e
e~
[~

)

@

RTUS IMPAVID
vy

V!

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ESTUDO DOS EFEITOS ESPECIFICOS DOS IONS DA SERIE DE HOFMEISTER NA
INTERACAO DE MOLECULAS UNITARIAS COM NANOPOROS INDIVIDUAIS
PROTEICOS

DIJANAH COTA MACHADO

Orientadores: Prof®. Dr®. Adriana Fontes

Prof. Dr. Oleg Vladimirovich Krasilnikov (in memoriam)

Coorientador: Prof. Dr. Claudio Gabriel Rodrigues

RECIFE
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ESTUDO DOS EFEITOS ESPECIFICOS DOS iONS DA SERIE DE HOFMEISTER NA
INTERACAO DE MOLECULAS UNITARIAS COM NANOPOROS INDIVIDUAIS
PROTEICOS

Tese apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacao em Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco, como parte dos
requisitos para obtencio do grau de
Doutor em Ciéncias Biologicas.



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Machado, Dijanah Cota

Estudo dos efeitos especificos dos ions da série de Hofmeister na interacdo de

moléculas unitarias com nanoporos individuais protéicos / Dijanah Cota Machado. —
Recife, 2014.

104 1.:il.

Orientador: Adriana Fontes, Claudio Gabriel Rodrigues
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pds-graduacgdo em Ciéncias Biolégicas, 2014.
Inclui referéncias e anexos

1. Bioquimica 2. Estrutura molecular |. Fontes, Adriana (orient.) Il.

Rodrigues, Claudio Gabriel (coorient) Ill. Titulo.

572.33 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2017-415




DIJANAH COTA MACHADO

Estudo dos efeitos especificos dos ions da série de Hofmeister na interacio de moléculas

unitarias com nanoporos individuais proteicos

TESE APROVADA EM: 26 de fevereiro de 2014

BANCA EXAMINADORA

Membros Titulares

Prof®. Dr*. Adriana Fontes

Departamento de Biofisica e Radiobiologia — UFPE

Prof®. Dr*. Rosa Amalia Fireman Dutra

Departamento de Engenharia Biomédica — UFPE

Prof®. Dr”. Beate Saegesser Santos

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE

Prof. Dr. Romildo de Albuquerque Nogueira
Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal - UFRPE

Dr. Laércio Pol Fachin

Departamento de Quimica Fundamental - UFPE



Dedico esta Tese ao Prof. Dr. Oleg Krasilnikov (in
memoriam). Um homem impar, excelente professor e
magnifico pesquisador que tive a enorme satisfagdo de
conviver cientificamente ao longo de quase sete anos. Seu
profissionalismo, competéncia e seriedade foram
essenciais para o meu aperfeigoamento pessoal, académico

e profissional. Saudades eternas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus pela graca da vida.

A minha orientadora, Prof®. Dr. Adriana Fontes, por todo o apoio, compreensdo e
orientagao.

Ao Prof. Dr. Claudio Gabriel Rodrigues, agradeco enormemente pelas valiosas
contribuic¢des, fundamentais para esta tese, e por toda paciéncia, tempo e atencao dedicados.

A minha familia, meus pais e meus irmdos, pelo incentivo e apoio em todos os momentos da
minha vida.

A todos os amigos do Laboratorio de Biofisica de Membranas e Células-Tronco — Dr. Oleg
Krasilnikov: Janilson, Juliana, Nina, Sheila, Gisely, Layse, Arthur que me ajudaram direta ou
indiretamente na execucao dos experimentos.

As minhas amigas, Darlene e Lizandra, pela grande amizade e companheirismo.

Ao meu companheiro, Danilo, sua ajuda, paciéncia e apoio foram essenciais para que eu
tivesse tranquilidade para realizar o doutorado.

Ao seu Fredson, sempre disponivel para nos dar um “help” e alegrando os nossos dias com
as suas sabedorias de vida.

A Coordenagio do Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco pelo apoio sempre que solicitada.

A Adenilda pela disponibilidade em auxiliar na resolugio de pendéncias burocréticas no
decorrer desta tarefa.

A FACEPE (Fundagdo de Amparo & Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco) pelo
apoio financeiro.

A todas as pessoas e amigos que de uma forma ou de outra contribuiram para a realizagdo e

conclusdo desse trabalho.

Muito obrigada!



RESUMO

A interagdo de moléculas unitarias com nanoporos individuais ¢ relevante em diversos
processos biologicos, quimicos e fisicos, uma vez que pode proporcionar o
desenvolvimento de dispositivos analiticos, dentre os quais, podemos destacar:
sensores, biossensores, espectrometros de massa e sequenciadores moleculares. Nesse
contexto, o nanoporo formado pela a-hemolisina (a-HL) de Staphylococcus aureus é de
especial interesse no desenvolvimento de dispositivos sensores devido as suas
caracteristicas estruturais e funcionais. Vdrias estratégias sdo utilizadas para melhorar a
sua capacidade de deteccao pelo uso de adaptadores moleculares ou pela modificagao
quimica do nanoporo. O diferencial deste trabalho deve-se a modificacdo das condi¢des
fisicos-quimicas da solu¢ao banhante do elemento de reconhecimento molecular ou
seja, o nanoporo unitario. Os ions em meio aquoso podem causar efeitos especificos
conhecidos como efeitos de Hofmeister. De acordo com a sua atuag¢do na estrutura da
agua, os ions podem ser classificados como cosmotropicos ou caotrdpicos. A mudanga
da estrutura da agua por sua vez ¢ capaz de influenciar na solubilidade e estrutura dos
co-solutos. Igualmente a composi¢do idnica da solu¢do pode alterar a interagdo das
moléculas solubilizadas. Deste modo neste estudo investigamos os efeitos especificos
induzidos pelos cations e anions da Série de Hofmeister na interacdo de moléculas
unitarias organicas com nanoporos proteicos individuais. A confeccdo da bicamada
lipidica plana e a inser¢do do nanoporo unitario na membrana, bem como os registros de
correntes i0nicas através dos poros foram obtidos em condi¢des de fixacdo de voltagem.
Na solug@o banhante do nanoporo utilizou-se os anions da familia VIIA, formando sais
com o K", ou, os cations da familia IA e o fon amdnio, formando sais com o CI’, todos
na concentra¢do de 4M. A interagdo da molécula unitaria (analito) com o nanoporo
causa um bloqueio caracteristico na corrente i0nica que passa através dele. A analise
desses eventos permite determinar as constantes cinéticas da interacao analito-nanoporo.
Avaliando a influéncia do ion amonio e dos ions da familia IA e VIIA na interacdo do
analito (polietilenoglicol 1294; PEG 1294) com o nanoporo observamos que esta €
muito dependente do tipo do sal. Todos os ions utilizados nesse trabalho induziram
efeitos especificos em sistema confinado. Com relagcdo a influéncia na constante de
associagdo, todos os anions seguiram a tipica série de Hofmeister: F* > ClI' > Br > 1. Ja
para a constante de dissociacdo e a solubilidade do PEG, encontramos uma sequéncia de
Hofmeister inversa: F* < CI' < Br < I'. Ao contrario do observado com os anions, a
influéncia dos cations sobre as constantes de interacdo nao seguiu a série de Hofmeister.
Para a constante de associagio, obtivemos a seguinte sequéncia: Cs' > K" >Rb' > Na"
>NH,4" > Li". Para a constante de dissociacdo obtivemos: K <Rb" < Cs" <Na" <NH,"
< Li". Uma forte correlagdo entre as mudancas das constantes cinéticas e a solubilidade
do PEG também foi estabelecida. Demonstramos que o efeito salting-out ¢ o
responsavel por mudancas estabelecidas na interagdo do analito com o nanoporo.
Adicionalmente as constantes de interagdo PEG/nanoporo sdao dependentes do potencial
transmembrana indicando que o polimero ndo idnico (PEG) atua como uma molécula
com carga elétrica em meio aquoso i0nico. Estabelecemos também que a sensibilidade
do sensor ao PEG depende fortemente do tipo de ion presente na solucdo banhante do
nanoporo.

Palavras-chaves: Nanoporo; Sensores estocasticos; Efeitos de Hofmeister; Salting-out.



ABSTRACT

The interaction of single molecules with single nanopores is important in several
biological, chemical and physical processes because it can provide the development of
analytical devices, such as sensors, biosensors, mass spectrometers and molecular
sequencers. In this context, the nanopore formed by a-hemolysin (o-HL) of
Staphylococcus aureus is very studied for the development of sensor devices due to
their structural and functional characteristics. Several strategies are adopted to improve
its detection ability, such as the use of molecular adapters and chemical modification of
the nanopore. In this work, our approach is different, we modify the ionic composition
of the bath solution of the nanopore protein. lons in aqueous environment can cause
specific effects known as Hofmeister effects. According to their influence on the
structure of water, the ions can be classified as kosmotropic and chaotropic. The change
in the structure of water in turn can influence the structure and solubility of the co-
solutes. Then the ionic composition of the solution may change the interaction of
solubilized molecules. The goal of this study was to investigate the specific effects
induced by cations and anions from Hofmeister series on the interaction of single
molecules with nanopores. The preparation of planar lipid bilayer, and single nanopore
insertion into membrane, and records of ionic currents were conducted in conditions of
voltage clamp. In the bath solution, we use the anions from group VIIA, forming salts
with K, and cations from group IA plus ammonium ion, forming salts with CI™ at 4M
concentration. The interaction of the analyte with the nanopore causes a blocking
characteristic in ionic current through the pore protein. The analysis of these molecular
events permit to determine the kinetic constants of the analyte-nanopore interaction. The
influence of the anions and cations here investigated in interaction of the analyte
(polyethylene glycol 1294, PEG 1294 ) with the nanopore is very dependent on the type
of salt. All ions used in this study induced specific effects in confined spaces. With
regard to the influence on the on-rate constant, all anions followed the typical
Hofmeister series: F* > CI" > Br" > I'. For the off-rate constant and solubility of PEG, we
found an inverse Hofmeister sequence: F* < CI' < Br" <I'. However, the influence of the
cations on the rate constants didn’t follow the Hofmeister series. For the on-rate
constant, we obtained the following sequence: Cs* > K" >Rb" > Na’ > NH," > Li". For
the off-rate constant, we obtained : K* < Rb" < Cs" < Na" < NH," < Li". Strong
correlation between the changes of the rate constants and the PEG solubility was
established. We suggest that the salting-out effect is responsible for the changes on the
interaction analyte/ nanopore. Additionally, we found that the rate constants are
dependent on voltage transmembrane indicating that the non-ionic polymer (PEG) acts
as a molecule with electric charge in an aqueous environment. We also established that
the sensitivity of the nanopore it was strongly dependent on the type of ion present in
the bath solution. So, the choice of the optimal electrolyte is an important step to
stochastic sensors based on a single nanopore.

Keywords: Single nanopore; Hofmeister series; Specific ions effects; Salting-out.
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Capitulo 2: Effects of alkali and ammonium ions in the detection
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(pink circles), K" (blue triangles), Rb" (gray squares), Cs" (green triangles) and NH," (red
circles) chloride. Activity coefficient of alkali- and ammonium chlorides as a function of
its concentration (c) and asymmetry of G-V curves (d). Values of the activity coefficients
were taken from the literature. Dashed line is a first-order regression for the data.
Correlation coefficient is shown in figure. Lines were drawn to guide the eye. First-order
regression was used to fit the data and the standard deviations were omitted for clarity.

FIGURE 2: Effect of trans-side addition of PEG1294 to membrane-bathing solutions on
nanopore conductance. PEG concentrations and type of salt are shown in figure. The result
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FIGURE 3: Typical traces of the ion current through single aHL channels in the presence
of PEG1294 in the bath solution at a time resolution of 0.1 ms. (Arrows) Voltage shift from
zero to 40 mV. Alkali- or ammonium chloride concentration was 4 M. Type of the
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(CsCI). (Inset in d) Detection limit of PEG with aHL nanopore is dependent significantly
on the cation type. The arrows indicate the lowest (CsCl: 0.52 = 0.12 mM) and the highest
(110.2 £ 5.2 mM) background equivalent PEG concentration at an event frequency of 1
Hz. The highest sensitivity was established for CsCl solution and the lowest for LiCl. First-
order regression fitted well for the data with a slope of 1.01 £ 0.08 and the correlation
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1. INTRODUCAO

Os biossensores sao dispositivos analiticos, que possuem como elemento sensor
um componente bioldgico em contato direto com o elemento de transducgdo, que
detectam rapidamente analitos quimicos e/ou bioldgicos qualitativa e quantitativamente
(SHELLER et al., 2001). Possuem grande importancia devido a sua capacidade de
resolver um niimero potencialmente grande de problemas analiticos e desafios em areas
diversas como defesa, agricultura e seguranca alimentar, monitoramento ambiental,
medicina, farmacologia, industria, entre outros (KIRSCH et al., 2013). Assim sendo, o
desenvolvimento de novos sensores e biossensores desperta interesse na comunidade
cientifica.

O biossensor baseado no nanoporo proteico unitario, formado pela alfa-
hemolisina (a-HL) de Staphylococcus aureus, vem desenvolvendo-se nos ultimos anos
como versatil detector de molécula unitaria. O principio do sensoriamento ¢ baseado no
transporte das moléculas individuais através do nanoporo gerando decréscimos
(bloqueios) detectaveis da corrente idnica do poro permitindo a sua identificacdo e
quantificagdo. O nanoporo sensor ¢ talvez a mais recente técnica de detec¢do de
molécula unitaria desenvolvida at¢é o momento, oferece uma plataforma de detecao
altamente sensivel, rapida e multifuncional. Em menos de duas décadas, pesquisas nesta
area permitiram uma gama de estudos sobre biomoléculas pequenas, 4cidos nucléicos e
proteinas (WANUNU, 2012). O melhoramento da capacidade de deteccdo, ou seja, o
aumento da sensibilidade do nanoporo € essencial.

Muitos grupos investigam métodos para melhorias na capacidade de detecgdo
por meio do uso de adaptadores moleculares ou pela modificagdo quimica do nanoporo.
Neste trabalho, a nossa abordagem ¢ diferente, uma vez que nao modificaremos o
nanoporo e sim a composic¢do i6nica da solu¢do que banha o sistema nanoporo-sensor.
Estudos anteriores (RODRIGUES et al., 2008; GURNEYV et al., 2009) mostraram que a
composi¢do i0nica da solugdo banhante do sensor nanoscopico pode alterar a energia de
interacdo do complexo analito-nanoporo, e desse modo, modifica-se a sensibilidade do
Nnanoporo.

Os ions promovem efeitos especificos em diversos sistemas devido a capacidade
que possuem de ordenar menos ou mais moléculas de dgua ao seu redor. Assim, pode-se
classificar o ion em caotrdpico (fracamente hidratado) ou cosmotropico (fortemente

hidratado) dependendo da quantidade de moléculas de agua que se ordenam ao redor do
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ion. Os efeitos especificos induzidos por ions em diversas condi¢des sdo conhecidos
como os efeitos de Hofmeister. Apesar dos inumeros estudos desde o seu primeiro
relato (HOFMEISTER, 1888), ndo ¢ elucidado como esse fendmeno apresenta-se em
sistemas confinados. Portanto, neste trabalho investigamos os efeitos especificos
induzidos pelos cations e anions da Série de Hofmeister na interacdo de moléculas
unitarias organicas com nanoporos individuais protéicos visando o entendimento dos
mecanismos moleculares do processo, bem como estabelecer as condi¢cdes Otimas para
utilizagdo dos nanoporos como sensores estocasticos para diversas moléculas organicas.

Este trabalho estd dividido em trés segdes (revisao da literatura, objetivos e
conclusdes) e trés capitulos (artigos € manuscrito). A secao revisdo da literatura tem o
intuito de introduzir conceitos basicos, porém, contextualizados sistematicamente para a
fundamentagdo e entendimento da tematica abordada nesse trabalho. Na secao objetivos,
sdo apresentadas as proposicoes dos objetivos atingidos com o desenvolvimento da tese.
Em seguida, sdo apresentados dois artigos € um manuscrito, nos capitulos 1, 2 e 3,
respectivamente. O Capitulo 1 trata do estudo da influéncia dos anions halogénios,
formando sais com o ion potéssio, na formagao do complexo polietilenoglicol-nanoporo
visando o entendimento dos efeitos especificos desses ions em sistemas confinados. No
Capitulo 2, investigamos os efeitos especificos induzidos pelos cations da familia 1A e
o ion amdnio, formando sais com o ion cloreto, nos parametros cinéticos, constantes de
interacdo do complexo polietilenoglicol-nanoporo e na sensibilidade do sensor. No
Capitulo 3, investigamos a influéncia dos ions halogénios na solubilidade do
polietilenoglicol (PEG) experimental e teoricamente. Por fim, na secdo conclusoes

expomos as dedugdes e consideragdes finais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agua

A 4gua tem importancia vital para os seres vivos, esta presente em 70% ou mais
da massa dos organismos vivos, sendo essencial para a estrutura, estabilidade, dindmica
e funcdo das mais diversas macromoléculas biologicas (LEVY & ONUCHIC, 2006;
LEHNINGER, 2011).

A molécula da dgua tem uma estrutura quimica simples, composta por dois
atomos de hidrogénio ligados covalentemente a um atomo de oxigénio. Cada dtomo de
hidrogénio compartilha um par de elétrons com o atomo de oxigénio (LEHNINGER,
2011). Este compartilhamento ¢ desigual o que resulta em uma distribuicao assimétrica
dos elétrons sobre a estrutura da 4gua dotando esta molécula de um forte carater dipolar.

Por meio de analises de absor¢do no infravermelho, foram estimadas que as
ligagdes interatdbmicas na molécula de 4dgua formam um angulo de
104.5°(NORDLUND, 2011), assim a molécula da 4gua assume uma conformacao
semelhante a um tetraedro com os dois atomos de hidrogénios e os elétrons nao
compartilhados ocupando os cantos do tetracdro (HARPER, 2003).

Apesar da simplicidade estrutural, a 4agua possui algumas propriedades
incomuns, resultante da sua capacidade em formar ligacdes de hidrogénio entre as suas
moléculas. Uma dessas propriedades peculiares ¢ a sua densidade maxima a 4 °C
(POOLE et al., 1994). A ligacao de hidrogénio ¢ reconhecida como a principal forca
intermolecular determinante dos padrdes espaciais e dindmicos da agua, contudo a
natureza da dgua pode depender também da competig¢@o entre forcas de van der Waals e
ligagdes de hidrogénio (LIN et al., 2009). Estudos indicam que for¢as de van der Waals
podem estar envolvidas na densidade da 4gua, modulando fortemente a flexibilidade da
rede de ligagdes de hidrogénio dando origem a méxima densidade na 4gua liquida e
fazendo com que o gelo seja menos denso do que a dgua no estado liquido (WANG et
al., 2011).

Por ser um forte dipolo e possuir alta constante dielétrica (78.5 a 25 °C), a agua
¢ um excelente solvente para ions (HARPER, 2003). De fato, quanto maior a constante
dielétrica de um solvente maior serd seu poder de solvatagdo. A alta constante dielétrica
da 4gua blinda o potencial coulombico dos ions evitando a agregacao e cristalizacdo de

ions de cargas opostas. Da mesma maneira, a d4gua ¢ um eficiente solvente para
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polieletrolitos, como proteinas e 4acidos nucléicos, também pela blindagem das cargas

presentes nas estruturas de tais biomoléculas (BALL, 2008).

2.2 ions

fons sdo ubiquos na natureza e possuem papel importante em diversos sistemas e
processos (por exemplo: quimico, bioquimico, fisiologico, tecnologico, entre outros).
Em condi¢des normais, ions isolados ndo sdo encontrados como entidades livres, eles
tendem a agregar-se formando sais iOnicos eletroneutros (ou, em casos especiais,
liquidos i16nicos) devido a natureza e a grande magnitude das interagdes eletrostaticas.
Entretanto, a situagdo ¢ diferente em solventes polares, principalmente a agua, que sdo
capazes de dissolver os ions, isto €, de estabiliza-los como entidades dissociadas, pelo
menos até certa concentragcdo correspondente a saturagdo. Esta estabilizacdo tem a sua
origem nas interacdes eletrostaticas entre os ions isolados e os dipolos da agua, ou seja,
nas forcas de solvatagio especificas (HUNENBERGER & REIF, 2011).

Caso o solvente seja a agua, o processo de solvatacdo ¢é denominado de
hidratagcdo e refere-se a uma camada de moléculas de agua ligadas fortemente que
circunda cada molécula ou ion dissolvido. Esta camada de hidratacdo ¢ o resultado das
forcas intermoleculares entre o soluto e o solvente (REICHARDT & WELTON, 2011).
No caso dos ions, para os anions, as moléculas de agua se ordenam com o poélo positivo
voltado para o ion, fazendo com que as moléculas de dgua permane¢cam mais fortemente
ligadas ao redor do anion. No caso dos cations, a parte voltada para o ion é o pdlo
negativo, o que faz com que as moléculas de dgua se agrupem de forma mais fraca ao
redor do ion (Figura 1) (BALL, 2008).

Os anions sao mais hidratados do que os cations para o mesmo raio i6nico. Os
atomos de hidrogénio da agua se aproximam do anion de modo mais eficiente do que os
atomos de oxigénio, hidratando assim melhor o anion. Segundo Collins (1997), hé pelo
menos duas razdes para a maior hidratacdo dos anions: 1. calculos de mecanica quantica
indicam que os anions, por interagirem com o atomo de hidrogénio da agua, formam
uma camada interna de ligagdo de hidrogénio com as moléculas de dgua de solvatagao,
enquanto que, os cations que interagem com o oxigénio da 4gua ndo formam essa
camada; 2. a transferéncia de carga para o solvente caracteriza forte hidratagao, como o
atomo de oxigénio da dgua ¢ muito eletronegativo, ¢ mais facil aceitar carga negativa

dos anions do que carga positiva dos cations.
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Figura 1: Modelo de hidratagdo de ions. (a)

3 (i Modelo convencional de hidratacdo de
30 O’% . g anions e cations. (b) Orientagdes da

a agua através do atomo de hidrogénio de

molécula de 4gua reveladas pela técnica de
difracdo de néutrons. Na camada de

hidratagdo, o anion cloreto coordena-se com

:)]Il . modo que a ligacdo H-O---Cl" é quase linear
(linha tracejada), enquanto que para o cation

i # niquel a molécula de 4gua orienta-se com o

@ @ cation por meio do atomo de oxigénio

voltado para o ion (linha tracejada).

Adaptada de BALL, 2008.

2.3 Série de Hofmeister

H4 mais de um século, Franz Hofmeister, Professor de Farmacologia da
Universidade de Praga, juntamente com outros pesquisadores, iniciou um estudo
sistemdtico sobre os efeitos especificos dos ions. Ele observou uma habilidade
particular de certos sais em precipitar proteinas em solu¢do aquosa e concluiu que a
eficacia dos sais em precipita-las aumenta com a sua capacidade em “ordenar” a dgua ao
seu redor. Seus achados permitiram classificar os sais em dois grupos: um primeiro
grupo de sais conforme sua eficiéncia em precipitar proteinas (salting-out) e um
segundo grupo de sais de acordo com sua eficdcia em solubilizar proteinas (salting-in)
originando a Série de Hofmeister ou série liotropica (HOFMEISTER, 1888; KUNZ et
al., 2004; TADEO et al., 2007).

Efeito salting ¢ a mudanca na solubilidade de um nao-eletrolito em meio aquoso
resultante da adicdo de um eletrélito. Pode ocorrer uma diminuicdo (salting-out) ou
aumento (salting-in) na solubilidade de um nao-eletrdlito com a adicdo de
concentragoes crescentes do sal. Matematicamente, a influéncia de um eletrolito sobre a
solubilidade, em meio aquoso, de um nao-eletrolito pode ser expressa pela equacio de

Setschenow, definida a seguir:

log (so/s) =kcy,  Eq. (1)
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onde, Sy e § sdo as solubilidades de um nao-eletrélito em agua pura e em solucao
eletrolitica, respectivamente, ¢, é a concentragdo de sal, e k é a constante salting. Valor
positivo de k indica salting-out e valor negativo indica salting-in. O valor de k é a soma

das constantes salting catiénica (k') e anidnica (k') (LO NOSTRO & NINHAM, 2012).

Como os cations e anions possuem constantes salting diferentes, as diversas
combinagdes que eles podem realizar formando sais sdo diferidas pela sua tendéncia em
promover salting-out. Isso tem sido atribuido as diferengas de: estrutura, tamanho,
densidade de carga, hidratagdo, e polarizabilidade do ion, bem como, a polarizabilidade
do solvente. O efeito da adi¢do de sais em solug¢des de ndo-eletrolitos € muito complexo
devido aos diferentes tipos de intera¢des intermoleculares envolvendo os ions, o
solvente e as moléculas do soluto (LO NOSTRO & NINHAM, 2012).

Os ions induzem efeitos na estrutura da agua alterando a formagdo natural das
ligagdes de hidrogénio, consequentemente, as moléculas de dgua se ordenam de forma
diferente ao redor de cada ion. Assim, pode-se classificar o ion em fracamente hidratado
ou fortemente hidratado dependendo da quantidade de moléculas de agua que se
ordenam ao redor dele (Figura 2). De acordo com a sua atua¢do na estrutura da agua, os
ions da Série de Hofmeister podem ser classificados como:

e Cosmotrdpicos: sulfato (SO,%), fluoreto (F), calcio (Ca™), magnésio
(Mg"?), entre outros.
e Caotropicos: tiocianato (SCN"), perclorato (ClOy4"), iodeto (I'), amonio

(NH,"), entre outros.

FORTEMENTE HIDRATADO FRACAMENTE HIDRATADO

Anions:S0,2- HPO,2- F- 4 CI- Br - I - NO5 - CIO,’
Cosmotropicos 2 > Caotropicos

CétIOI"IS: Mg+2 - Li+ - H+ = Na+ i K+ = Rb+ - CS+ . NH4+ = N(CH3)4

FIGURA 2: Sequéncia de alguns ions da Série de Hofmeister. Os ions podem ser classificados
de acordo com sua capacidade de hidratagdo em cosmotropico (fortemente hidratado) ou

caotropico (fracamente hidratado). Adaptado de YANG, 2009.
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De modo geral, os cosmotropicos possuem a capacidade de estruturar as
moléculas de dgua e estabilizar proteinas, enquanto que, os caotropicos desestruturaram
as moléculas de agua e desestabilizam proteinas (ZHANG & CREMER, 2006). Os ions
cosmotropicos possuem interacdo mais forte com moléculas de agua do que as
moléculas de dgua entre si (Figura 3), ja os caotropicos no contrario, interagem com a

agua mais fracamente do que as moléculas de agua entre si (LO NOSTRO et al., 2006).

-.._f;. e _"---_-*"_:gr-_---""’ FIGURA 3: fon e camada de hidratagao.
& . ’ N ¢ Representagdo esquematica da estruturagao

» T p o
4 TR = I das moléculas de agua ao redor de um

._ ES sl
gb 9 ¥ anion cosmotropico. A circunferéncia
y b Oy _1'- tracejada indica a organizacdo da segunda
G n' B camada de hidratagdo. Adaptado de

o ) ‘:[ 0
o - . ZHANG & CREMER, 2006.
g o - 4

A sequéncia dos ions de Hofmeister apresentada na Figura 2 representa a
influéncia dos ions na dgua. Porém, esta sequéncia ndo ¢ fixa e depende do sistema em
estudo, alguns ions podem mudar a sua posicdo na série ou até mesmo inverté-la, ou
seja, um dado ion pode interagir com apenas moléculas de dgua ou com uma
macromolécula podendo apresentar um comportamento caotropico ou cosmotropico a
depender do sistema (LYKLEMA, 2009; KUNZ, 2010).

Em geral, e somente para ions inorganicos, os efeitos especificos dos cations sao
menos pronunciados do que os efeitos especificos dos anions, pois as interacdes dos
anions com a agua sao mais fortes do que com os cations para 0 mesmo tamanho e
densidade de carga absoluta. Contudo, isto ¢ apenas valido quando as interagdes ion-
agua sao dominantes para os efeitos especificos do ion. Quando as interagdes diretas
ion/ion ou ion/co-soluto sao predominantes, os efeitos especificos dos cations podem
ser da mesma ordem de intensidade como nos efeitos especificos dos anions (KUNZ,
2010).

O parametro fisico-quimico mais utilizado para descrever a série de Hofmeister
de maneira quantitativa ¢ o coeficiente B de viscosidade de Jones-Dole. Os ions podem
ser sistematicamente classificados como caotrdpicos ou cosmotropicos a partir do sinal
desse coeficiente. O coeficiente B de viscosidade de Jones-Dole correlaciona-se com a

densidade de carga dos ions e oferece informacdes relativas a hidratagdo dos ions
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(JENKINS & MARCUS, 1995; COLLINS, 1997). Para uma ampla faixa de
concentracdes, entre 5 x 10~ a 1 M, a viscosidade especifica ¢ definido pela seguinte

equacao:

n/n-1+Ac"?+Bec (Eq.2)

onde, ¢ ¢ a concentracdo do sal; 7 ¢ a viscosidade da solucdo eletrolitica aquosa; 7y ¢ a
viscosidade da 4gua pura a mesma temperatura; A ¢ um termo eletrostatico, que em

concentragdes moderadas do sal € igual a 1; e B é uma medida direta da for¢a das

interagdes ion-agua normalizada com a for¢a das interacdes agua-dgua no seio da
solucao (bulk solution).

O coeficiente B permite-nos dividir os ions em dois grupos: coeficientes B com
sinal negativo para ions fracamente hidratados (ions caotropicos, # < 779) € coeficientes
B com sinal positivo para ions fortemente hidratados (ions cosmotrépicos, 1 > 79) (LO
NOSTRO & NINHAM, 2012). Os valores dos coeficientes de viscosidade B de Jones-
Dole para uma série de ions sdo apresentados na Tabela 1. O ponto no qual esse
parametro muda de sinal representa o comportamento ideal definido pela forca de
interacdo agua-agua no seio da solucdo (COLLINS, 2004). Nessa mesma tabela, sdo
também apresentados os valores de nimeros de hidratagdo dinamica aparente (ADHN,
apparent dynamic hydration numbers) que indicam o nimero de moléculas de agua

fortemente ligadas ao ion (KIRIUKHIN& COLLINS, 2002).
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TABELA 1: Valores dos coeficientes B de viscosidade Jones-Dole (B) ¢ dos ADHN (niimeros
de hidratacdo dindmica aparente) para diversos cations e anions. Fonte: tabela adaptada de

COLLINS, 2006.

Citions B ADHN Anions B ADHN
Mg* 0.385 5.8 PO, 0.590 5.1
Ca" 0.285 2.1 HPO,” 4.0
H,PO,” 1.9
CH;CO; 0.250
Ba*’ 0.22 0.35 S0, 0.208 1.8
H' 1.93
Li* 0.150 0.6 F 0.1 5.0
HO 2.8
Na® 0.086 0.22 HCO, 0.052 2.0
K* -0.007 0 Cr -0.007 0
NH,* -0.007 0 Br -0.032 0
Rb* -0.030 0 NO;y -0.046 0
Cs' -0.045 0 ClO4 -0.061 0
I -0.068 0
SCN -0.103 0

2.4 Efeitos especificos dos ions

Efeitos especificos induzidos por ions em diversas condigdes sdo conhecidos
como os efeitos de Hofmeister (Figura 4). Os efeitos dos ions dessa série sdo
observados em vdrias situagdes como na estabilidade de proteinas (TADEO et al.,
2009), interagdes proteina-proteina, cristalizacdo de proteinas (COLLINS, 2006),
atividade enzimatica (NISHIMURA et al., 1999), estruturacdo e desnaturacdo de
macromoléculas bioldgicas (ZHANG & CREMER, 2006), crescimento bacteriano,
estruturas anfifilicas (LO NOSTRO et al., 2006). Além disso, a Série de Hofmeister ¢
observada em muitos fendmenos fisico-quimicos como tensdo superficial (PEGRAM &
RECORD, 2007), concentragdo micelar critica (WANG & SATOH, 2009) e
estabilidade coloidal (LOPEZ-LEON et al., 2005).
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SERIE DE HOFMEISTER

COSMOTROPICOS CAOTROPICOS
T Tensdo supetficial L Tenséo supericial

T Solubilidade de proteinas
oalting-in {solubilizacaa)

L Solubilidade de proteinas
salting-out (agregacan)

L Desnaturagdo protéica T Desnaturagdo protéica

T Estabilidade protéica L Estabilidade protéica

FIGURA 4: Efeitos especificos dos ions. Sequéncia dos anions da Série de Hofmeister e
exemplos de alguns efeitos especificos promovidos por cosmotropicos e caotropicos. Adaptado

de ZHANG & CREMER, 2006.

Os efeitos especificos dos ions sdo dependentes da concentracdo do sal.
Geralmente, em baixas concentracdes de sal (<0,1 M) quase ndo se observa
especificidade i6nica, pois as interacdes eletrostaticas sdo dominantes. Contudo, em
concentragdes intermediarias (0,1 at¢é 2 M), os efeitos especificos sdo mais
pronunciados e observados, pois nessa situacdo as interacdes eletrostaticas sdo
blindadas significativamente (KUNZ, 2010).

Diversas teorias foram propostas na tentativa de explicar os efeitos dos ions nos
diferentes sistemas. As primeiras tentativas para explicar a especificidade i0nica
referem-se a habilidade do fon em quebrar ou realizar ligagdes de hidrogénio
considerando, apenas, as forgas eletrostaticas e de hidratacdo. Uma das teorias classicas,
a teoria Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek (DLVO) de interagdes entre particulas
coloidais, faz um balango entre as forcas atrativas de van der Waals (forca atrativa de
curto alcance) e as forcas repulsivas da dupla camada elétrica. Uma das principais
aproximacodes na teoria DLVO ¢ o uso da equagao de Poisson-Boltzman para descrever
as interacoes eletrostaticas. Esse método trata os ions como cargas pontuais € somente
pode ser adotado em situagdes de baixa concentracdo de sal (at¢ ~0,01 M) onde as
forcas eletrostaticas sdo dominantes, consequentemente, para descrever os efeitos dos
ions essa teoria ndo ¢ a ideal. Para solucionar essa simplificacdo, Ninham e cols
(BOSTROM et al., 2001) propuseram a incorporagio do termo referente ao potencial de

dispersdo na teoria DLVO, a partir desse modelo modificado foi possivel analisar os
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efeitos especificos dos ions na interagdo com particulas carregadas e em concentragdes
acima de 0,01 M (ZHANG & CREMER, 2006).

Contudo, os efeitos especificos dos ions ndo conseguem ser bem explicados
apenas pelas teorias classicas baseadas nas forcas eletrostaticas. O tamanho dos ions ¢ a
estrutura da agua devem ser considerados também, pois os ions afetam a estrutura e a
dinamica da agua, principalmente, nas suas camadas de hidratagdo (XIE et al., 2014).
Com uma abordagem relativamente simples, Collins (2004) propés uma teoria
denominada Lei de Coincidéncia de Afinidades pela Agua (em inglés: “Law of
Matching Water Affinities”) para explicar os efeitos de Hofmeister. Essa teoria permite
interpretar os efeitos especificos dos ions qualitativamente e baseia-se, principalmente,
na concepcao de que ions de cargas opostas em solu¢do formam esferas internas de
pares i0nicos espontaneamente somente quando estes ions possuem energias livres de
hidratacdo absolutas similares (afinidades iguais pela agua). A energia livre de
hidratacdo absoluta de um ion ¢ uma fun¢do monotdnica da sua densidade de carga de
superficie, a partir disso, segundo essa lei, ha uma tendéncia de ions com cargas iguais
se ordenarem de acordo com o tamanho: anions grandes formam esferas internas de
pares i0nicos com cations grandes, enquanto que, anions pequenos formam esferas

internas de pares i0nicos com cations pequenos (Figura 5) (COLLINS, 2006).

CERO N O

pequeno pequeno pequeno - pequeno
B
+ —
grande grande grande - grande
+
H0-H:0
pequeno grande

FIGURA 5: Representagdo esquematica da teoria da Lei de Coincidéncia de Afinidades
pela Agua. O tamanho do fon controla a tendéncia de fons de cargas opostas formarem esferas
internas de pares idnicos. (A) fons pequenos de sinais opostos formam esferas internas de pares
i6nicos em meio aquoso espontaneamente; (B) fons grandes de sinais opostos formam esferas
internas de pares i6nicos em meio aquoso espontaneamente; (C) ions de tamanhos diferentes e

com sinais opostos ndo formam espontanecamente esferas internas de pares idnicos em meio

aquoso. Adaptado de COLLINS, 2004.
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Basicamente, nessa teoria, ions simples sdo considerados como uma esfera com
uma carga pontual no centro. Quando os ions sdo pequenos, as moléculas de agua
circundantes estao firmemente ligadas (ions cosmotrdpicos), enquanto que, quando os
ions sdo grandes a camada de hidratacdo fica ligada fracamente ao ion (ion caotrépico)
(KUNZ & NEUEDER, 2010). Partindo da premissa da lei de Collins, sais com
combinagdo de cation-anion cosmotrdpico-cosmotropico ou caotropico-caotropico (ou
seja, associacdo de ions que possuem valores proximos de energias livres de hidratacao)
possuem uma tendéncia de formar par i6nico mais forte do que combinagdes cation-
anion cosmotrdpico-caotropico ou caotrdpico-cosmotropico (XIE et al., 2014). Varios
grupos vém tentando validar a teoria de Collins utilizando métodos de simulagao
computacional (VLACHY et al., 2009; XIE & GAO, 2013; XIE et al., 2014). Fennel e
cols. (2009) investigaram a interagdo ion-ion em meio aquoso por meio de simulagdes
por dindmica molecular, permitindo uma interpretacdo microscopica das observagdes
empiricas da lei de Collins, e demonstraram que as simulagdes foram consistentes com
as proposigoes da lei.

Termodinamicamente, quando um sal ¢ composto por dois ions que possuem
energias livres de hidrata¢do similares (sais cosmotropico-cosmotropico ou caotropico-
caotrdpico) sua solubilizagdo em meio aquoso ¢ um processo endotérmico (AHgo > 0),
ou seja, ocorre a produ¢do de uma solucdo fria sugerindo que ndo estdo ocorrendo
interacoes fortes do ion com a dgua (COLLINS, 2004). A absor¢do de calor corresponde
a formacao de pares i0nicos e ¢ considerada um processo energeticamente favoravel. No
caso do par cosmotropico-cosmotropico, a tendéncia favoravel na formacdo do par
ionico ¢ atribuida a grande intera¢do eletrostatica entre os dois ions pequenos que
supera a forte ligacdo da dgua aos ions. J4 no caso do par caotropico-caotropico, a
reacdo de absorcao de calor ocorre porque os ions caotropicos sao comprimidos pela
agua, deste modo, a dgua pode realizar ligagdes, mais favoraveis energeticamente, com
outras moléculas de dgua no seio da solugdo em vez de realizar as fracas ligacdes ion
caotropico-agua (LO NOSTRO & NINHAM, 2012). Porém, quando o sal possui ions
constituintes com energias livres de hidratagao diferentes (sais cosmotropico-caotropico
ou caotropico-cosmotropico) a sua solubilizagdo em meio aquoso € um processo
exotérmico (AHso < 0), hd a formagdo de solugdes quentes, sugerindo que hd uma forte
interagdo do ion pequeno (cosmotropico) com a dgua e que os ions de cargas opostas do
sal dissolvido tendem a ficar separados (LO NOSTRO & NINHAM, 2012).

A Figura 6 relaciona a entalpia da solucdo com a diferenca entre as energias

livres de hidratacdo dos ions constituintes do sal. Podemos observar que os sais que
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estdo acima da linha sélida horizontal (em zero) produzem solugdes frias na dissolugdo;
enquanto que, os sais que estdo abaixo da linha produzem solugdes quentes na
dissolugdo em meio aquoso. Como todos os sais apresentados nessa figura sao
monovalentes, os campos elétricos de longo alcance gerados por cada sal devem ser
muito similares, desse modo, os diferentes comportamentos observados devem ocorrer,

provavelmente, por diferencas na forca de interagdo quimica de curto alcance com a

agua (COLLINS et al., 2007).

+10— +10—

CAOTROFICO- CAOTROFICO

O

COS.‘.IO’IFOPIC‘O— COSMQTRGPICO

3 3
E E
g KFO g
e 5T > 5
REFO . )
CAOTROPICO - COSMOTROFICO
10~ OLsF 10

COSMOTROPICO - CAQTROPICO

i 1 1 5 1 l | 1 [ i
-60 =40 20 +20 +40 +60 -60 -40 -20 0 +20 +40 +60
(W..-W.), keal mole” (W,.-W.,..), keal mole”

FIGURA 6: A energia de hidratacdo dos sais de Hofmeister. (A) Relacdo da entalpia da solugdo
de sais (em dilui¢do infinita) com a diferenca entre as energias de hidratagdo absoluta dos
anions e cations constituintes de cada sal. (B) Identificagdo dos ions como caotropicos ou

cosmotropicos. Figura adaptada de COLLINS et al., 2007.

2.4.1 Influéncia dos sais em sistemas confinados

Os canais 10nicos representam um ambiente onde ciclos de hidratacdo e
desidratacao dos ions permeantes ocorrem sistematicamente. Os efeitos de Hofmeister
devem ser perceptiveis nos casos em que as dimensdes do canal correspondem ao
diametro do fon a ser transportado, como os canais de K dependentes de voltagem
(COLLINS, 1995).

Um dos primeiros estudos avaliando a influéncia dos ions nas caracteristicas
fisicas dos canais i6nicos foi realizado por Grigorjev e Bezrukov em 1994. Eles
avaliaram a influéncia dos ions halogénios (F", CI', Br', I'), formando sais com o K", nas

propriedades biofisicas (condutancia e seletividade) do canal i6nico formado pelo



30

antibidtico roflamycoin. Tanto a condutdncia quanto a seletividade idnica foram
dependentes do tipo de eletrélito. A condutancia do canal i6nico unitario aumentou ao
longo da série F* < ClI'< Br' < I'. Com relagado a seletividade, observou-se uma reducao
gradual da seletividade anionica do canal i6nico ao longo da sequéncia F*> ClI">Br >1T.
Houve uma inversdo na seletividade, partindo de uma seletividade anionica com KF
para uma seletividade cationica com KI. Estabeleceu-se que quanto maior for a natureza
caotrdpica do anion, mais forte ¢ a ligacdo dos anions na estrutura protéica do canal e
este desenvolve uma seletividade catidnica devido a redugdo da barreira eletrostatica
para os cations.

O estudo dos efeitos dos ions em sistemas confinados, como o0s sensores
estocasticos baseados no nanoporo protéico unitario, também vem se intensificando nos
ultimos anos, tendo em vista a grande importancia biotecnologica deste sensor
(GURNEYV et al., 2009; BHATTACHARYA et al., 2011). Particularmente, Rodrigues e
cols. (2008) mostraram que o simples aumento da concentracdo do KCI (de 1M para
4M) melhora qualitativamente as caracteristicas do sensor formado pela a-hemolisina
de Staphylococcus aureus em bicamada lipidica plana. Nesse estudo, foi estabelecida
uma forte relagdo entre o aumento da concentragdo do sal com o nivel de resolug¢do do
sensor para moléculas unitarias do PEG e com a solubilidade do polimero indicando a
importancia do efeito salting-out do KCL.

Diante desse cenario surgiu a motivagdo para esse trabalho, a de investigar a
influéncia dos anions e cations da série de Hofmeister na sensibilidade e no sistema de
deteccdo do biossensor baseado no nanoporo protéico unitario formado pela o-HL de

Staphylococcus aureus.

2.5 Biossensor

Biossensor ¢ um dispositivo analitico que integra um elemento de
reconhecimento bioldgico ou derivado bioldgico a um transdutor. O elemento de
reconhecimento interage seletivamente com um analito, de forma direta ou indireta,
produzindo um sinal bioldgico que ¢ captado pelo transdutor que o converte para um
sinal elétrico mensuravel e correlacionado com a concentrag¢do ou atividade do analito
presente na amostra (OTLES & YALCIN, 2012).

O biossensor pode ser representado, em um diagrama de blocos, por trés partes
(Figura 7). A primeira parte ¢ composta pelo elemento sensor (camada de

biorreconhecimento) que ¢ um elemento bioldgico (por exemplo: enzima, 4cido
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nucleico, anticorpo, proteina, entre outros) que possui a propriedade de reconhecer
seletivamente e interagir com o analito. A interagdo resulta na alteracdo de uma ou mais
propriedades fisico-quimicas (modificacdo de pH, transferéncia de elétrons, variacao de
massa, transferéncia de calor, liberacdo de gases ou ions) que sdo captadas e medidas
pelo transdutor. A segunda parte ¢ composta pelo transdutor o qual funciona como um
estagio que capta os eventos bioldgicos, ocorridos na etapa de detec¢dao, e os
transformam em sinais eletronicos proporcionais em magnitude e/ou frequéncia a
concentragdo de um determinado analito ou grupo de analitos que interagem com o
elemento sensor. A terceira parte (processamento) diz respeito a saida de dados na
forma de sinais eletronicos do transdutor para tornd-los legiveis em uma interface
humana qualquer como um medidor, um display ou tela de computador (FURTADO et

al., 2008, KOYUN et al., 2012).
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FIGURA 7: Esquema geral dos componentes de um biossensor. Adaptado de VELUSAMY et
al., 2010.

Os biossensores podem ser classificados levando em consideracdao aspectos do
mecanismo de detec¢do, de transdugdo e o modo de interagdo entre o analito € o
elemento de reconhecimento. Com relacao a natureza do elemento de reconhecimento,
os biossensores podem ser classificados como: biossensores baseados em células,
biossensores baseados em enzimas, biossensores baseados em anticorpos
(imunossensores), biossensores baseados em receptores de membrana (THEVENOT et
al., 2001). De acordo com o transdutor utilizado, o biossensor pode ser classificado
como: eletroquimico  (potenciométrico, amperométrico, condutimétrico e
impedimeétrico), optico (medida de luminescéncia, fluorescéncia, elipsometria, entre
outros), detector de massa ou piezoelétrico (relaciona a variagdo da frequéncia dos
cristais piezoelétricos com a massa), termométrico (SETHI, 1994). O biossensor ainda

pode ser classificado, de acordo com o tipo de interagdo que ocorre entre o analito € o
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elemento sensor, em catalitico (detecta as reagdes que produzem ou consomem o0
analito) ou de afinidade (detecgdo direta da concentragdo do analito) (THEVENOT et
al., 2001; RICCARDI et al., 2002; VELUSAMY et al., 2010).

O sensor utilizado neste trabalho ¢ baseado no nanoporo aquoso unitdrio
formado pela a-HL de Staphylococcus aureus inserido em uma bicamada lipidica plana.
Este dispositivo representa a classe dos sensores estocasticos que permitem a detecg¢ao
de analitos a nivel de molécula unitaria oferecendo, potencialmente, uma plataforma de
sensoriamento altamente sensivel, rapida e multifuncional (LIU et al., 2010). O termo
sensoriamento estocastico advém da interagdo molecular entre o elemento sensor ¢ o
analito a qual ¢ um processo estocastico, ou seja, o numero de moléculas do analito que
interagem com o sensor em um dado intervalo de tempo ¢ uma variavel aleatoria (DAS
et al., 2009; SHAMAIAH, 2012).

A seguir abordaremos as caracteristicas, funcionamento e aplicacdes desse

nanobiossensor.

2.6 Nanoporo da alfa-hemolisina como elemento sensor

Um poro protéico “robusto” € pré-requisito para o desenvolvimento de um
elemento sensor estocdstico. Estudos nas areas da protedomica e biologia estrutural
revelam que proteinas de membrana com configuragdo B-barril cumprem essa exigéncia
(CHEN et al, 2008). A maioria das proteinas B-barril dobra-se formando poros
aproximadamente cilindricos com as cadeias laterais hidrofilicas voltadas para o [imen
do poro e os residuos hidrofobicos interagindo com a bicamada lipidica. A estrutura
dessas proteinas ¢ estabilizada por uma disposicao espacial das ligacdes de hidrogénio
entre as fitas [ adjacentes que confere a proteina estabilidade termodinamica
(MOVILEANU, 2009).

Um modelo de elemento de reconhecimento para biossensor estocastico muito
utilizado € o nanoporo formado pela a-HL a qual ¢ uma das varias toxinas secretadas
pela bactéria Staphylococcus aureus. A a-HL € uma citolisina dotada da capacidade de
formar poros aquosos tanto em membranas biologicas (BHAKDI et al., 1991) quanto
em bicamadas lipidicas artificiais (KRASILNIKOV et al, 2000). A proteina possui peso
molecular em torno de 33 kDa e ¢ liberada na forma de monomeros de polipeptideos de
293 aminoacidos (GRAY & KEHOE, 1984) soluveis em agua, os quais se inserem em
membranas e entdo se oligomerizam para formar o poro heptamérico transmembrana

(Figura 8), permitindo a passagem de agua e de diversas moléculas pelo seu interior
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(ZHAO et al.,2009). O nanoporo formado possui comprimento de ~10 nm e o diametro
interno de ~2 nm. O conhecimento da estrutura tridimensional em alta resolucao do
poro formado pela a-HL (SONG et al., 1996), sua elevada condutancia (~ 4 nS em 4 M
KCI) (RODRIGUES et al., 2008) e sua estabilidade em solugdes aquosas com pH > 7.0
(KRASILNIKOV et al., 1988) torna o registro e analise dos eventos moleculares com

esse sensor relativamente simples e, consequentemente, atraente.
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FIGURA 8: Modelo do nanoporo formado pela a-HL inserido em bicamada lipidica e suas

dimensoes. Adaptado de GU & SHIM, 2010.

Para otimizar a identificagdo do analito, a a-HL pode ser usada na forma nativa,
genética ou quimicamente modificada para a detecg@o de ions metalicos (BRAHA et al.,
2000), DNA (VENKATESAN & BASHIR, 2011), proteinas (ROTEM et al., 2012),
pequenas moléculas organicas (RODRIGUES et al., 2011), segundo mensageiro
(CHELEY et al., 2002), enantidmeros de farmacos (KANG et al., 2006), toxinas (LIU et
al., 2010), organofosforados (WANG et al., 2009), entre outros.

Nanoporos protéicos formados pela o-HL podem ser engenheirados' utilizando a
técnica de mutagénese sitio-dirigida onde apenas um, ou um grupo de aminoacidos, que
compde a estrutura protéica do nanoporo pode ser substituido por outros aminoéacidos
gerando uma variedade de cadeias laterais de diferentes tamanhos, formas, polaridade e
reatividade. Nanoporos também podem ser modificados quimicamente. Na modificagao
quimica um aminodcido da cadeia lateral, geralmente cisteina, € seletivamente
modificado com um reagente quimico permitindo uma diversidade de funcionalidades
que podem ser incorporadas ao poro (BAYLEY et al., 2004). Além disso, ha estudos
para modular a seletividade do poro, com o uso de adaptadores moleculares

(modificacdo nao-covalente) introduzidos no limen do poro formado pela a-HL

' Termo utilizado para nanoestruturas projetadas/produzidas em laboratério.



34

tornando ainda mais estreita a sua constrigdo, ¢ desse modo, favorecendo uma
seletividade especifica com intuito de facilitar a identificagdo e a quantificagdo do
analito (KANG et al, 2006).

Nanoporos de a-HL engenheirados tém sido estudados com a finalidade de
tornar mais especifica a detec¢do do analito pelo biossensor. A deteccdo de
polipeptideos no interior do nanoporo tem suas limitagdes, como as proteinas sao muito
grandes para transitarem através do nanoporo, varias abordagens foram estudadas para
superar essa limitacio (MOVILEANU, 2009; OUKHALED et al., 2012; ROTEM et al.,
2012).

Uma delas ¢ a adi¢ao covalente da extremidade de uma cadeia polimérica, como
por exemplo, o polietilenoglicol (PEG), no interior do nanoporo. Na outra extremidade
do polimero ¢ adicionado um ligante covalentemente. Esse ligante fica livre na parte
externa do nanoporo, a interagdo do analito com esse ligante gera um sinal que ¢
transmitido para o interior do nanoporo a fim de que a corrente iOnica seja alterada e o
analito detectado (BAYLEY& JAYASINGHE, 2004; ROTEM et al., 2012) (Figura 9).
Os nanoporos protéicos engenheirados sdo utilizados na deteccdo estocastica de uma
ampla variedade de moléculas em solucdo aquosa e como uma plataforma ultrarrapida e
de baixo custo para o sequenciamento de RNA ou DNA (MAITRA et al., 2012;
ROTEM et al, 2012).

Ciclodextrina
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FIGURA 9: Exemplos de nanoporos de o-HL de Staphylococcus aureus engenheirados: (A)
poro geneticamente engenheirado, c