71 0,989 0,876 0316 0,752
Bacillus subiilis
1! 0,75 1,490 0,835 0319 0845
107 1.43 0,987 0,876 0328 0,813
107 1.88 0,862 0,889 0326 0803
104 2,21 0,806 0,895 0326 0794
10° 2,68 0,767 0,900 0334 0776
Enterococens faecalis
10! 0,412 1,393 0,832 0335 0933
10° 0,726 1,290 0,855 0329 0915
107 0,983 1170 0868 0314 05941
104 1.31 1,080 0,871 0329 0884
10# 1.44 1,030 0,879 0324 0920
Figura 4
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RESUMO

BIOSSENSOR ELETROQUIMICO COMPOSTO POR PEPTIDEO, SEU USO E
METODO PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS

A invencao aqui descrita refere-se a um biossensor eletroquimico
baseado em novo peptideo antimicrobiano para a rapida e sensivel
deteccao de microrganismos de interesse clinico. Sua composicao
nanoestruturada agrega monocamada automontada de acido 4-
mercaptobenzoico (MBA), ligada fortemente ao ouro do eletrodo de
trabalho por meio de interacoes sulfidrila-ouro. Nanoparticulas
magnéticas revestidas por quitosana (Fe304@Quit) foram utilizadas para
melhor migracao da corrente elétrica e ancoragem ao peptideo
antimicrobiano synoeca-MP, elemento de biorreconhecimento para a
identificacao e diferenciacao de bactérias e fungos presentes em
amostras liquidas. A técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) foi utilizada para analise do processo de montagem
da plataforma biossensora, bem como para determinar a deteccao dos
analitos-alvo. O sistema apresentado se destaca diante dos métodos
tradicionais por dispor de analise rapida (5-10 minutos), limite de

deteccao de 10" a 10° UFC.mL" e elevado potencial de miniaturizacao.
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