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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

E necesséario buscar moléculas capazes de detectar metais pesados no meio
ambiente devido a acumulacdo dessas substancias provenientes de processos
industriais e agricolas. Estudos utilizando anelideos como bioindicadores sdo uma
forma de identificar areas contaminadas por metais pesados. Neste trabalho foi
proposto o uso da hemoglobina de Amynthas gracilis como um biossensor 6tico de
deteccdo de metais pesados.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

It is necessary to search for molecules capable of detecting heavy metals in the
environment due to the accumulation of these substances from industrial and
agricultural processes. Studies using annelids as bioindicators are one way to identify
areas contaminated by heavy metals. In this work, we propose the use of Amynthas
gracilis hemoglobin as an optical biosensor to detect heavy metals.
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RESUMO

Diversos estudos com enzimas e até mesmo hemoproteinas tem mostrado um grande
avanco na fabricacdo de biossensores para monitorar e quantificar moléculas em
diferentes meios. Dentre as hemoproteinas, as hemoglobinas gigantes sao uma
classe que detém caracteristicas muito interessantes para o uso neste tipo de
ferramenta biotecnoldgica, como é o caso do biossensoriamento de metais pesados.
No presente trabalho, foi verificada a interacdo da hemoglobina extracelular de
Amynthas gracilis (HbAg) com os metais cobre, cadmio e zinco, visando um prototipo
de biossensor de metais pesados. Os ensaios biofisicos em solu¢do da HbAg frente
aos metais cobre, cadmio e zinco foram monitorados através de diversas técnicas
espectroscopicas. A imobilizacdo da HbAg foi realizada através da técnica de Layer-
by-Layer (LBL) com o auxilio do polimero polietiienoimina (PEI) em quartzo para
observar as mudancas espectrais no UV-Vis, e em eletrodo de carbono vitreo, para
avaliacdo das alteracfes eletroquimicas da HbAg frente a adicdo dos metais. Além
disso, a morfologia dos filmes também foi verificada com microscopia eletronica de
varredura e microbalanca de cristal de quartzo. Verificou-se que a HbAg néo se oxida
na presenca de cadmio e, frente ao zinco, a oxidacéo parcial é visualizada acima de
20 umol L%, além disso, nesta concentracdo, a hemoglobina sofre dissociacdo e
agregacdo. A partir de 30 umol Lt de cobre em pH 7,0 a HbAg é oxidada, dissocia-se
e perde parte de sua estrutura secundaria. Em pH 5,0, sofre maior oxidagdo. Foi
observado que o processo de imobilizacdo ndo altera as propriedades oticas da
hemoproteina e que, a partir da interacdo de 20 pmol L do metal cobre sobre as
bicamadas PEI/HbAg por 8 minutos, ha um significativo deslocamento da banda de
Soret, deslocando o madximo da banda de Soret para 409 nm na concentracéo de 70
umol L. Ademais, a interacdo do eletrodo contendo PEI/HbAg com cobre, cadmio e
zinco, monitorados por voltametria ciclica, mostraram curvas semelhantes entre si
com saturacdo do eletrodo em torno de 10 pumol L*! dos metais. Um estudo
comparativo entre a HbAg e a hemoglobina humana (HHb) imobilizada no quartzo foi
realizado com o intuito de verificar se a detecgcdo com a HbAg seria melhor monitorada
quando comparada com a HHb. Porém, ndo foram observadas alteracdes
significativas entre os dois sistemas. Todavia, através dos estudos oticos foi possivel
propor que a HbAg € sensivel ao cobre e zinco nas concentracfes analisadas em
solucéo e desta forma a potencialidade da HbAg como sensor otico foi verificada. Nao
ha seletividade da molécula quando utilizada em sensor eletroanalitico nas condi¢des
analisadas.

Palavras-chave: Hemoglobina extracelular; biossensor otico; metais pesados;

voltametria ciclica.



ABSTRACT

Several studies with enzymes and even hemoproteins have shown great advances in
the manufacture of biosensors for monitoring and quantifying molecules in different
media. Among the hemoproteins, giant hemoglobins are a class that possesses very
interesting characteristics for use in this type of biotechnological tools, such as the
biosensing of heavy metals. In this study, the interaction of HbAg with the metals
copper, cadmium, and zinc was examined, with the aim of developing a prototype
biosensor for heavy metals. The biophysical assays of HbAg in solution with copper,
cadmium, and zinc metals were monitored using various spectroscopic techniques.
The immobilization of HbAg was performed using the Layer-by-Layer (LBL) technique,
with the assistance of the polyethyleneimine polymer (PEI), on quartz to observe UV-
Vis spectral changes and on a glassy carbon electrode to evaluate the electrochemical
changes of HbAg upon the addition of metals. Additionally, the morphology of the films
was also examined using scanning electron microscopy and quartz crystal
microbalance. It was found that HbAg does not oxidize in the presence of cadmium,
while in the presence of zinc, partial oxidation is observed at concentrations above 20
umol L; moreover, at this concentration, hemoglobin undergoes dissociation and
aggregation. At 30 umol L of copper and pH 7.0, HbAg is oxidized, dissociates, and
loses part of its secondary structure. At pH 5.0, it undergoes further oxidation. It was
observed that the immobilization process does not alter the optical properties of the
hemoprotein and that, starting from the interaction of 20 umol L of copper with the
PEI/HbAg bilayers for 8 minutes, there is a significant shift of the Soret band towards
409 nm at a concentration of 70 umol L1, Furthermore, the interaction of the PEI/HbAg-
containing electrode with copper, cadmium, and zinc, monitored by cyclic voltammetry,
showed similar curves with electrode saturation occurring at around 10 pmol L of the
metals. A comparative study between HbAg and human hemoglobin (HHb)
immobilized on quartz was performed to investigate if HbAg would provide better
detection capabilities compared to HHb. However, no significant differences were
observed between the two systems. Nevertheless, the optical studies suggest that
HbAg is sensitive to copper and zinc at the analyzed concentrations in solution, thereby
proving the potential of HbAg as an optical sensor. However, there is no selectivity of
the molecule when used in an electroanalytical sensor under the analyzed conditions.

Keywords: Extracellular hemoglobin; optical biosensor; heavy metals; cyclic
voltammetry.
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1. INTRODUCAO

As minhocas séo consideradas bons indicadores de contaminacdo ambiental,
elas sdo frequentemente utilizadas como bioindicadores devido a sua sensibilidade a
mudancas no ambiente. A presenca de poluentes, como metais pesados e
substancias quimicas toxicas, podem afetar a sobrevivéncia, 0 comportamento e a
reproducdo das minhocas (SOARES; MARIANO; PAULINO, 2020; STEFFEN et al.,
2013; YADAV et al., 2023).

As hemoglobinas destes animais diferem substancialmente quando
comparadas com a Hb (Hemoglobina) da maioria dos vertebrados, apresentando uma
massa molecular de aproximadamente 3 a 4 MDa em detrimento a apenas 64 kDa
das encontradas nos seres humanos (OLIVEIRA et al., 2020; VOET; VOET, 2013). A
hemoglobina humana é uma proteina presente nos glébulos vermelhos do sangue
(eritrécitos) que é responsavel pelo transporte de oxigénio dos pulmdes para o0s
tecidos do corpo. J4 as hemoglobinas dos anelideos ndo sdo comportadas dentro de
células, sendo chamadas também de hemoglobinas extracelulares (BACHEGA et al.,
2015; MOREIRA et al., 2011).

Agentes caotrépicos podem afetar estas hemoproteinas, causando agregacao,
dissociacdo e oxidacdo do ferro presente no grupo heme (BARROS et al., 2015;
MARMO MOREIRA et al., 2006; RAMOS, 2017). Muitos grupos de pesquisa ao redor
do mundo estudam as propriedades biofisicas e bioquimicas destas moléculas a fim
entender sua estrutura, buscando também o desenvolvimento de novos produtos,
como substituto sanguineos e biossensores (MUZZELO et al., 2018; ZIMMERMAN et
al., 2017).

Baseando-se neste potencial redox das hemoglobinas, muitos trabalhos tém
sido reportados utilizando estas moléculas na confec¢cdo de biossensores. Os
biossensores baseados em hemoglobina podem ser usados para detectar uma
variedade de analitos, como glicose, acido Urico e perdxido de hidrogénio (DOS
SANTOS PEREIRA et al., 2019; HAJIAN et al., 2016; SOUZA; MORAES; FERREIRA,
2013; WANG et al., 2014). O principio de funcionamento desses biossensores é
baseado na mudanca de propriedades da hemoglobina quando ela se liga a um analito
especifico. Essa mudanca pode ser detectada por meio de técnicas espectroscopicas,
como a espectroscopia de absor¢do UV-visivel (DAMBORSKY; SVITEL; KATRLIK,
2016), ou por meio de eletroquimica (NASCIMENTO et al., 2022), como a voltametria.
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Desta forma, neste trabalho, as interagcbes da hemoglobina do anelideo Amynthas
gracilis (HbAg) com os metais pesados cobre, cadmio e zinco sdo apresentadas

buscando o desenvolvimento de um biossensor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Proteinas

Ao observarmos a vida presente na natureza, podemos notar estruturas que se
complementam e se encaixam perfeitamente, formando novas formas e se adaptando
ao meio ambiente. A formacao das proteinas € um exemplo desse fenémeno, em que
as cadeias de aminoacidos se dobram em estruturas tridimensionais especificas,
permitindo que interajam de forma precisa com outras moléculas (VOET; VOET,
2013).

As proteinas desempenham papéis centrais em quase todos os processos da
vida conhecida, encontradas com inumeras formas e funcfes, atuando em tarefas
como catélise, transporte de moléculas, defesa, composi¢ao do tecido muscular, entre
outros (NELSON e COX, 2006). Sdo as mais abundantes e importantes
macromoléculas dos organismos; ocorrem em praticamente todas as partes das
células (VOET; VOET, 2013).

Observando mais de perto, nota-se que estas moléculas sdo formadas por
polimeros de aminoacidos, ligados entre si por ligacdes covalentes, chamadas de
ligacbes peptidicas. Estas sao ligacdes quimicas entre o grupo amino de um
aminoécido e o grupo carboxila de outro aminoacido. Quando muitos aminoacidos sao
unidos, formam-se proteinas longas e complexas, a ordem e combinacdo destes
aminoacidos determina a estrutura tridimensional da proteina e, consequentemente,
sua funcdo especifica. As proteinas estdo presentes desde a composicdo das
bactérias até os complexos corpos humanos, sdo formadas por apenas 20
aminoacidos que compartilham de caracteristicas estruturais comuns, diferenciando,
na maioria dos casos, por sua cadeia lateral (NELSON; COX, 2012).

A vasta diversidade de moléculas que podem ser criadas a partir destas
ligacdes peptidicas resultam na formacédo de proteinas com uma ampla gama de
funcdes na vida dos seres vivos, incluindo o importante papel de transporte de

oxigénio nos organismos.

2.2 Pigmentos respiratorios (hemoproteinas): Hemoglobinas, Hemocianinas e
Hemeritrinas

Durante a fase Pré-Cambriana, a elevacdo da concentracdo atmosférica de
oxigénio atuou como um fator de presséao seletiva que impulsionou o surgimento dos

pigmentos respiratorios. Acredita-se que esse evento tenha sido um marco importante
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na evolugéo da vida na Terra (ALVAREZ-CARRENO; BECERRA; LAZCANO, 2016).
O aumento de tamanho dos corpos dos animais, a capacidade das proteinas
carreadoras de oxigénio de resistir a auto oxidacdo e danos causados pelas espécies
reativas de oxigénio, também contribuiram significativamente para o processo
evolutivo (COATES, DECKER, 2017). A partir dessa evolugcdo, os pigmentos
respiratorios, também chamados de hemoproteinas, sédo classificados em trés
grandes grupos: as hemoglobinas (Hbs) tanto intracelulares como extracelulares,
Hemeritrinas (Hrs) e hemocianinas (Hcs), estas Ultimas divididas entre Hc de
moluscos e Hc de artropodes (COATES; DECKER, 2017).

As Hcs séo responsaveis pelo transporte de oxigénio no corpo do animal e
contém algumas peculiaridades. Tanto as Hcs de artrépode quanto as de moluscos
contém um grupo di-cobre coordenado por residuos de histidina, ligando-se de forma
reversivel com o oxigénio (VAN HOLDE; MILLER; DECKER, 2001). Esse centro di-
cobre da coloracao azul a molécula, quando o cobre esta coordenado com o oxigénio,
numa configuracdo [Cu(ll) Oz" Cu(ll)], chamada também de forma oxi-Hc; por outro
lado, quando ndo esté ligada ao oxigénio, prevalece a forma desoxi-Hc, de coloragéo
incolor, numa configuracdo [Cu(l) Cu(D)] [Cu(l) Cu(l)] (SOLOMON; BALDWIN;
LOWERY, 1992).

As Hcs encontradas em artrépodes e moluscos possuem uma fungéo fisiologica
similar, que € o transporte circulatério de oxigénio para os tecidos. No entanto, a
arquitetura molecular dos agregados e o tamanho das unidades estruturais e
funcionais séo significativamente diferentes nas hemocianinas desses dois filos
(STOEVA et al., 2001). Nas Hcs de moluscos, a estrutura quaternaria basica é
decamérica com subunidades idénticas, com pesos moleculares entre 4 e 9 MDa,
formando um cilindro oco. Em contrapartida, as Hcs de artrépodes sdo hexaméricas
ou multiplas de hexametros, constituidas por subunidades estruturais de 75 kDa,
aproximadamente, com formato que lembra um rim ou feijdo (COATES; DECKER,
2017; STOEVA et al., 2001).

Estas proteinas demonstram muitas aplicacdes que podem ser associadas a
processos fisioldgicos e até de resposta imune em invertebrados. Sdo estudadas
como precursores de peptideos antimicrobianos, aglutinadores de microrganismos
patogénicos, além de atividade fenoloxidase (PO) induzivel (RAMOS, 2022).

Com relacdo as hemeritrinas (Hrs), elas sdo proteinas relativamente raras,

intracelulares e ocorrem em poucas espécies de vermes marinhos além de algumas
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bactérias (COATES; DECKER, 2017). Apresentam dois atomos de ferro em sua
estrutura, sem grupamento heme, sdo rosa-lilas quando complexadas com oxigénio e
incolores quando livres (VOET; VOET, 2013). As Hrs podem estar dentro de eritrécitos
ou tecidos musculares (COATES; DECKER, 2017; MANWELL, 1960).

Por fim, as hemoglobinas (Hbs) apresentam uma ampla variagdo estrutural,
desde formas monoméricas até complexos gigantes, elas tém como funcao principal
transportar oxigénio para os tecidos do corpo nos animais vertebrados e alguns
invertebrados (VOET; VOET, 2013). Em humanos, estas moléculas estdo contidas
dentro de eritrocitos, denominados hemacias, garantindo grande estabilidade contra
protedlise, baixa pressdo osmatica e prevenindo perdas nos processos de filtracao
dos rins (COATES; DECKER, 2017). As Hbs de vertebrados sé&o formadas por duas
cadeias idénticas denominadas a e duas cadeias idénticas denominadas 3, compondo
entdo dois dimeros-ap (a1f1 - azp2). Estes dois dimeros se rearranjam para formar o
tetramero da hemoglobina, com massa de aproximadamente 64 kDa (COATES;
DECKER, 2017; NELSON; COX, 2012). A Figura 1 apresenta a estrutura quaternaria
da hemoglobina descrita acima.

Figura 1. Representacao gréafica da estrutura da deoxy-Hb humana. Estrutura da Hb humana (c6digo PDB:
1A3N). Biomolécula tetramica formada por 2 cadeias a e duas cadeias B, além disso, ha a presenca de um anel
porfirinico (grupo heme) em cada subunidade.

Fonte: Adaptado de (TAME; VALLONE, 2000).

Na estrutura de cada globina esta contido um grupo prostético heme, que se
liga a um residuo de histidina presente na cadeia polipeptidica da globina e fica alojado
na regido central da proteina. O grupo heme é um complexo prostético composto por
um atomo de ferro no centro, que se liga reversivelmente ao oxigénio, e uma estrutura

porfirinica que envolve o ferro. E a presenca do grupo heme que permite a
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hemoglobina se ligar ao oxigénio e transporta-lo pelo sangue até os tecidos do corpo
(NELSON; COX, 2012).

As hemoglobinas sdo moléculas complexas que empreendem func¢des vitais
em muitos organismos, porém, h& uma classe bem especifica que detém
caracteristicas distintas das ja citadas hemoglobinas intracelulares, chamadas

hemoglobinas extracelulares ou eritrocruorinas.

2.3 Anelideos e hemoglobinas extracelulares

Desempenhando um papel semelhante as Hbs intracelulares, as Hbs
extracelulares sdo encontradas em alguns animais invertebrados, como os anelideos.

Estes animais sdo de grande importancia para o ambiente em que se
encontram, porém, algumas praticas utilizadas pelos seres humanos afetam o uso, o
manejo, a cobertura vegetal e as caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas do solo
e, com isso, alteram significativamente as populacfes das minhocas (MERLIM et al.,
2005). Esses animais sao considerados bons indicadores da qualidade de
ecossistemas agricolas, uma vez que sdo sensiveis a diferentes tipos de manejo e
uso dos solos. Este comportamento € observado em areas de derramamentos de
metais pesados, pesticidas e outros compostos que afetam e/ou eliminam a atividade
destes anelideos nestes locais (ANDREA, 2010; SOARES; MARIANO; PAULINO,
2020; VAMPRE; FUCCILLO; ANDREA, 2010).

Muitas sdo as espécies de anelideos encontrados ao redor do mundo, no Brasil
as mais comuns sdo a Pontoscolex corethrurus, conhecida como “minhoca mansa”, a
Lumbricus terrestris que é conhecida como “minhoca-da-terra” e ha também algumas
especies popularmente conhecidas como “minhocugu”, um exemplar bastante
encontrado € o “minhocugu-do-cerrado” (Rhinodrilus alatus) (BROWN; FRAGOSO,
2007). Alem destes exemplares, também se destaca a espécie Amynthas gracilis, que
€ exotica no Brasil, de origem asiatica, bastante encontrada em regifes frescas e/ou
Uumidas das regifes sul e sudeste do pais (DE SILVA et al., 2010). Esta espécie tem
como nome popular “puladeira havaiana”, “minhoca puladeira” ou “minhoca louca”, é
bastante encontrada em areas agricolas no pais.

As minhocas sédo animais do filo Annelida e da subclasse Oligochaeta. Séo
animais com o0 corpo segmentado interna e externamente em diversos anéis
(STEFFEN et al., 2013). Estes invertebrados detém de um sistema circulatorio distinto

onde ha vascularizacdo dentro do corpo do individuo, desta forma, a evolugéo
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possibilitou a presenca de hemoglobinas extracelulares gigantes ndo comportadas
dentro de eritrocitos, como é o caso da maioria dos vertebrados (BRUSCA; MOORE;
SHUSTER, 2018).

As hemoglobinas dos anelideos, quando comparadas com a hemoglobina
humana, diferenciam entre si em alguns aspectos. As hemoglobinas extracelulares
podem ser caracterizadas como gigantes, pois possuem um alto peso molecular, em
torno de 3 MDa (TABAK et al., 2012), diferentemente da hemoglobina humana que é
intracelular e tem um peso molecular em torno de 64 kDa (VOET; VOET, 2013). As
Hbs extracelulares possuem alta estabilidade oligomérica, resisténcia a oxidacgao, alta
cooperatividade e alta afinidade para ligar-se ao oxigénio quando comparada a
hemoglobina humana (TABAK et al., 2012). Além disso, alguns grupos de pesquisa
tém utilizado-as em aplicacfes biomédicas como protétipo de sangue artificial e aditivo
para prolongar a preservacdo de 6rgdos transplantados (ALIX et al., 2020; HARNOIS
et al.,, 2009; POZY; SAVLA; PALMER, 2023; ROUSSELOT et al.,, 2006). Outra
aplicacdo que pode ser interessante para as hemoglobinas extracelulares gigantes é
a possivel utilizagdo como biossensor de poluentes ambientais (NASCIMENTO et al.,
2022) como é o caso do presente trabalho.

A hemoglobina gigante do anelideo Glossoscolex paulistus (HbGp), proteina
ortbloga a de Amynthas gracilis (HbAg), € uma hemoproteina que vem sendo
estudada ha mais de 30 anos (TABAK et al., 2012). A HbGp apresenta uma estrutura
hexagonal, composta por uma bicamada onde cada camada contém 6 protdbmeros e
cada protbmero € constituido por 3 cadeias globinicas ligadas a 3 linkers (abcd)sLs,
cada cadeia globinica (a, b, c e d) apresenta um grupo heme, totalizando 144 grupos
hemes, além de 36 cadeias linkers (BACHEGA, 2013).

Em se tratando da hemoglobina de Amynthas gracilis, sua estrutura foi
elucidada por SEBASTIAO (2022), apresentando similaridade com a estrutura de
HbGp citada acima. A unidade da estrutura de HbAg contém 180 cadeias das quais
144 séo globinas e 36 séo linkers. As globinas sdo arranjadas em dodecameros
formando a estrutura denominada de cap ((abc)s(d)s), tais globinas (abc) se ligam
através de ligacdes dissulfeto, ademais, o protdbmero de HbAg é formado com a uniéo
do cap ao heterotrimero de linkers (LiL.L3), formando uma monocamada com 6
protbmeros que se sobrepde e resultam numa bicamada hexagonal com 12
protdmeros no total (SEBASTIAO, 2022), o esquema da organizacdo do complexo

proteico da HbAg € mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema geral da organizagdo do complexo proteico HbAg. Iniciando ao lado esquerdo da imagem
tem-se a representacdo de todas as cadeias de HbAg; na parte superior foram desenhadas as globinas a (azul
marinho), b (lilas), ¢ (azul claro) e d (vermelho); e na parte inferior encontram-se os linkers L1 (verde), L2 (roxo) e
Ls (laranja). Na regido central da figura encontra-se representado o protdmero, ele é formado por um dodecamero
denominado de cap com estequiometria [abc]s[d]s € um trimero de linkers. Seguindo na sequéncia da figura, do
lado superior direito foram desenhadas a monocamada (arranjo de seis protdbmeros) e a bicamada hexagonal
(arranjo de 12 protdmeros) com vista frontal e lateral respectivamente.

Fonte: Sebastido, I. (2022)

As globinas da HbAg (a, b, c e d) apresentam massas moleculares em torno de
16 a 17 kDa, enquanto que os linkers variam de 28 a 30 kDa (OLIVEIRA et al., 2020;
SEBASTIAO, 2022), dados similares foram encontrados nas proteinas homologas a
HbAg como a HbGp e HbLt (BACHEGA et al., 2015; CARVALHO et al., 2011; ROYER;
OMARTIAN; KNAPP, 2007). Além disso, neste mesmo trabalho de sequenciamento
da HbAg, Sebastido (2022) verificou a expressdo da hemeritrina em A. gracilis,
juntamente com a identificacdo das Hbs. A hemeritrina € um pigmento respiratorio que
coexiste com as Hbs na espécie em gquestdo. Ao contrario das Hbs, a hemeritrina ndo
possui 0 grupo Heme, mas sim um sitio ativo diferro que pode se ligar a duas
moléculas de oxigénio (SEBASTIAO, 2022), em acordo com os achados de Costa-
Paiva e Coates (2020), que sugerem a presenca de genes de hemeritrinas em todos
0s anelideos.

Em diversos ensaios visando a caracterizacdo experimental da HbAg,
OLIVEIRA e colaboradores (2020), encontraram valores de massa das subunidades
semelhantes aos descritos acima, além disso, observaram que em valores de pH
neutros, a hemoglobina permanece estavel até temperaturas proximas de 52°C,
porém, um aumento no valor do pH (acima de 9,0) promove dissocia¢éo oligomérica

parcial e ha oxidacdo parcial da proteina. Em relacdo ao ponto isoelétrico, a HbAg
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nativa apresenta um pl acido definido em pH 6,1, jA para sua subunidade d o pl
estimado € de 7,1. Estes dados sdo corroborados pelos estudos de Sebastido (2022)
citados acima, que estimou o pl das globinas entre 6,12 e 7,0 e dos linkers entre 4,86
e 6,24. Da mesma forma, os estudos biofisicos realizados por RAMOS (2017) da HbAg
na auséncia e presenca dos surfactantes SDS e CTAC também nos fornecem dados
importantes do comportamento desta hemoproteina frente a estes agentes
caotropicos. Nestes ensaios, a HbAg sofreu oxidacao e dissociacdo pela acdo dos

surfactantes, tanto para valores de pH 7,0 quanto de 5,0.

2.4 Interacdo de agentes caotrépicos com as hemoglobinas extracelulares

Estudos de oxidacdo das Hbs frente aos agentes caotrépicos tem trazido
informacdes relevantes sobre a estabilidade oligomérica desta classe de proteinas
(BARROS et al., 2020; CARVALHO et al., 2013a; MUZZELO et al., 2018; OLIVEIRA
et al., 2020; POLI et al., 2006; RAMOS, 2017; ZIMMERMAN et al., 2017). A interacao
da hemoglobina nativa com agentes caotrépicos (como ureia, surfactantes e metais
pesados) pode ocasionar sua oxidacdo, promovendo alteracdes no centro férrico do
grupo heme. Carvalho e colaboradores (2013) utilizaram a ureia para provocar a
oxidacéo e a desnaturacdo da HbGp e propor um modelo de dissociacao/oxidagao
para esta hemoglobina. Poli e colaboradores (2006) estudaram a interacdo do
surfactante anionico dodecil sulfato de sédio (SDS) com a HbGp com o intuito de
verificar a cinética de oxidacdo da hemoproteina com este surfactante, assim como
Ramos (2022) verificou oxidacao e dissociacdo da HbAg frente aos surfactantes SDS
e CTAC (Cloreto de Cetil Trimetil Aménio). Estudos relacionados com os efeitos
oxidativos de metais pesados (como caddmio, cobre e mercurio) e o aumento da massa
molar da hemoglobina de Lumbricus terrestris (HbLt) expostas aos metais
supracitados foram analisados por Calisi e colaboradores (2011). A formacao de meta-
hemoglobina (MetHb), para os autores, foi identificada com o0 aumento da exposi¢ao
das minhocas aos metais, evidenciando a sensibilidade deste anelideo aos metais
presentes em solos contaminados. Além disso, alguns estudos indicam que as
hemoglobinas derivadas de diferentes espécies de anelideos podem servir como
indicadores biolégicos de contaminagdo ambiental, especialmente em relacdo a
metais pesados. Pesquisas envolvendo o transcriptoma do poliqueta marinho
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Ophelina sp.1 exposto a ambientes com altas concentracdes de cobre revelaram uma
aumento na expressao dos transcritos das globinas do tipo b (NEAVE et al., 2012).

Resultados semelhantes foram observados no poliqueta Alitta virens, o qual foi
exposto a concentracdes variadas de cobre e zinco, e apresentaram um aumento na
expresséao de cadeias de globinas e linkers (GREEN ETXABE et al., 2021). Assim, 0s
autores sugerem que as hemoglobinas produzidas a partir de genes induzidos como
resposta a algum tipo de estresse podem apresentar resisténcia aos danos causados
por espécies reativas de oxigénio (ROS), modificacdes na afinidade pelo oxigénio (O2)
ou conversdo da hemoglobina em metahemoglobina. Tamas e colaboradores (2014)
mostraram que metais pesados afetam profundamente a homeostase proteica e a
viabilidade celular, causando agregacao e desenovelamento de proteinas, seguido de
oxidacao e desnaturacdo destas proteinas frente aos metais pesados.

Estudos como os de McCombs e colaboradores (2017) verificaram que
poluentes organicos persistentes (POPs) de classes azoOis como benzotriazol,
benzomidazol, indazol e imidazol podem perturbar as fungcdes da hemoglobina do
anelideo Amphitrite ornata, induzindo alteragbes nos espectros de UV-Vis,
deslocando o pico de absor¢do da banda Soret para valores de comprimento de onda
(A) e alargamento das bandas Q, formando espécies hexacoordenadas de spin baixo
e evidenciando a oxidacdo da hemoglobina. Essas mudancgas espectrais podem vir a
ser mensuradas, assim como as encontradas na HbAg e, possivelmente utilizadas
para detectar estes poluentes através de sistemas de deteccdo tais como 0s

biossensores o6ticos.

2.5 Sistemas de deteccédo de moléculas: Testes rapidos e biossensores

Diversos exemplos de sistemas de deteccédo de moléculas sao reportados na
literatura com diferentes abordagens qualitativas e quantitativas. Dentre alguns
exemplos de sistemas de deteccdo de moléculas, estdo os testes rapidos de fluxo
lateral (LFIA, do inglés “Lateral flow immunoassays”) enquanto entre os sistemas com
processos mais complexos de fabricacdo e que podem demandar maiores
tecnologias, destacam-se os sensores de gas, biossensores, imunossensores para
deteccao de proteinas, DNA e afins.

Vale mencionar que o uso de biomoléculas neste tipo de equipamento é cada
vez maior e muitos deles ja estdo sendo comercializados para a populacéo. Sistemas

que detectam biomoléculas, como antigenos ou anticorpos, ja sdo utilizados em
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técnicas como as de fluxo lateral, conhecido também por testes imunocromatograficos
(ENDO et al., 2008; XING et al., 2022), e movimentam grande parte dos testes e
ensaios rapidos disponiveis no mundo atualmente. Estes testes funcionam,
basicamente, pela migracdo por capilaridade da amostra (gota de sangue, saliva,
urina, etc) por uma membrana. Esta amostra pode conter as moléculas biologicas
(antigenos, anticorpos, horménios) que o teste pode detectar. Se o objetivo do teste
for detectar um antigeno, por exemplo, 0 seu par-conjugado que estara imobilizado
na fita serd um anticorpo que ligue a este antigeno. Este conjugado esta previamente
ligado a uma particula que ajuda na identificacéo visual do resultado do teste, e que
muitas vezes sdo usadas particulas de ouro imobilizadas para essa identificacao
visual (KOCZULA; GALLOTTA, 2016).

Desta forma, quando a amostra é aplicada na fita do teste, ela migra através
da membrana e interage com seu par-conjugado que esta imobilizado, formando o
complexo analito-conjugado. Este complexo segue fluindo pela membrana até
encontrar uma proteina de captura imobilizada, esta proteina ndo deixa o complexo
continuar fluindo e se liga a ele fazendo com que o mesmo fique preso, produzindo
posteriormente um sinal visual (uma linha) que é observado pelo profissional que
aplica o teste. H4 também uma linha de controle que indica o bom funcionamento do
processo. Se a amostra ndo contiver a molécula de interesse, apenas aparecera a
linha do controle para o observador. Além disso, uma solugédo tampdo € aplicada junto
da amostra para auxiliar a migracdo dos componentes além de promover a diluicao
da mesma (KOCZULA; GALLOTTA, 2016).

A aplicagdo mais conhecida do ensaio de fluxo lateral € o teste de gravidez que
é baseado na deteccéo de hCG (human chorionic gonadotropin) na urina (ANFOSSI
et al., 2013). Além disso, hoje em dia, os testes de antigeno para a COVID-19 também
sdo amplamente aplicados utilizando esta tecnologia (ADATI; RIBEIRO, 2021).
Estudos identificando o virus da dengue utilizando esta técnica também ja foram
reportados na literatura (AXELROD; ELTZOV; MARKS, 2020; KABIR et al., 2021).
Estes trabalhos evidenciam que esta € uma abordagem muito utilizada para
diagnésticos rapidos de algumas doencas.

Por outro lado, em linhas gerais, 0s biossensores sdo dispositivos mais
complexos que utilizam moléculas biolégicas no reconhecimento de moléculas
organicas ou inorganicas através de técnicas eletroquimicas, oticas, piezoelétricas ou
calorimétricas (PUTZBACH; RONKAINEN, 2013; SINGH et al., 2021). Considerados
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um subgrupo dos sensores quimicos, desempenham um papel muito importante em
laboratorios de analise clinica rapida (JUSTINO; DUARTE; ROCHA-SANTOS, 2016;
SUMITHA; XAVIER, 2023), meio ambiente (NIGAM; SHUKLA, 2015; NNACHI et al.,
2022; VAMVAKAKI; CHANIOTAKIS, 2007) e industrias farmacéuticas (CICHA et al.,
2022; GIL; DE MELO, 2010; LAGHLIMI et al., 2023) devido a sua alta sensibilidade e
seletividade. Os recentes desenvolvimentos em tecnologia e ciéncia dos materiais
vém melhorando e otimizando os mais variados biossensores ja desenvolvidos,
impulsionando ainda mais a busca pelo aprimoramento destes equipamentos
(RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010; SINGH et al., 2021).

Um biossensor fornece informacfes analiticas especificas, semi-
guantitativas ou quantitativas sobre o analito de interesse, utilizando-se de um sistema
de reconhecimento biolégico que entra em contato com o elemento de transducgéo. O
elemento transdutor pode ser eletroquimico (condutimétrico, amperométricos ou
potenciométrico), com detectores de massa (relacionando oscilacédo de algum cristal
piezoelétrico a uma variacdo de massa) ou Otico (andlises por fluorescéncia,
luminescéncia e absorcdo Otica). Ja o sistema de reconhecimento biol6gico é
composto por enzimas, tecidos vegetais e animais, microrganismos,
antigeno/anticorpos, organelas, éacidos nucleicos, entre outros (DAMBORSKY:;
SVITEL; KATRLIK, 2016; RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010; SOARES et
al., 2019). De forma geral, a interacdo do elemento biolégico receptor com o analito
alvo através de reacdes especificas gera alteracdes no meio que sdo captadas e
transformadas pelo conversor em um sinal mensuravel, este sinal pode ser
proporcional a concentracdo do analito, permitindo medi¢cdes qualitativas e/ou
guantitativas das amostras (SUMITHA; XAVIER, 2023).

Ademais, os biossensores 6ticos buscam detectar moléculas organicas e
inorganicas que possuem alguma atividade Otica ou que o resultado de sua acao
(enzimética/quimica) produza estas moléculas, mensurando estas alteracdes que
podem ser vistas a olho nu ou com o auxilio de fotodetector (DINCER et al., 2019).
Em outras palavras, nessa subclasse de biossensores, a reacdo entre o analito
estudado e o receptor biolégico produz ou absorve luz que pode ser detectada por
tubos fotomultiplicadores, como € o caso das fibras oOticas. Estes biossensores sdo
amplamente utilizados para a deteccéo de substancias toxicas, agentes patogénicos,
contaminantes em alimentos e no meio ambiente (UNIYAL et al., 2023; BARROCAS
et al., 2008; NAZARETH et al., 2021).



34

Xavier e colaboradores (2000) utilizaram um biossensor de fibra Gtica para
deteccdo de dois pesticidas, propoxur e carbaril, da classe carbamato, ambos
extensivamente usados em producdo de hortalicas como cebolas e alfaces. Os
pesquisadores verificaram que na presenca de acetilcolina (formada pela interacéo da
acetilcolinisterase com os pesticidas) a cor da camada sensivel ao pH altera e o sinal
de refletancia é relacionado a concentracdo de carbamato. Em outro estudo, um
biossensor 6tico em tiras foi desenvolvido por MUSLIM e colaboradores (2012) para
determinar o L-glutamato em amostras de sopas, molhos e comidas processadas. Os
autores utilizaram membranas de nafion/sol-gel e quitosana empilhadas que, ao
serem imersas na solucéo contendo o analito, exibem uma transicéo de cor gradual,
do verde claro ao verde escuro, correspondente ao aumento da concentracao de L-
glutamato, apresentando um limite de deteccéo de 0,1 mg L. J&4 com o intuito de criar
um biossensor Otico para detectar bilirrubina, ELLAIRAJA e colaboradores (2017)
utiizaram a técnica de UV-Vis para detectar seletivamente a bilirrubina
colorimetricamente.

Atualmente existem uma infinidade de técnicas para elaboracdo e montagem
deste tipo de sensor. Uma técnica muito utilizada para a fixacdo de moléculas nestes
biossensores é a técnica de LBL (do inglés “Layer-by-Layer”) que € composta de
varias camadas sobrepostas, alternando as moléculas de interesse a serem fixadas
com uma matriz de carga oposta, se ligando assim por forcas eletrostéticas. Essa
bicamada é depositada sobre um substrato solido e inerte que pode ser vidro, quartzo,
carbono, mica ou outra superficie sélida inerte. Um dos trabalhos pioneiros sobre esse
tipo de montagem de filme com controle da espessura e arquitetura molecular é o de
Lvov e colaboradores (1995), onde ressaltam a vantagem da técnica em preservar a
atividade da proteina nas condi¢des de fabricacéo dos filmes. A Figura 3 exemplifica

a interacdo das camadas na técnica de LBL.
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Figura 3. llustragdo esquematica da técnica de Layer-by-Layer (LBL). (A) Representacdo ilustrativa da
deposigdo dos polieletrélitos no substrato solido. Parte 1 e 2 mostram a adsorgdo do polidnion enquanto 3 e 4 a
do polication. (B) Esquema bésico da interacdo molecular na adsor¢éo dos polieletrélitos.

Fonte: Adaptado de (DECHER, 1997).

Esta técnica foi amplamente difundida por Decher em diversos estudos
realizados na década de 1990, é uma abordagem alternativa a técnica de Langmuir-
Blobgett (LB) para a fabricacdo de filmes nanoestruturados (ROZ et al., 2015). Na
literatura, biossensores utilizando a técnica de LBL para imobilizacdo de outras
globinas como hemoglobinas e mioglobinas foram amplamente reportados (GILLES-
GONZALEZ et al., 1994; HAJIAN et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2022; SILVEIRA,
2012; SOUZA; MORAES; FERREIRA, 2013).

2.6 Técnicas Analiticas empregadas

2.6.1 Absorcao o6tica (UV-Vis)

A absorcdo Otica é uma técnica amplamente empregada para monitorar
processos fisicos e quimicos de moléculas. Durante a incidéncia de luz, as moléculas
da matéria absorvem uma parte dessa radiacdo, resultando na excitacdo de elétrons
que transitam do estado fundamental para niveis de energia mais elevados.

Ao passar por um prisma, a radiacao residual do material resultara na formacao
de um espectro de absorcdo. A absorcéo de energia por &tomos ou moléculas causa
a transicéo de estados de energia, indo de um estado de energia mais baixo (estado
fundamental) para um estado de energia mais elevado (estado excitado). Na
espectroscopia UV-Vis, que abrange a faixa de absorcéo de luz entre 190 e 800 nm,

as transi¢cOes de energia sado de natureza eletronica. Assim, a absor¢céo de energia
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por uma molécula provoca a transicdo de um elétron de um orbital ocupado para um
orbital de energia potencial mais alto (PAVIA et al., 2010).

Esta técnica € baseada na analise da relacdo entre a radiacéo incidente (luz
inicial) e a radiacdo transmitida (luz final) por uma amostra, geralmente diluida. Essa
medida de absor¢ao é regida pela lei de Beer-Lambert, que estabelece uma relacéo
entre a quantidade de luz absorvida e 0 caminho Optico percorrido pela amostra em
solucao, considerando sua espessura. E expressa pela razéo lo/ 1, que resulta no valor
da fragdo da luz incidente que é transmitida (transmiténcia, também representada pela
letra T), e os dados geralmente sdo expressos na forma de absorbéancia (Abs) pela

seguinte equacao:
T=l/lp—>A=logT=(o/)=ExCx?{ (Equacdo 1)

Em que A é o valor da absorbéancia, € corresponde a absortividade molar, que é
caracteristico de cada espécie em um determinado solvente, C é a concentracdo da
amostra e { o caminho 6tico da cubeta (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007; VOET;
VOET, 2013). Desta forma, os elétrons absorvem uma quantidade de energia da
radiacdo aplicada e deslocam-se para niveis de energia mais altos, conforme ilustra a
Figura 4.

E:

1

o
e.al \
a'

w3 Niveis
€2  _ vibraclonals

E1 e's

Energia

EO €o

Figura 4. Esquema ilustrado do diagrama dos niveis de energia eletrénicos de uma molécula. Eo é o nivel
de energia em seu estado fundamental, E1 e E2 sdo niveis dos estados de excita¢édo, enquanto as linhas eo, e1, ez,
es, € e4 representam os niveis vibracionais de energia da molécula.

Fonte: Adaptado de Skoog (2007)

Os comprimentos de onda dos maximos de absorgdo (Amax) S0 parametros

fundamentais na técnica espectroscopica. Eles indicam a diferenca de energia entre



37

os niveis de transicdo, além disso, a largura da banda de absorcéo esta relacionada
com o ambiente ao redor do croméforo, incluindo a heterogeneidade do croméforo e

0 movimento molecular.

2.6.2 Fluorescéncia no estado estacionario

A técnica de fluorescéncia € amplamente empregada na biotecnologia, sendo
aplicada em diagndsticos médicos, sequenciamento de DNA, analises genéticas e
estudos biofisicos de proteinas (LAKOWICZ, 2006). A fluorescéncia € um tipo de
fenbmeno de luminescéncia, onde a emissédo de luz por uma substancia ocorre apos
a excitacdo de seus estados eletronicos. Durante a fluorescéncia, os elétrons estao
emparelhados no estado excitado singlete, ou seja, 0s spins dos elétrons ocupam
orbitais de energia mais baixa e mais alta em dire¢cbes antiparalelas, e, quando
retornam ao seu estado fundamental, ha a emissao de um féton. Duas caracteristicas
fundamentais da fluorescéncia que sdo relevantes para a compreensao e aplicacéo
dessa técnica séo o rendimento quantico e o tempo de vida. O rendimento quantico
refere-se a propor¢éo de fotons emitidos em relagéo ao numero de fotons absorvidos.
O tempo de vida esta relacionado ao tempo que o fluor6foro permanece no estado
excitado, durante o qual pode interagir ou se difundir no ambiente em que se encontra.
Existem diversas medi¢es de fluorescéncia que podem ser realizadas por meio de
equipamentos especializados, as quais podem ser classificadas em fluorescéncia
estatica (ou fluorescéncia medida no estado estacionario) ou fluorescéncia resolvida
no tempo. As medi¢cOes de fluorescéncia resolvidas no tempo exigem equipamentos
mais avancados, uma vez que envolvem escalas de tempo muito curtas e 0 uso de
fonte de luz mais especificas (LAKOWICZ, 2006; SKOOG; HOLLER; CROUCH,
2007).

A molécula em estado excitado possui um tempo de vida relativamente curto,
da ordem de 10° segundos, durante o qual parte da energia absorvida pode ser
dissipada para o meio ou a fluorescéncia pode ser suprimida devido a fenébmenos
como movimentos vibracionais, rotacionais, entre outros. A luminescéncia molecular
é classificada em fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado
excitado. Se o estado excitado for singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado
mantém sua orientagdo original, ocorre a fluorescéncia, conforme ilustrado no
diagrama de Jablonski, contido na Figura 5 (LAKOWICZ, 2006; SKOOG; HOLLER,;
CROUCH, 2007).
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Figura 5. Diagrama de Jablonski. Onde 1 apresenta a absor¢ao da radiacéo (So - S1), onde esté indicado com
0 ndmero 2 ilustra a emissdo de fluorescéncia (S1 = So), j& 0 nimero 3 indica converséo interna e relaxamento
\éi?)r.acional (Sz2 > S1), 4 mostra o cruzamento entre os sistemas (S1 2T1) e 5 a emisséo de fosforescéncia (T1 >
Fonte: Adaptado de Lakowitz (2006).

Embora muitas moléculas possam interagir com radiacdo eletromagnética,
absorvendo fétons de luz, apenas um pequeno numero delas exibem fluorescéncia.
Quando a diferenca de energia entre o primeiro estado singlete excitado (Si1) e o
estado fundamental (So) € pequena e ha possibilidade de sobreposicdo de niveis
vibracionais, a molécula pode retornar ao estado fundamental (So) por relaxamento
vibracional sem emisséo de radiacdo eletromagnética. No entanto, quando a diferenca
energética entre os dois estados (Si1 e So) € moderadamente grande, a desativacao
para o estado fundamental ocorre com emissao de radiacao na forma de fluorescéncia

(LAKOWICZ, 2006; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007).

2.6.3 Intensidade de espalhamento de luz (LSI)

A interagdo da radiagéo eletromagnética com a matéria pode resultar em varios
efeitos, como absorgéo, emisséo, transmisséo ou espalhamento. O espalhamento de
luz ocorre quando o campo elétrico oscilante da radiacéo incidente induz oscilacdes
periddicas na nuvem eletrdnica de um atomo, fazendo com que ele funcione como
uma fonte secundéria de radiacdo. As particulas carregadas sao aceleradas pelo
campo elétrico da luz incidente, levando-as a emitir radiagdo com a mesma frequéncia
de onda da radiacdo incidente, resultando assim no espalhamento de luz (HOLDE;
JOHNSON; HO, 2006).



39

E importante ressaltar que no espalhamento de luz ndo ocorre perda de
energia, e as moléculas se movem perpendicularmente a sua aceleracéo. Além disso,
a radiacdo emitida serd polarizada na direcdo observada. Com base nessas
caracteristicas, € possivel utilizar o espalhamento de luz para estudar a interagdo da
hemoglobina com diferentes ligantes e avaliar processos de dissociagdo ou agregacao
da proteina na presenca de agentes caotropicos. Vale destacar que a intensidade do
espalhamento de luz é diretamente proporcional ao quadrado do volume da particula,
0 que permite o uso do espalhamento de luz como uma técnica sensivel para
investigar essas interacdes (OLIVEIRA et al., 2020; POLI, 2006; SANTIAGO et al.,
2007).

2.6.4 Voltametria ciclica

As técnicas voltamétricas, desenvolvidas originalmente por Jaroslav
Heyrovsky, tém sido amplamente estudadas em sistemas que envolvem mercurio,
com aplicagéo na investigagdo de processos envolvendo ions metalicos em solugdes
(PACHECO et al., 2013). As técnicas voltamétricas tém evoluido ao longo do tempo,
recebendo contribuicdes de diversas areas, como eletrénica, engenharia de materiais
e outras. Essas contribuicdes tém tornado a técnica mais acessivel em termos de
custo, além de possibilitar a miniaturizacdo de equipamentos, tornando-os mais
portateis e de facil manuseio. Como resultado, as técnicas voltamétricas tém se
mostrado uma alternativa viavel para diversas aplicagcbes na quimica analitica
(PACHECO et al., 2013; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007).

Os métodos eletroanaliticos sdo baseados em propriedades elétricas
mensuraveis, como corrente elétrica, diferencas de potencial e acimulo de cargas,
gue surgem a partir de fendmenos nos quais uma espécie redox interage fisicamente
e/ou quimicamente com outros componentes do meio. Essas medidas, conhecidas
como sinais eletroquimicos, estdo relacionadas com pardmetros quimicos
caracteristicos de cada espécie analisada (WANG, 2000).

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fendmenos que
ocorrem na interface entre o eletrodo de trabalho e a fina camada de solugéo que esta
em contato com o eletrodo. E uma técnica dindmica, pois a célula é operada na
presenca de corrente elétrica, que € medida em funcéo da aplicacdo de um potencial.

Dessa forma, as informacdes sobre o analito sdo obtidas pela magnitude da corrente
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elétrica que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia (SKOOG,;
HOLLER; CROUCH, 2007; WANG, 2000).

Na voltametria, o parametro ajustado € o potencial (E), enquanto o parametro
medido é a corrente resultante (i), ou seja, i = f(E). O voltamograma é o registro da
corrente em funcao do potencial, e a magnitude da corrente obtida durante o processo
de transferéncia de elétrons durante a oxirreducdo pode ser relacionada com a
quantidade de analito presente na interface do eletrodo. E importante ressaltar que o
analito deve ser capaz de passar pela reacdo redox na amplitude de potencial
estudada, a fim de ser detectado pela técnica voltamétrica (PACHECO et al., 2013;
SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007).

A forma de aplicacédo do potencial na voltametria ciclica, conforme ilustrado na
Figura 6, envolve a varredura do potencial enquanto o potenciostato registra a
corrente gerada em funcao do potencial aplicado. A técnica utiliza a oxirreducao do
analito para gerar um voltamograma, que € um grafico que representa a corrente em
funcdo do potencial. Essa varredura do potencial permite obter informacgdes sobre o
comportamento eletroquimico do analito, como a presenca de picos de oxidacdo ou
reducdo, que podem ser utilizados para identificacdo e quantificacdo do analito de
interesse.

A direcédo da varredura inicial pode ser negativa ou positiva, dependendo da
composicdo da amostra. Quando a varredura € na direcdo de potenciais mais
negativos € chamada varredura direta e para potenciais positivos é varredura inversa.
Para um experimento, os potenciais de inversdo sédo escolhidos de maneira que a

oxidacéo e a reducdo do analito possam ser analisadas.



41

a)

Tiempo ——
=)
\ [
J=s!

A
"
| |
Ey
D ——
20 |- \
=
@]
[ I]
4
=
u
B
[=]
@]
g
2
=
<
E
20 | L P | |
0.8 0.6 04 02 0 -02

Potencial, V contra electrodo de calomel saturado

Figura 6. Exemplo hipotético de um voltamograma. (a) Potencial versus forma de onda ao longo do tempo e
(b) voltammograma ciclico de um 6,0 mM solucéo de KzFe(CN)s e 1,0 M KNOs.

Fonte: (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007)

2.6.5 Espetroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A espectroscopia de impedancia € um método poderoso para analisar a
resisténcia elétrica de um sistema e € sensivel a fenbmenos de superficie e a
alteracOes de propriedades em massa. Assim, no campo dos biossensores, ela é
particularmente adequada para a deteccdo de eventos de que envolvam ligacoes
moleculares. Além disso, € uma ferramenta valiosa na caracterizacdo de modificaces
de superficie, por exemplo, em dispositivos transdutores durante o procedimento de

imobilizacdo de sistemas sensores (ENDO et al., 2008).
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O principio da técnica EIE € baseado na medicéo da impedancia elétrica de um
sistema eletroquimico em diferentes frequéncias. A impedancia é uma medida da
resisténcia elétrica do sistema a uma corrente alternada, que € definida como a razéo
entre a amplitude da tensdo e a amplitude da corrente.

Na técnica EIE, um sinal de excitacdo de frequéncia variavel é aplicado ao
sistema eletroquimico, e a resposta do sistema € medida em relacdo a frequéncia.
Essa resposta € geralmente apresentada como um diagrama de impedancia
complexa, que consiste em um grafico de impedancia em funcao da frequéncia. O
diagrama de impedéancia complexa obtido pela técnica EIE € composto por dois
componentes principais: a resisténcia (R) e a capacitancia (C), que correspondem as
propriedades elétricas do sistema eletroquimico (ENDO et al., 2008). Esta técnica é
amplamente utilizada em diversas areas da ciéncia e engenharia, incluindo a
caracterizacdo de materiais eletroquimicos, a analise de corrosdo, a monitoracdo de

processos eletroquimicos, entre outras aplicacdes.

2.6.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Observar a morfologia e estruturas dos materiais, desde a muito tempo, sempre
foi galgado pelos pesquisadores, porém, a capacidade de observar a morfologia de
um material diretamente esta limitada pela capacidade de resolu¢do do olho humano,
qgue é de cerca de 100 um. Isso significa que a menor distancia possivel entre dois
pontos para que sejam percebidos como imagens separadas pelos sensores da retina
do olho é de aproximadamente 100 um. Portanto, a funcdo de um microscopio é
ampliar a imagem do objeto de modo que possa ser detectada pelo sistema olho-
cérebro. E fundamental que a imagem apresente variaco na intensidade luminosa ou
cor para uma boa percepcdo (CANEVAROLO, 2003). A técnica é amplamente
utilizada para examinar as caracteristicas topograficas de varias superficies, gerando
imagens altamente detalhadas e nitidas, seu uso é altamente valorizado por conta da
facilidade de preparacdo das amostras e a capacidade de obter imagens de alta
qualidade. A MEV é especialmente adequada para analisar a morfologia de materiais
em detalhes, permitindo aumentos de imagem superiores aos obtidos pela
microscopia optica.

O Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) apresenta um poder de
ampliacdo intermediario, ficando entre o microscopio optico (MO) e o microscopio
eletronico de transmissdo (MET). No entanto, o MEV tem uma vantagem significativa
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em relacio ao MO, que é a sua alta resolucéo, que pode chegar a 2-5 nm (20-50 A),
e em alguns casos, até mesmo 1 nm (10 A), enquanto a resolucdo do MO é de apenas
0,5 um. Em comparacdo com o MET, a grande vantagem do MEV é a facilidade de
preparacdo de amostras para analise, o que torna o MEV uma ferramenta util em
vérias areas da pesquisa cientifica (CANEVAROLO, 2003).

O funcionamento basico de um MEV envolve a producéo de feixes de elétrons
a partir de um filamento de tungsténio, que é aquecido pela aplicacdo de uma
diferenca de potencial. Esses elétrons séo acelerados e direcionados para a amostra,
permitindo a obtencao de imagens detalhadas da sua superficie. A Figura 7 apresenta

um exemplo de um MEV em operacéo.

Fonte de elétrons

Anodo

Colunaem < Condensadoras

alto vacuo

Bobinas de
varredura

Objetiva

Camara em
alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 7. Representacdo esquematica da coluna do microscopio eletrénico de varredura (MEV).

Fonte: (SOARES, 2011)

Os elétrons gerados no filamento do microscépio séo atraidos pela parte
positiva, causando sua aceleracdo em direcdo ao eletrodo positivo. As lentes
condensadoras e o diafragma séo responsaveis por corrigir o percurso dos feixes,
reduzindo o diametro do feixe e focalizando-os na amostra. Antes de atingir a amostra,

os feixes séo ajustados em foco pela objetiva do microscopio.
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2.6.7 Microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ)

A microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ) € um dispositivo
utilizado para medir a massa adsorvida ou a mudanca de viscoelasticidade em uma
superficie. Tem se mostrado uma poderosa ferramenta para investigar reacdes
eletroquimicas que levam a mudancas na interface eletrodo/eletrélito em uma escala
gue pode ser detectada pela técnica. Além disso, tem se destacado por ser uma
técnica de baixo custo quando comparada a outras técnicas eletroquimicas (VARELA;
MALTA; TORRESI, 2000).

A operacdo da MECQ baseia-se no efeito piezoelétrico, que é a propriedade de
certos materiais gerarem um campo elétrico quando séo submetidos a deformacfes
ou pressfes externas. O efeito piezoelétrico direto ocorre quando a polaridade da
perturbacdo mecéanica varia, gerando um campo elétrico. O efeito piezoelétrico
reverso ocorre quando um campo elétrico é aplicado ao material piezoelétrico,
gerando uma deformacdo mecanica. Quando a perturbacao elétrica € adequada em
amplitude e frequéncia, o cristal oscila em um modo ressonante de cisalhamento,
perpendicular ao campo elétrico. Isso permite que um cristal piezoelétrico possa ser
usado na MECQ, além disso, é um equipamento muito empregado na caracterizacao
da superficie de eletrodos (RODRIGUES et al., 2017; SOARES, 2011; VARELA,;
MALTA; TORRESI, 2000). A representacdo esquematica experimental da MECQ esta
descrita na Figura 8.

Durante as medi¢des voltamétricas, o disco que atua como eletrodo de trabalho
permanece em contato com a solucéo. O cristal de quartzo piezoelétrico é conectado
a um circuito elétrico, onde é aplicado um potencial que resulta em uma deformacao
mecanica e na geracao de um campo elétrico que faz com que o cristal vibre em uma
frequéncia de ressonancia, F. Se um potencial alternado for aplicado ao cristal de
quartzo em frequéncias suficientemente altas, da ordem de 5-10 MHz, ocorrerédo
oscilagbes com amplitudes paralelas a superficie do cristal (VARELA; MALTA;
TORRESI, 2000).
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Figura 8. Exemplo esquematico do funcionamento da microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo
(MECQ).

Fonte: Varela e colaboradores (2000)

Quando uma das faces do cristal de quartzo piezoelétrico € colocada em
contato com uma solugcdo eletrolitica durante as medidas voltamétricas, ocorrem
mudancas de massa, Am, em sua superficie, que resultam em um deslocamento da
frequéncia de ressonancia, Af. Esse deslocamento ¢é influenciado pela densidade e
condutividade especifica do liquido. Quando essas propriedades sdo constantes, a
frequéncia do cristal aumenta conforme a massa do eletrodo diminui. Dessa forma, o
cristal atua como eletrodo de trabalho em uma cela eletroquimica convencional
(JEFFREY; ZHENG; RITCHIE, 2000; NOMURA,; IIJIMA, 1981). E bastante difundida
na caracterizacdo da superficie dos eletrodos onde s&o crescidos filmes
nanoestruturados (SOARES, 2011). Sucintamente, o funcionamento da MECQ se
baseia em alteracdes na massa (ganho ou perda) na superficie de um eletrodo de
cristal de quartzo (piezoelétrico), este eletrodo € usado para estabelecer um campo
elétrico alternado através do cristal, ocasionando um movimento vibracional do cristal
na sua frequéncia de ressonancia. Esta frequéncia é sensivel as variacdes de massa
do cristal e do eletrodo, assim, a medida que ha um aumento ou diminui¢cdo da massa,
a frequéncia de ressonancia oscila (VARELA; MALTA; TORRESI, 2000).

Desta forma, a frequéncia do cristal aumenta com a diminuicdo da massa do
eletrodo e, o inverso também é verdadeiro, com a frequéncia diminuindo a medida que
a massa do eletrodo aumenta. A técnica eletroquimica de MECQ tem se mostrado

uma boa ferramenta para estudos na interface do eletrodo/analito, além disso se
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destaca por seu baixo custo quando comparada a outras técnicas eletroanaliticas
comumente utilizadas (VARELA; MALTA; TORRESI, 2000).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a potencialidade da HbAg como biossensor de metais pesados utilizando
estudos da imobilizacdo da proteina em eletrodos automontados e em suporte de
quartzo e verificar sua interagdo com os metais pesados como cadmio, cobre e zinco

em solucéo.

3.2 ESPECIFICOS

1. Estudos da interacdo da hemoglobina extracelular de Amynthas gracilis (HbAQ)
com alguns metais pesados (Zinco, Cadmio e Cobre) por meio de diferentes
técnicas biofisicas como Absorcdo otica, fluorescéncia e Intensidade de

espalhamento de Luz (LSI);

2. Padronizacédo da imobilizacdo da HbAg nativa em sensores automontados e
estudos da deteccdo de metais (cobre, cadmio e zinco) a partir da interacao

com a hemoproteina por medidas espectroscopicas e eletroanaliticas;

3. Estudos da caracteriza¢do do crescimento e morfologia dos filmes de PEI/HbAg
observados por microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ),
Impedéncia eletroquimica, voltametria ciclica e Microscopia eletronica de
varredura (MEV-FEG).
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4. METODOLOGIA
4.1 Extracdao e purificacdo da HbAg

A hemolinfa de 100 espécimes de Amynthas gracilis foi extraida com um corte
na regido do clitelo do animal que foi anestesiado em agua gelada anteriormente. Essa
hemolinfa foi centrifugada a 5.000 RPM, 4 °C por 10 minutos. Apés este procedimento,
foi dialisada em um contra-tampéao Tris-HCI 100 mmol L por 24 horas. Em seguida,
foi ultracentrifugada (Ultracentrifuga Beckman — 1Q/Unesp Araraquara) a 60.000 RPM,
4°C por 5,5 horas. Apés este processo a hemoglobina ficou sedimentada no fundo do
tubo e o sobrenadante descartado. Entdo, a hemoglobina, em forma de “pellet”, foi
ressuspendida com o auxilio de 2 mL de tampé&o Tris-HCI 100 mmol L pH 7,0.

No Laboratério de Biomoléculas, na Unesp de Registro, a hemoglobina foi
submetida a sua ultima etapa de purificacdo, que consiste na purificacdo através de
Cromatografia de Gel Filtracdo (CGF) utilizando uma coluna com fase estacionaria
Superdex 200 em cromatografo liquido AKTA Plus (General Electric). O
cromatograma da purificacdo da HbAg € apresentado na Figura 9, onde um pico unico
e estreito evidencia a adequada purificacdo da hemoglobina. Ap6s a obtencéo da
HbAg purificada, as concentracbes foram determinadas espectroscopicamente
utilizando os coeficientes de absortividade molar €41snm= 5,0 + 0,6 (mg/mL)icm?. A
solugéo estoque final, de aproximadamente 4 mL, apresentou concentracao de 30 mg
mL2.
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Figura 9. Cromatograma da purificagdo da HbAg 30 mg.mL™ obtido em coluna de gel de filtragdo superdex
200PG, em tampdo Tris-HCI 100 mmol L** pH 7,0 a 25 °C acoplada a um cromatégrafo liquido AKTA Pure (General
Electric).

Fonte: autor
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Esta etapa de purificacao foi feita ordinariamente, de 3 a 4 vezes por ano, afim
de sempre trabalhar com a hemoglobina mais nova possivel para evitar possiveis
oxidacOes provenientes do armazenamento. Esses parametros foram definidos em
ensaios anteriores do grupo através da afericdo dos espectros de absorcdo da
hemoglobina mais antiga, além da comparacdo entre géis de eletroforese SDS e

analises de DLS.

4.2 Eletroforese SDS PAGE

A técnica de SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sédio) consiste em separar as proteinas presentes em uma amostra com
base em seu tamanho molecular. O SDS é um agente desnaturante que desenrola as
proteinas e as carrega com uma carga negativa proporcional a sua massa. Ao aplicar
um campo elétrico, as proteinas sdo separadas com base em seu tamanho, uma vez
gue as proteinas menores migram mais rapidamente através do gel. O gel é corado
apos a eletroforese para visualizar as proteinas separadas. O (-mercaptoetanol foi
utilizado para reduzir as pontes dissulfeto existentes nas proteinas, facilitando sua
separacdo. Esta molécula atua como um agente redutor, quebrando as pontes
dissulfeto entre os residuos de cisteina da proteina e reduz a proteina desnaturada a
subunidades individuais. Além disso, ele também ajuda a minimizar a formacéo de
agregados de proteinas durante o processo de eletroforese, o que pode levar a
resultados imprecisos ou dificeis de interpretar.

A massa molecular das subunidades da HbAg e HbGp foi determinada por
SDS-PAGE, aplicada em gel de poliacrilamida 10%, em pH 8,6. As amostras foram
preparadas na auséncia e na presenca de 3-mercaptoetanol, narazéo 1:1, e aplicadas
nos géis com concentracdo de 0,1 mg mL™. A Eletroforese foi realizada com Tris-HCI
25 mmol L e glicina 192 mmol L%, pH 6,8, com uma voltagem constante de 140 V.
Os géis foram corados e marcados com Coomassie Brillant R-250 e padréo Precision

Plus Protein™ da Bio-Rad.

4.3 Metodologia de analises de Espectroscopia Uv-Vis, fluorescéncia e
intensidade de espalhamento de luz (LSI) da HbAg e da Hemoglobina humana
(HHDb).

O preparo das amostras para as medidas de Espectroscopia de Absorcéao Gtica
(UV-Vis), emissédo de fluorescéncia e intensidade de espalhamento de luz foram
realizados através da diluicdo da HbAg para 0,1 mg mL* no tamp&o acetato-fosfato-
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borato 30 mmol L. Apds o preparo, as amostras permaneceram em equilibrio por 3
horas em contato com os metais avaliados, metais estes obtidos através de solucdes
estoque de sulfato de cobre, cloreto de cadmio e sulfato de zinco. Em ensaios
especificos, amostras permaneceram em equilibrio de 3 & 72 horas, como mostrado
mais a frente. ApOs a etapa de equilibrio, as amostras foram centrifugadas a 5000
RPM por 10 minutos em uma centrifuga Eppendorf 5810R. As complexacdes
ocorreram com concentracdes crescentes dos metais, partindo da auséncia do metal
(0 umol L) até 100 umol L1, para todos os metais analisados. Os experimentos foram
realizados a 25°C, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho 6ético de 1 cm com
varredura na faixa de 250 a 700 nm. As analises de fluorescéncia foram realizadas
excitando as amostras em 295 nm, e medindo o espectro de emisséo de 305 a 450
nm, com caminho 6tico de 1,0 cm na excitacao e na emissao. As analises de LS| foram
realizadas no espectrofluorimetro, com uma cubeta de caminho ético de 1 cm medindo
a excitacdo e emissdo em 350 nm. A hemoglobina humana (HHb) foi adquirida
liofilizada da empresa Sigma-Aldrich, e o preparo da amostra seguiu 0 mesmo
procedimento descrito para a HbAg, com diluicdo em 0,1 mg mL? em tampé&o acetato-
fosfato-borato 30 mmol L e tempo de equilibrio de 3 horas. Todas estas analises
foram realizadas no espectrofotometro Shimadzu UV1800 e espectrofluorimetro
RF6000 no laboratério de Biomoléculas da UNESP em Registro/SP.

4.4 Preparo dos filmes em quartzo

O preparo dos filmes para as analises utilizando a HbAg imobilizada no quartzo
foi realizada pela técnica de Layer-by-Layer. O substrato de quartzo foi previamente
lavado com uma solucdo alcodlica de KOH para eliminar tragos de gorduras e/ou
outros contaminantes, tornado a superficie adequada para a adsorcdo de PEI,
utilizado como suporte. Em seguida, o substrato foi mergulhado sequencialmente em
quatro solucdes distintas sendo uma de PEI 1 mg mL, uma com &gua ultrapura, uma
com HbAg 0,1 mg mL* e uma com tamp&o fosfato 20 mmol L.

Para adsorcao do PEI o substrato permaneceu por 30 min na deposicdo da
primeira camada e 3 minutos nas subsequentes. Apos a adsor¢cdo com o polieletrdlito
PEI, o substrato permaneceu por 10 minutos em solugéo contendo HbAg em todas as
camadas. Para as demais solu¢cbes (dgua e tampdo) o substrato foi mergulhado

apenas uma unica vez por camada para retirar o excesso de moléculas fracamente
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adsorvidas e uniformizar a deposicao, seguindo a ordem PEI, agua, solucdo de HbAg
0,1 mg mL* e tampéo fosfato.

Apoés 10 deposicdes em cada solucdo, o substrato tornou-se recoberto por dez
bicamadas PEI/HbAg. Posterior ao crescimento, solu¢cdes dos metais (CuSO4, CdClz,
ZnSO4 diluidos em agua ultrapura) foram preparadas nas concentracdes crescentes
entre 0 e 70 umol L. O substrato foi interagido por 5 min com cada concentracéo do

metal e monitorado no espectrofotdbmetro com uma varredura de 250 a 700 nm.

4.5 Analises voltamétricas

Para o crescimento dos filmes, o PEI, 1 g L%, foi utilizado de forma alternada
nas camadas. Ao todo, dez bicamadas PEI/HbAg foram crescidas no eletrodo DRP-
110 (Dropsens), seguindo a mesma metodologia citada no tépico acima (crescimento
dos filmes no substrato quartzo), porém, ao invés de mergulhar o eletrodo, foi aplicado
200 pL de solucao para cada camada (tanto para camada de PEI quanto para solucao
de HbAg 0,1 mg mL™?), esse volume era retirado apds o tempo descrito na se¢do
acima. As leituras foram realizadas com tampéo fosfato 20 mmol L e as faixas de
potencial abordadas foram de -0,6 até 0,6 volts com 3 ciclos, utilizando como base
sempre o Uultimo ciclo. Estas medidas foram realizadas no Laboratério de
Biomoléculas/Unesp Campus de Registro com o potenciostato uSTAT 200 da
DROPSENS cedido gentilmente pelo IEAMAR/Unesp.

4.6 Caracterizacao dos filmes

Para a caracterizacdo dos filmes, utilizou-se as técnicas de Microscopia
eletrdbnica de varredura (MEV), Impedancia eletroquimica e Microbalanca

eletroguimica de cristal de quartzo (MECQ).

4.6.1 MEV

As medidas de microscopia eletrbnica de varredura foram realizadas no
microscopio eletronico de varredura (Digital Scanning Microscope) DSM 960 da Zeiss
West Germany no Laboratério de Microscopia Eletrénica de Varredura do IFSC/USP
Séo Carlos.

As amostras foram depositadas nos eletrodos da mesma forma como
mencionado em sec¢des anteriores e presas com fita dupla-face em suportes de
aluminio e recobertas com uma fina camada de ouro. Em seguida, as amostras foram

colocadas em uma camara a vacuo para remover a umidade. E importante salientar
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que a camada de ouro foi fina o suficiente para permitir que o feixe de imagem
atingisse a amostra sem ser absorvido, mas também fosse espessa o suficiente para

garantir o contato elétrico e produzir uma imagem.

4.6.2 Impedancia Eletroquimica

As medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas no IFSC/USP Sao
Carlos em um potenciostato/galvanostato Autolab PG STAT, 204 (Metrohm,
Switzerland) controlado pelo software NOVA. Os eletrodos utilizados e o crescimento
das bicamadas, assim como a interacdo com 0s metais S80 0s mesmos descritos em

secbes anteriores.

4.6.3 Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ)

O crescimento das bicamadas PEI/HbAg foi avaliado com o auxilio da técnica
de Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo. O equipamento utilizado foi o
SRS (QCM200) do laboratério de polimeros do IFSC/USP em S&o Carlos. A
deposicéo ocorreu sobre o eletrodo de ouro em cristal de quartzo seguindo os mesmos

procedimentos descritos em seg¢des acima.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PARTE A: Avaliacdo da HbAg como biossensor 6tico de metais pesados

5.1.1 Interacdo da HbAg nativa com metais pesados: Estudos em solucéo

A partir da absorcdo Otica é possivel estudar uma grande variedade de
biomoléculas, verificando os aminoacidos aromaticos contidos nelas, tais como a
fenilalanina, tirosina, triptofano e ligacdes peptidicas. Cada aminoacido aromatico tem
uma maior absortividade em um comprimento de onda especifico na regiao UV-vis. A
fenilalanina absorve mais intensamente em 260 nm, tirosina em 275 nm e o triptofano
em 280 nm e as ligacdes peptidicas entre 190 — 198 nm (POLI, 2006; SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 2007). Nas hemoglobinas, utilizamos os comprimentos de onda
entre 700 e 250 nm para monitorar no espectro de absorcdo as mudancas de
interesse, pois, nesta regido existem bandas caracteristicas do grupo heme (anel
porfirinico) das hemoglobinas. A banda de Soret que é uma banda caracteristica das
hemoglobinas esta centrada em 415 nm e as bandas denominadas Q, encontram-se
em 540 e 575 nm (a e B, respectivamente). Assim, monitorando estas bandas
podemos acompanhar as mudancas do estado de oxidacao do ferro do grupo heme.
Desta forma, na Figura 10, é apresentada uma representacéo ilustrativa do espectro
de absorcéo otica da HbAg integra, ou seja, sem caracteristicas de oxida¢ao do grupo
heme observadas frente a um espectro de uma amostra de HbAg oxidada. A medida
gue a hemoglobina se oxida, hd um deslocamento para menores comprimentos de
onda e alargamento das bandas de Soret, chegando em comprimentos de onda
abaixo de 405 nm. As bandas Q alargam-se, tendendo a formar uma unica banda. Ha
surgimento de uma banda em 500 nm e de uma banda em torno de 620 nm,
denominada LMCT (banda de transferéncia de carga ligante-metal) (AGUSTINHO et
al., 1996; POLI et al., 2006; RIBELATTO et al., 2006; SANTIAGO et al., 2008; TABAK
et al., 2012).
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Figura 10. Espectros de absorcéo da HbAg integra (preto) e HbAg oxidada (vermelho). A banda centrada em
415 nm é denominada banda de Soret, as bandas em 540 e 575 nm sdo denominadas bandas Q. A medida que a
hemoglobina se oxida, hd um deslocamento para menores comprimentos de onda e alargamento das bandas de
Soret. As bandas Q se alargam tendendo a formar uma Unica banda, além disso, ha também o surgimento de uma
banda em torno de 620 nm, denominada LMCT.

Fonte: Autor

Em estudos anteriores (SOUZA, 2018) da HbAg em solucéo observados por
diferentes técnicas espectroscopicas como absorcdo Otica, fluorescéncia,
espalhamento de luz e dicroismo circular na presenca de diferentes concentracdes de
metais pesados (cobre e cadmio), foi mostrado que o metal pesado cadmio ndo oxida,
agrega ou tampouco dissocia a HbAg nas concentragdes e condi¢des testadas (0 a
100 pmol Lt de CdCl: e valores de pH de 5,0 e 7,0), mas, por outro lado, quando a
proteina foi inserida em solugdes com CuSOs ela sofreu oxidacdo, agregacéao,
dissociacdo e perda de parte da sua estrutura secundaria quando exposta as
concentracdes e condicdes testadas (0 a 100 umol L't de CuSOa e pH neutro). Ja no
pH 5,0 a HbAg nativa sofre oxidacdo mas nao perde estrutura secundaria e tampouco
dissocia-se ou agrega-se (SOUZA, 2018). O espectro de absorcédo o6tica da HbAg na
presenca de concentracdes de cobre acima de 10 umol L, no pH 7,0 e 5,0, desloca
a banda de Soret de 415 para 404 nm, além de ser observado um alargamento e
diminuicao da intensidade desta banda. Nestas mesmas condi¢0es, foi observado que
as duas bandas Q se alargam formando bandas em 500 e 620 nm, caracterizando
oxidacdo do grupo heme (SOUZA, 2018).
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5.1.2 Estudos de interacdo da HbAg nativa com zinco (ZnSOa4)

Seguindo as mesmas condi¢cfes descritas com 0s metais pesados reportados
acima, a HbAg foi adicionada a concentragcdes crescentes do metal zinco (obtido a
partir de ZnSQOa4). A centrifugacdo das amostras foi realizada para sedimentar e
descartar os agregados HbAg-Zn em solucéo, estes agregados espalham luz e podem
dificultar a interpretacdo dos resultados. A Figura 11 apresenta 0s espectros de
absorcéo otica da HbAg na auséncia e presenca do metal zinco para as amostras
centrifugadas. Nota-se que, a partir da concentracdo de 20 pumol L* de Zn, a
intensidade de absorcdo da banda de Soret comeca a diminuir. A diminuicdo da
intensidade de absorcédo vai se intensificando com o aumento das concentracdes do
metal. Este fato pode estar relacionado com a formacao de agregados HbAg-Zn, que,
apos a centrifugacao, sao retiradas da solucdo. Assim, retirando-se os agregados,
diminui-se a presenca de particulas grandes em solugao provocando a reducao no
espalhamento de luz e na absorbancia apresentada.

—o0umol.L* ——20 umol.L? A
054 —=2 umol.L* —— 30 ymol.L?
5 umol.L? —— 40 ymol.L?
| —7umoll* ——50umol.L? 0.05 4 B
10 pmol.L™ —— 70 pmol.L* 4 '
0.4 |1 — 15 |,1m0|.L-1 100 1.1m0|.L'l “ 620 nm

Abs (u.a)

T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700
A (nm)
Figura 11. Espectros de absorcdo dptica da HbAg 0,1 mg.mLl, em tamp&o acetato-fosfato-borato 30
mmol.L*? pH 7,0 em fungdo da concentragdo de ZnSO4 na faixa de 0-100 umol.L** apés centrifugacéo e

equilibrio de 3 horas.

Fonte: Autor
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Observando a Figura 11, acima, pode-se notar que ndo houve deslocamento
significativo da Banda de Soret para menores comprimentos de onda, porém, em
concentragées acima de 20 de pmol L2, observou-se uma diminuicédo da intensidade
de absorcéo, que pode estar associada a formacdo dos agregados HbAg-Zn que
foram removidos durante o processo de centrifugagcéo. Apesar da banda de Soret n&o
se deslocar significativamente, as bandas Q se alargam e ocorre o surgimento de uma
pequena banda na regidao de 620 nm, tais fatores sugerem uma oxidacao parcial da
HbAg.

A fluorescéncia é uma técnica valiosa para estudar processos de dissociacao
e desnaturacao de proteinas. A fluorescéncia intrinseca de proteinas € comumente
associada aos aminodcidos aromaticos presentes na sua composi¢cdo, como a
fenilalanina (Phe), triptofano (Trp) e a tirosina (Tyr). Esses aminoacidos geralmente
exibem propriedades de fluorescéncia, o que torna possivel monitorar mudancas na
emissao de luz durante a dissociacdo ou desnaturacédo das proteinas. O triptofano &
o0 aminoacido mais frequentemente monitorado em estudos de fluorescéncia, devido
a sua capacidade de absorcao exclusiva em 295 nm, uma vez que a fenilalanina e a
tirosina ndo apresentam absorcao significativa nessa faixa de comprimento de onda
(A). Além disso, o triptofano (Trp) € altamente sensivel ao ambiente ao seu redor,
exibindo diferentes caracteristicas de fluorescéncia dependendo do grau de exposi¢ao
a solventes hidrofilicos ou regides hidrofébicas da proteina. E importante destacar que
o Trp possui um rendimento quantico maior em comparacdo com a fenilalanina e a
tirosina. (AGUSTINHO et al., 1997; LAKOWICZ, 2006).

Na Figura 12 estdo apresentadas as emissfes de fluorescéncia da HbAg na
presenca de concentracdes crescentes de zinco além do deslocamento do maximo
de emissédo de fluorescéncia. Os resultados das medidas espectroscopicas de
emissdo de fluorescéncia indicam que as variacbes na concentracdo de zinco
induziram mudancas na estrutura terciaria da HbAg, além disso, o deslocamento do
méaximo de emissdo de fluorescéncia esté relacionado com o meio onde os Trp se
localizam, ou seja, o deslocamento de 331 para 314 nm pode estar relacionado com
uma maior exposicdo dos Trp pelo solvente aquoso. De maneira geral para
hemoproteinas, 0 aumento da exposicao dos fluoréforos € associado ao processo de
dissociacao da molécula, ou seja, 0 aumento na emissao de fluorescéncia pode estar

relacionado a dissociacdo da hemoglobina (SANTIAGO et al., 2007).
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Figura 12. (A) Espectros de emissédo de fluorescéncia da HbAg, 0,1 mg mL?, em tampd&o acetato-fosfato-
borato 30 mmol L em fungéo da concentragdo de ZnSO4 explorada entre 0-100 pmol L' em periodo de
equilibrio de 3 horas. (B) Amax de emissao de fluorescéncia dos espectros apresentados.

Fonte: autor

A adicdo de 15 umol L de zinco dobrou a intensidade de fluorescéncia da HbAg
quando comparada com a HbAg na auséncia de metal. J& em concentra¢cdes maiores,
como 100 pmol L, h4a um aumento de mais de 5 vezes na intensidade de
fluorescéncia. As variacdes nas areas dos espectros de emissao de fluorescéncia
normalizadas pela area de emissdo do espectro da proteina integra da HbAg na
presenca de zinco sdo mostradas na Figura 13. Tomando como base a area da
fluorescéncia de cada amostra, € observado que a mesma aumentou mais de 2,5
vezes que a amostra na auséncia do metal. Observa-se que a variacdo de
fluorescéncia é significativa, corroborando com o ensaio de absorcao Gtica descrito

acima.
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Figura 13. Areas dos espectros de emissdo em funcédo da concentracdo de ZnSOs em pH 7,0, normalizadas

pela area de emisséo do espectro da proteina na auséncia do metal, apés o equilibrio de 3 horas.

Fonte: autor

Assim, estes dados sugerem que a HbAg na presenca de concentracdes
crescentes de ZnSO4 sofre oxidacdo através dos dados de absorcgédo, e através dos
dados de fluorescéncia pode-se sugerir a dissociacao da hemoproteina.

Na Figura 14 estdo apresentados os dados de espalhamento de luz (LSI) da
HbAg frente a adicdo de concentracdes crescentes de sulfato de zinco (entre 0 e 100
umol L'1). O comportamento, neste ensaio, corrobora com o que foi apresentado por
Souza (2018) em estudos da HbAg interagindo com cobre. E possivel observar o
aumento da LS| acima de 100.000 u.a. para a concentragdo de 20 umol L, sugerindo
a agregacao da proteina, e, posteriormente, um significativo decréscimo da
intensidade de espalhamento de luz. O fenbmeno observado pode ser explicado pelo
fato de que, quando se faz a centrifugacéo das amostras, as particulas agregadas séo
parcialmente retiradas da solucdo. Assim, o aumento da LS| até a concentracdo de
20 pumol L é devido aos agregados proteina-metal que ainda permaneceram em
solucéo e o posterior decréscimo na intensidade ocorre por conta da diminuicdo da
quantidade de proteina em solu¢gdo como consequéncia da centrifugagéo. Além disso,
é possivel associar este decréscimo da LSI devido a dissociagdo da HbAg na
presenca de Zinco, como mencionado nos ensaios de fluorescéncia. Dessa maneira,
sugere-se a possivel agregacédo da proteina na presenca de zinco (agregados HbAg-

Zn), e uma parcial oxidagao e dissociacao da HbAg.
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Figura 14. Intensidade de espalhamento de luz (LSI) da HbAg 0,1 mg mL™%, em tampé&o acetato-fosfato-
borato 30 mmol L pH 7,0 em fungdo da concentragcdo de ZnSO4 na faixa de 0-100 pmol L apés 3 horas de
equilibrio.

Fonte: autor

Com o intuito de compararmos os dados da interacdo da HbAg com metais
pesados com os da hemoglobina humana nas mesmas condi¢des, na Figura 15, sao
mostrados os espectros de absor¢do oOtica, espalhamento de luz e fluorescéncia da
hemoglobina humana (HHDb) frente ao metal zinco.

Como pode ser observado, a hemoglobina humana nao apresenta mudancas
significativas em seu espectro de absorcao Otica frente aos metais, isso pode estar
relacionado ao fato de que a hemoglobina liofilizada utilizada ja estava oxidada
guando ressuspendida, o que ndo acontece com a HbAg que, como mostrado na
Figura 16, apos o processo de liofilizagdo, encontra-se parcialmente oxidada,
deslocando seu espectro de absorcédo do pico de Soret de 415 nm para 413 nm, um
deslocamento significantemente menor do que os 406 nm de deslocamento do pico
de Soret encontrado nos espectros da HHb apresentados. Para os dados de
fluorescéncia, ndo ha variagao significativa.

Com relacdo aos estudos por LSI, hd um aumento da intensidade de
espalhamento de luz entre 10 e 20 pumol L da ordem de 3 vezes, o que pode estar
relacionado a agregacgdo da HHb em contato com o metal zinco, porém, a intensidade
de espalhamento diminui aos valores da HHb na auséncia de metal, o que pode

sugerir uma ressolubilizacdo dos agregados da hemoproteina.
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Figura 15. Espectroscopia da HHb frente ao sulfato de zinco. (A) Intensidade de espalhamento de luz (LSI),
(B) Espectros de emisséo de fluorescéncia e (C) sua area normalizada e (D) Espectro UV-Vis da HHb 0,1 mg mL"
1, em tampé&o acetato-fosfato-borato 30 mmol L pH 7,0 em fungdo da concentragdo de ZnSOs na faixa de
concentragdo de 0 a 100 umol Lt com tempo de equilibrio de 3 horas.

Fonte: Autor
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Figura 16. Espectros de absorcgéo 6tica da HbAg antes e ap06s a liofilizagdo. (A) espectro da HbAg antes da
liofilizac&@o e (B) espectro da HbAg ressuspendido apos a liofilizagdo.

Fonte: Autor

A Figura 16 mostra que o processo de liofilizacdo da HbAg e sua posterior

ressuspensao acarreta na oxidacédo de seu grupo heme. O espectro mostra a banda
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de Soret deslocada de 415 nm para 413 nm e as bandas Q alargadas, o que
caracteriza processo de oxidacdo. Logo, esse processo de liofilizacdo da hemoglobina
nao € viavel quando o objetivo sdo os estudos de monitoramento da oxidacdo do grupo

heme.

5.1.3 Estudos da interacdo da HbAg com cadmio (CdCl>).

Em posse das informacdes descritas no inicio desta secdo, onde foi
apresentado que resultados anteriores da interacdo da HbAg com cadmio (0 a 100
umol L't de CdCl2) ndo indicaram mudancas significativas no processo de oxidagéo e
dissociacdo da hemoproteina, neste momento, sdo apresentados os resultados dos
estudos da HbAg frente a concentra¢des ainda maiores do metal (na faixa de 0 a 500
umol Lt de CdCl2). Desta forma, buscou-se observar as possiveis oxidacdes e definir
em qual concentracdo de cadmio a hemoproteina se oxida, dissocia ou agrega-se.
Além disso, também foram utilizados tempos de interacdo da hemoglobina com o
metal em um intervalo de tempo maior, até 72 horas, a fim de avaliar uma possivel
oxidacdo na mesma. Os espectros de absorcdo Otica das amostras de HbAg em
contato com cadmio em 3, 24, 48 e 72 horas sem centrifugacdo estdo mostrados na
Figura 17. Nas amostras acondicionadas a 25 °C durante o periodo dos experimentos
(72 horas), € possivel observar que ha um significativo aumento da absorbancia a
medida que a concentragdo de metal aumenta, ficando mais evidente na faixa de
comprimento de onda entre 250 a 300 nm. Este aumento pode estar associado ao
espalhamento de Rayleigh em que, quanto menor o comprimento de onda, mais
intenso é o espalhamento. Além disso, nota-se que mesmo aumentando
significantemente (para concentracdes de até 500 pmol L) a concentracdo de metal
incidida sobre a HbAg, ndo houve deslocamento da banda de Soret nem alargamento
das bandas Q, confirmando que a hemoproteina ndo se oxida nas condi¢des

analisadas.
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Figura 17. Espectros de Absorc¢édo 6ticada HbAg 0,1 mg mL? interagida com concentracdes crescentes de
CdCl2 (0 a 500 umol LY) em 3, 24, 48 e 72 horas de interacdo sem centrifugacao. Todos os ensaios utilizaram
o tampéao acetato-fosfato-borato 30 mmol L.

Fonte: Autor

Na Figura 18, sdo apresentadas as amostras apos 72 horas de interagédo e
centrifugadas antes das medidas de absorcéo 6tica. E possivel notar que ndo ha
deslocamento da banda de Soret, ndo ha alargamento das bandas Q e néo é notada
a presenca de bandas em 620 nm. Desta forma, observa-se que a HbAg ndo se oxida
na presenca do cadmio nas condi¢es avaliadas e que o aumento da intensidade de
absorcdo (250 a 390 nm) observado na figura 17 se deve a presenca de altas

concentragées de sais de cadmio (acima de 100 pmol L1).
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Figura 18. Espectros de Absorc¢édo 6ticada HbAg 0,1 mg mL? interagida com concentracdes crescentes de
CdCl2 (0 a 500 umol L) 72 horas de interagdo com centrifugacéo.

Fonte: Autor

Apéds as medidas de absorcao Gtica, foram realizados ensaios de espalhamento
de luz no fluorimetro e fluorescéncia destas mesmas amostras, e os dados estao
apresentados nas Figuras 19 e 20, respectivamente. Na Figura 19, € mostrada a
emissdo de fluorescéncia da mesma amostra em periodos diferentes com 3, 24, 48 e
72 horas, a fim de induzir a dissociagédo e/ou oxidagdo da HbAg. Em concentragbes
acima de 100 pmol L, hd um aumento na emisséo de fluorescéncia. Este aumento
da intensidade de fluorescéncia em um primeiro momento poderia estar relacionado
com um processo de dissociacdo da hemoproteina nas condi¢cdes analisadas ou a

presenca de sais de cadmio complexado com os tampdes.
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Figura 19. Espectros de emisséo de fluorescénciada HbAg, 0,1 mg mL1, em tampé&o acetato-fosfato-borato
30 mmol L1, pH 7,0, em funcéo da concentragdo de CdClz explorada entre 0-500 pmol Lt em periodo de
equilibrio de 3, 24, 48 e 72 horas. Todas as amostras foram centrifugadas.

Fonte: Autor
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Figura 20. Intensidade de espalhamento de luz (LSI) da HbAg 0,1 mg mL™%, em tampé&o acetato-fosfato-
borato 30 mmol L* pH 7,0 em fun¢éo da concentragdo de CdClz na faixa de concentragéo de 0 a 500 pmol L™
com tempo de equilibrio de 3, 24, 48 e 72 horas.

Fonte: Autor
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Nos estudos de interacdo da HbAg com cadmio monitoradas por UV-vis, nota-
se que mesmo com a maior concentracdo de metal na solucédo ndo ha evidéncias de
oxidacdo, pois 0os espectros de absorcao Otica ndo apresentaram deslocamento da
banda de Soret, alargamentos das bandas Q e surgimentos das bandas de LMCT
(Figura 18). O aumento da intensidade de fluorescéncia observada para
concentracbes acima de 100 pumol L pode estar relacionado com o aumento da
intensidade de espalhamento de Rayleigh observada para estes valores de
concentragfes. Os dados de LS| também apresentaram um aumento da intensidade
de espalhamento de luz para concentracdes acima de 100 umol L (Figura 20).

Um estudo de absorcao 6tica, fluorescéncia e LS| de solucdes de sais de metais
pesados solubilizados no tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol L* foi realizado.
Neste estudo, verificou-se que para concentracdes de sais de metal pesado acima de
100 pmol L, um aumento do espalhamento de luz (dados ndo mostrados) foi notado
nos espectros obtidos pelas trés técnicas espectroscopicas. Desta forma, € possivel
propor que o aumento de fluorescéncia e LSI, observado nas figuras 19 e 20,
respectivamente, apos 3 horas de equilibrio, estdo associadas a presenca de
pequenos agregados de metal complexado com o tampéao de solubilizag&o.

Do mesmo modo que foi realizado para as amostras contendo metal zinco, foi
utilizada a hemoglobina humana (HHb), para efeito de comparagao. Na Figura 21, sao
mostrados os espectros de absor¢éo o6tica, espalhamento de luz e fluorescéncia da
hemoglobina humana (HHb) em contato com as concentragdes crescentes de cloreto
de cadmio (0 a 500 pmol L%).
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Figura 21. Espectroscopia das amostras de HHb com cadmio. (A) Espectro UV-Vis da HHb 0,1 mg mL? (B)
Espectros de emisséo de fluorescéncia e a area de seus espectros normalizada (C) e (D) Intensidade de
espalhamento de luz (LSI), em tampé&o acetato-fosfato-borato 30 mmol L* pH 7,0 em fungdo da
concentracdo de CdCl2 na faixa de concentracdo de 0 a 500 pmol.L* com tempo de equilibrio de 3 horas.

Fonte: Autor

Da mesma forma com o que foi realizado nas amostras de HHb interagidas com
zinco, nota-se que a HHb nédo apresenta deslocamentos significativos do seu espectro
UV-Vis, apresentando a banda de Soret centrada em 406 nm, evidenciando que a
proteina jA se encontra em processo de oxidacdo. Com relacdo ao espalhamento de
luz, vemos um ligeiro aumento na intensidade, da ordem de 1,5 vezes, sugerindo
agregacdo da mesma. Estes dados corroboram a ideia da utilizacdo da HbAg frente a
HHb devido a sua maior estabilidade oligomérica e resisténcia a oxidagdo, como
apresentado na Figura 16.

5.1.4 Medidas de eletroforese monodimensional SDS-PAGE

Com o intuito de avaliarmos um possivel efeito na alteracdo da massa molar da
HbAg (mais especificamente das suas subunidades) na presenca dos metais
pesados, estudos de SDS-PAGE foram realizados. Nas Figuras 22 e 23,
respectivamente, sdo apresentados os géis de SDS-PAGE na auséncia e na presenca

do agente redutor B-mercaptoetanol, respectivamente. O poco (P) corresponde ao
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padrdo de massa molecular usado para a calibracdo das massas aparentes das
bandas presentes no gel. Os pocos B, C, D e E correspondem a HbAg na auséncia e
na presenca de diferentes metais pesados, ja os pocos F, G, H e | correspondem a
HbGp nas mesmas condi¢cdes de estudos da HbAg. A proteina HbGp foi utilizada
neste estudo como um padréo de hemoproteina, uma vez que a HbGp é uma proteina
ortéloga a HbAg, e uma proteina bastante estuda na literatura (CARVALHO et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2020).
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Figura 22. Eletroforese em gel de SDS-PAGE 10% da HbGp e HbAg na auséncia de B-mercaptoetanol. Onde
P: padrédo de peso molecular (Precision Plus Protein, Bio-Rad), B: HbAg Nativa; C: HbAg + Cu; D: HbAg + Cd; E:
HbAg + Zn; F: HbGp nativa; G: HbGp + Cu; H: HbGp + Cd; I: HbGp + Zn.

Fonte: Autor
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Figura 23. Eletroforese em gel de SDS-PAGE 10% da HbGp e HbAg na presenca de B-mercaptoetanol. Onde
P: padrédo de peso molecular (Precision Plus Protein, Bio-Rad), B: HbAg Nativa; C: HbAg + Cu; D: HbAg + Cd; E:
HbAg + Zn; F: HbGp nativa; G: HbGp + Cu; H: HbGp + Cd; I: HbGp + Zn.

Fonte: Autor
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E possivel observar, através da Figura 22 que, na auséncia de B-mercaptoetanol,
os resultados foram semelhantes tanto para o poco contendo HbAg nativa (na
auséncia dos metais) quanto para a HbAg na presenca dos metais cobre, cadmio e
zinco. Verificamos a presenca de quatro bandas, sendo que a banda em torno de 75
kDa pode representar os tetrameros [abcd], as bandas localizadas entre 37 e 30 kDa
possivelmente sédo trimeros e a banda que aparece isolada entre 15 e 10 kDa
corresponde a uma das subunidades monoméricas (CARVALHO et al.,, 2011;
IMASATO et al., 1997; SEBASTIAO, 2022). Na Figura 23, observa-se que, nha
presencga de -mercaptoetanol, ocorre o desaparecimento da banda correspondente
ao trimero abc, em torno de 59 kDa para a HbAg, e em torno 58 kDa para a HbGp. O
ocorrido é consequéncia do B-mercaptoetanol que promove a reducdo das ligacdes
dissulfeto existentes na subunidade trimérica, que ir4 se dividir em subunidades
monoméricas. De maneira geral, os metais ndo afetaram o perfil eletroforético HbAg
e HbGp.

5.1.5 HbAg aplicada como um sistema 6tico de detec¢cdo de metais pesados.

Como mostrado em sec¢des anteriores, 0os estudos espectroscopicos da HbAg
na presenca de diferentes concentracbes de cadmio ndo mostraram alteracfes
significativas que pudessem indicar a oxidacdo da proteina. Ja a interagdo da HbAg
com Cobre mostra a oxidacdo, dissociacdo e agregacdo da proteina em algumas
condi¢cdes de anadlises. A interagdo da HbAg com zinco também ndo apresenta
alteracOes significativas nos espectros de absorcao otica, nem mesmo deslocamento
da banda de Soret para menores comprimentos de onda. Assim, como este trabalho
prevé a possivel elaboragcdo de um biossensor utilizando a HbAg como uma
biomolécula ativa, foi avaliado, a partir de entdo, a oxidacdo da HbAg frente ao metal
cobre monitorado por técnicas de espectroscopia otica.

A HbAg foi imobilizada em um substrato solido de quartzo e colocada em
contato com metal cobre para certificar-se que a hemoproteina apresenta os mesmos
espectros UV-vis que em solugcdo. A Figura 24 mostra a HbAg imobilizada em
substrato solido de quartzo juntamente com o biopolimero polietilenoimina (PEI),
observa-se a interacdo do cobre com as bicamadas PEI/HbAg. Nota-se que a banda
de Soret desloca-se de 415 para 412 nm, além de um alargamento nas bandas Q (535
e 570 nm), sugerindo uma parcial oxidacdo da mesma, reforcando a ideia de sua

possivel utilizacdo como um sensor otico.
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Figura 24. (A) Apresentacédo da bicamada PEI/HbAg, crescidas por LBL em substrato de quartzo, interagidas
com concentragdes crescentes de sulfato de cobre (0 a 70 umol L) e monitorada por espectrofotometria Uv-Vis.

(B) Deslocamento do comprimento de onda maximo da banda Soret e sua intensidade de absorcao.

Fonte: autor

A avaliagdo da oxidacdo do centro férrico destas hemoglobinas é realizada,
dentre outras técnicas, pelo monitoramento do espectro UV-Vis, observando as
mudancas na Banda de Soret, a qual é centrada em 415 nm na forma oxi, e se desloca
para valores préximos a 405 nm quando oxidada, alargando-se e diminuindo a sua
intensidade de absorcdo. J4 as bandas Q (540 e 575 nm) se alargam e formam um
pico unico (TABAK et al., 2012).

Em se tratando da oxidacdo do grupo heme desta classe de hemoproteinas,
nota-se que estas hemoglobinas se oxidam em concentragcdes baixas de metais
pesados e surfactantes quando comparado a outro agente caotrGpico como a ureia.
Carvalho e colaboradores (2012) promoveram a oxidacao e posterior dissociacédo da
HbGp por ureia e verificaram, através das técnicas de DLS, Espectroscopia UV-Vis,
LSI e dicroismo circular (CD), que concentracdes acima de 4 mol L'! causam oxidacéo
e dissociacdo da proteina. Ja em estudos posteriores, Carvalho e colaboradores
(2013b), utilizando ultracentrifugacdo analitica e espalhamento de luz a baixo angulo
(AUC e SAXS, respectivamente), observaram que em concentracfes abaixo de 4 mol
L1 de ureia a estrutura quaternaria da HbGp néo se altera. Santiago e colaboradores
(2007) verificaram a oxidag¢ao da HbGp, pH 7,0, proporcionada pela interagdo com os
surfactantes CTAC e SDS, uma vez que a banda de Soret, para a interacdo com
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CTAC, comeca a diminuir sua intensidade em concentragées de 0,02 mmol L e, em
concentragbes acima de 0,05 mmol L, ha um significativo alargamento das bandas
Q. Nos estudos com o surfactante SDS observou-se um significativo alargamento das
bandas Q para concentracGes de SDS maiores que 0,6 mmol L.

Ramos (2017) realizou estudos com a HbAg em funcgéo dos surfactantes CTAC
e SDS em dois valores de pH (5,0 e 7,0). A partir dos resultados deste autor, € possivel
notar que a hemoproteina mostra sinais de oxidacdo na presenca de concentracdes
de CTAC acima de 0,07 mmol L e, para o SDS, a hemoglobina inicia a oxidacédo
acima de 0,2 mmol L1, Em estudos de interagédo da HbAg com metais pesados, Souza
(2018) verificou a oxidagdo da HbAg em concentragées acima de 30 umol L de cobre.
Nesta concentracdo, a Banda de Soret da hemoglobina se desloca para 404 nm,
diminui a intensidade, as bandas Q comecam a se alargar e uma banda aparece em
620 nm, processo este caracteristico de oxidacdo do grupo heme. Assim, € notado
gue estas hemoproteinas sdo mais sensiveis a interacdo com cobre, do que com o0s
surfactantes e ureia.

A seguir sdo apresentados estudos de absorcéo 6tica da bicamada PEI/HbAg
imobilizada no quartzo com concentragdes crescente de Cobre. Variacdo do tempo
de interacdo (2, 5 e 8 minutos) do metal com a bicamada foram realizados. E
importante mencionar que as medidas realizadas em solugdo (SOUZA, 2018) tém um
tempo de equilibrio de 3 horas e, neste experimento com a hemoglobina imobilizada,
o tempo foi reduzido significativamente. A Figura 25 mostra o deslocamento da banda

de Soret das bicamadas PEI/HbAg com a adicdo de Cobre conforme descrito acima.
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Figura 25. Deslocamento do A maximo das bandas de Soret das bicamadas PEI/HbAg, crescidas por LBL
em substrato de quartzo, interagidas com concentragdes crescentes de sulfato de cobre (0 a 70 umol L)
por 2, 5 e 8 minutos e monitoradas por espectrofotometria UV-Vis.

Fonte: autor

A partir destes resultados, pode-se observar um maior deslocamento da banda
de Soret quando interagida a bicamada com o metal cobre por 8 minutos. O A maximo
da banda de Soret deslocou-se de 415 para 409 nm, caracterizando a parcial oxidagéo
do grupamento heme da HbAg imobilizada.

A partir dos dados apresentados até aqui, € evidente que a HbAg é sensivel
aos metais analisados e, em maior grau, para o metal cobre. Desta forma, a proposta
de utilizagdo da molécula como biossensor 6tico € corroborada, tanto da
hemoproteina em solugdo quanto imobilizada no substrato solido de quartzo. A
utilizacdo da transicdo do pico de Soret para menores comprimentos de onda a
medida que a concentracdo de metal cresce pode ser utilizada como parametro para
o futuro sensor 6tico. Além disso, de acordo com os dados da literatura mostrados
anteriormente a HbAg é altamente sensivel aos metais quando comparado a outros
agentes caotropicos como ureia e alguns surfactantes. Enquanto os estudos com
ureia utilizam concentracées em mol L para oxidar a proteina e os trabalhos com
surfactantes utilizam concentrages na ordem de mmol L?, os resultados
apresentados nesse trabalho sédo da ordem de umol L1, evidenciando a sensibilidade

que a HbAg apresenta para com estes metais.
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5.2 PARTE B: Avaliacdo da HbAg como biossensor eletroanalitico de metais

pesados

A partir dos dados obtidos em sec¢bes anteriores deste trabalho, verificou-se
que a HbAg dispbe de potencial para a utilizacdo como sensor 6tico. A partir disso, foi
avaliada a possibilidade de a HbAg atuar também como um sensor eletroanalitico.
Desta forma, a caracterizacdo dos eletrodos e as analises eletroanaliticas séo

mostradas a seqguir.

5.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura acoplada a canhéo de elétrons por

emissdo de campo (MEV-FEG)

A técnica MEV-FEG, também conhecida como Microscopia Eletrénica de Alta
Resolucdo, permite a observacdo de detalhes morfoldgicos dos materiais com
resolucdo de 1 nm, e pode ser usada para auxiliar na determinacdo do tamanho de
particulas de no minimo 10 nm. Através desta técnica, é possivel obter imagens
topogréficas de filmes de diferentes superficies, produzindo imagens de grande
resolucdo e nitidez. Desta forma, estudos do crescimento das ilhas adsorvidas,
porosidade, contaminantes, granulometria e morfologia das superficies podem ser
realizados. Até mesmo estudos de deteccgdo ja foram reportados utilizando a técnica
de MEV. Rodrigues e colaboradores (2017) relacionaram a circularidade das imagens
obtidas por MEV dos filmes de polipirrol e o biomarcador do anticorpo p53 com
amostras contendo o anticorpo p53. Os autores verificaram que houve uma
deformacédo na morfologia dos filmes e a circularidade dos mesmos foi afetada,
tornando-os irregulares. Desta forma, conseguiram quantificar as amostras contendo
p53, um anticorpo marcador de cancer.

No presente trabalho, MEV foi utilizado para, inicialmente, obter informacdes
acerca da morfologia dos filmes de PEI + HbAg, caracterizar estes filmes quando em
contato com 0s metais pesados e avaliar a sensibilidade dos filmes de PEI+HbAg
frente aos metais pesados, utilizando uma abordagem proxima a utilizada pelo grupo
de pesquisa citado acima.

Os filmes foram preparados e recobertos com uma fina camada de Au (Ouro)
para contato elétrico e geracdo da imagem. A camada de Au necessita ser fina o

suficiente para nao ser absorvida pela amostra, porém, espessa o suficiente para
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manter o contato elétrico. Apds o recobrimento, as amostras foram colocadas em uma
camara sob vacuo para eliminar a umidade.

A Figura 26 apresenta o eletrodo recoberto apenas com uma bicamada de PEI
e HbAg, com aumento de 15 mil vezes. Na imagem, é possivel observar que o eletrodo
com apenas uma bicamada é extremamente poroso e o material ndo o recobre
totalmente. Porém, observa-se que os componentes do filme ndo estdo recobrindo
todo o eletrodo, impossibilitando a possivel interacdo do analito com a bicamada. Roz
e colaboradores (2015) mostram que o crescimento dos filmes por LBL se d& a partir
da formacéao inicial de conglomerados de filmes, como se fossem ilhas que, vao
crescendo a medida que o material é depositado no eletrodo, até a cobertura total da
superficie do eletrodo. Desta forma, é possivel verificar que com apenas uma
bicamada PEI/HbAg o eletrodo ndo esta totalmente recoberto, corroborando com a

literatura.

Figura 26. Imagem de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV-FEG) do Eletrodo com 1 bicamada de
deposicao do polimero PEI com a HbAg com aumento de 15 mil vezes.

Fonte: autor
Com base neste resultado, obteve-se imagens acerca do recobrimento apenas

do PEI ao eletrodo. Estas imagens sédo utilizadas como base de comparacao e estao

apresentadas na Figura 27.
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Figura 27. Imagem da deposi¢cdo de 10 camadas do polimero PEI com aumento de 50 e 100 mil vezes
(esquerda e direita, respectivamente).

Fonte: autor

Apoés observar as imagens referentes apenas ao PEI sobre o eletrodo, é
constatado que ha, ainda, muita irregularidade no crescimento do filme e ilhas nédo
uniformes. Este fato pode ser relacionado a fraca interacdo entre as moléculas de PEI
sobrepostas nas 10 bicamadas, perdendo estrutura em um determinado nivel de
deposicdo. Visto isso, a Figura 28 apresenta a imagem obtida por MEV-FEG da
deposicédo de 10 bicamadas PEI/HbAgQ. Nela pode-se notar a maior uniformidade do
filme frente as outras imagens apresentadas e, como esperado, uma interacao mais
coesa entre o polimero e a hemoglobina. Estas imagens séo utilizadas como base de
comparacao para a possivel identificacdo de alteracdes na morfologia deste filme
frente aos metais analisados.

E possivel visualizar a homogénea deposicdo do filme, de acordo com as
limitacGes da técnica. Além disso, percebe-se também a porosidade das ilhas que

fazem o analito permear e alcancar as moléculas ativas imobilizadas.

Figura 28. Imagem da deposicao de 10 bicamadas PEI/HbAg sobre o eletrodo com aumento de 50 e 100 mil
vezes (Esquerda e direita, respectivamente).

Fonte: autor
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A partir destes resultados, foi realizada a interacdo das bicamadas PEI/HbAg
com 0s metais cobre e cadmio em diferentes concentracdes (4, 8 e 15 umol L) e as
imagens, quanto as morfologias estdo apresentadas nas Figuras 29 e 30. As figuras
tém aproximacédo das lentes de 50 e 100 mil vezes. ApoOs a interacdo, € possivel
observar uma leve diminuicdo na circunferéncia dos nodulos das bicamadas em
concentracdes elevadas dos metais, 0 que pode nos dar indicios de que a medida que

aumenta a concentracdo do metal a circunferéncia diminui.

Figura 29. Imagens das interagdes dos metais com a os eletrodos nas concentragdes de 4 pmol L** de CdCl2
(A), 8 umol L't de CdCl2 (B), 15 umol L* de CdClz (C), 4 pmol L** de CuSOa (D), 8 umol Lt de CuSO4 (E) e 15 pmol
L de CuSOs (F) com 50 mil vezes de ampliag&o.

Fonte: autor
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Figura 30. Imagens das interacdes dos metais com a os eletrodos nas concentragdes de 4 pmol L'* de CdCl»
(A), 8 umol L't de CdClz (B), 15 umol L** de CdCl2 (C), 4 pmol L** de CuSOQa (D), 8 umol L de CuSO4 (E) e 15 umol
L't de CuSO4 (F) com 100 mil vezes de ampliagéo.

Fonte: Autor

5.2.2 Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ)

A Figura 31 mostra a variacdo de frequéncia de ressonéncia a partir da
deposicéo das bicamadas dos filmes PEI/HbAg sobre o eletrodo de ouro em cristal de
quartzo da microbalanca. Conforme foi observado, a frequéncia de ressonancia
diminui & medida que as bicamadas sdo depositadas, e, como ha diminuicdo da
frequéncia logo ha aumento da massa. Assim, pode-se confirmar a adsor¢do da

HbAg/PEI na superficie do eletrodo.
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Figura 31. Variagdo da frequéncia de ressonéncia a partir da deposicdo de 8 bicamadas de PEI/HbAg na
superficie do eletrodo de ouro da microbalanca.

Fonte: autor
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5.2.3 Voltametria ciclica das bicamadas de PEI/HbAg

A voltametria ciclica € uma técnica muito empregada em estudos sobre reacdes
redox de espécies eletroativas, deteccéo de intermediarios, velocidades de reacéo e
acompanhamento de produtos formados em solucédo e sobre eletrodos (SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 2007). Neste estudo, foi utilizada a voltametria ciclica para
verificar o crescimento dos filmes PEI/HbAg nos eletrodos impressos de carbono
(DRP-110) e para mensurar alteracées redox da bicamada frente aos metais cadmio,
cobre e zinco. Com isso foi possivel verificar quais modificagfes estes metais podem
promover no eletrodo recoberto pela amostra. Os filmes foram interagidos com
concentragBes crescentes de CuSQOs, CdCl2 e ZnSO4 entre 0 e 70 ymol L e
apresentaram uma reducdo na area do voltamograma devido ao acréscimo dos
metais, com saturacdo em valores maiores que 10 pmol L.

Para o crescimento dos filmes, o PEI, 1 g/L, foi utilizado de forma alternada nas
camadas. Ao todo, dez bicamadas PEI/HbAg foram crescidas em eletrodo DRP-110
(Dropsens), conforme metodologia utilizada em trabalhos anteriores (SOUZA, 2018).
A éarea dos filmes obtidos € normalizada, pois ha uma reducédo das areas a medida
que 0s metais sdo adicionados, por isso € interessante normaliza-las para melhor
visualizagéo do resultado, como pode ser observado na Figura 32. Os voltamogramas
dos filmes (-0,6v a +0,6v) foram obtidos conforme apresentado na Figura 32B e a
integral de cada um € calculada com o auxilio do software OriginPro 8.5, obtendo
entdo a area de cada voltamograma. Como a area é negativa, multiplica-se por (-1) e

as areas normalizadas séo obtidas, como mostra a Figura 32A.
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Figura 32 Voltamograma da bicamada PEI/HbAg. Exemplo de analise dos voltamogramas obtidos (A) Médulo
da area dos voltamogramas de 10 bicamadas crescidas com PEI/HbAg interagidas com concentragdes crescentes
de Sulfato de cobre (0 a 70 umol L?). (B) Modelo representativo da reducédo da area dos voltamogramas de 10
bicamadas crescidas com PEI/HbAg interagidas com concentra¢des crescentes de cobre.

Fonte: autor

Na Figura 33, sdo mostrados os moédulos das areas normalizadas da interacao
dos metais cadmio, cobre e zinco com a HbAg, avaliados com concentragfes
crescentes de metal (0 a 70 pumol L1). Foram utilizados como base estudos anteriores
(SOUZA, 2018) em que o polimero poli(vinil sulfato de sodio), conhecido como PVS,
foi empregado, para utilizacdo enquanto material inerte aos metais utilizados, atuando

como parametro de controle do experimento.
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Figura 33. M6dulos das areas normalizadas dos voltamogramas das interagdes de cobre, cadmio e zinco
com as bicamadas PEI/HbAg e PEI/PVS em concentracdes crescentes dos metais (0 a 70 pmol L) e em
sensores distintos. Monitorados por voltametria ciclica e tratados com o software OriginPro 8.5.

Fonte: autor

A inclinagdo das curvas referentes a interacdo dos filmes & mais acentuada
entre os valores de 0 umol Lt e 20 umol L%, ap6s este valor h4 uma maior saturagdo
do sensor em todos 0s metais, além disso os metais ndo causaram nenhum efeito nas
areas dos sensores contendo PVS, conforme o esperado. Os ensaios de voltametria
ciclica da bicamada PEI/HbAg mostrados acima sugeriram uma saturacao do sensor
em concentracdes acima de 20 pmol L nos metais pesados analisados, pois ndo se
observou alteracdes significativas no valor de A/A0 acima de 20 umol L de metal.
Esse tipo de comportamento linear caracteriza saturacdo do sensor, conforme
apresentado por Rodrigues e colaboradores (2011) que elaboraram um biossensor
para a deteccao de acido fitico.

Sabendo disso, na Figura 34, reduziu-se a escala de interagdo com metais afim
de verificar com mais exatidao a regido de saturacdo da curva e, por fim, delimitar a
inclinacdo da reta, com o intuito de obter informac¢bes quantitativas acerca do sensor.
Percebe-se que o comportamento € semelhante ao dos outros metais, mas, nesse

caso, com saturacgéo inferior a 10 umol L** do metal.



80

4
34
=} 2 —a— PEI/HbAg cc,Jbre.
< —e— PEI/HbAg cadmio
<< —4a— PEI/HbAg zinco
—w— PEI/PVS cobre
1 —— PEI/PVS cadmio
—<4— PEI/PVS zinco
04

[Metais] pmol L™

Figura 34. M6dulos das areas normalizadas dos voltamogramas das interagdes de cobre, cadmio e zinco
com as bicamadas PEI/HbAg e PEI/PVS em concentragdes crescentes dos metais (0 a 20 umol L) e em
sensores distintos, monitorados por voltametria ciclica e tratados com o software OriginPro 8.5.

Para comparacao, realizou-se ensaios com a hemoglobina humana (HHb) nas
mesmas condi¢cdes descritas para a HbAg, e os resultados encontram-se na Figura
35. Pode-se observar que os estudos envolvendo a interacdo da hemoglobina humana
com 0s metais pesados de interesse apresenta uma curva com inclinagdo menor, o
gue pode indicar uma menor sensibilidade aos metais. Isso pode ser associado ao
fato da HHb ja se encontrar parcialmente oxidada. Mas de qualquer forma, vale
salientar que, tanto a HbAg quanto a HHb nédo séo seletivas aos metais nos testes

realizados.
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Figura 35. M6dulos das areas normalizadas dos voltamogramas das interagdes de cobre, cadmio e zinco
com as bicamadas PEI/HHb, PEI/HbAg e PEI/PVS em concentragdes crescentes dos metais (0 a 20 pumol L) e
em sensores distintos, monitorados por voltametria ciclica e tratados com o software OriginPro 8.5.

Fonte: Autor

Em suma, pode-se observar, com base nos dados obtidos, que o sensor
eletroquimico utilizando HbAg ndo é seletivo aos metais analisados. Ha resposta
linear, & medida que a concentracdo dos metais aumenta, porém, ndo € observada

diferenca significativa na inclinagdo das retas de cada amostra.

5.2.4 Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE)

A técnica de Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE) oferece
detalhes das caracteristicas elétricas da interface solucdo/eletrodo para alguns
materiais. Esta técnica foi utilizada neste trabalho para possivel caracterizacéo elétrica
dos filmes montados com HbAg e PEI, buscando estudar o comportamento elétrico
disposto entre o analito e a bicamada PEI/HbAg imobilizada no eletrodo. Em outras
palavras, buscou-se utilizar a técnica para verificar possiveis alteragcbes na
impedancia a medida que as concentracfes de sulfato de cobre aumentaram (foram
adicionadas) nos eletrodos recobertos com a bicamada.

Alguns trabalhos publicados na literatura utilizam a técnica de EIE em
biossensores de deteccéo eletroquimica. Soares e colaboradores (2019) mostraram
gue o biomarcador PCA3, especifico para o cancer de prostata, pode ser detectado,
dentre outras técnicas, por espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, em um teste

mais efetivo que o utilizado atualmente, o teste de PSA (antigeno especifico de
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prostata). Neste trabalho, eles observaram que ha variacdo na curva de impedancia
dos filmes LBL contendo quitosana, nanotubos de carbono e a fita de DNA
complementar do PCA3 imobilizada no filme. Desta forma, quando ha PCA3 no meio,
ele se liga ao seu complementar e ha uma variagdo positiva da impedancia a medida
que maiores concentracdes do biomarcador € adicionada. Assim, os pesquisadores
conseguiram quantificar a concentracdo de PCA3 na amostra.

Diante disso, a técnica EIE foi utilizada para verificar se h& variacdo nas
medidas de impedancia nos filmes contendo PEI/HbAg quando postos em contato
com concentracdes crescentes de cobre e cadmio. Porém, as analises por EIE
realizadas nao tiveram resultados satisfatérios para os metais cobre e cadmio, como
mostrado nas Figuras 36 e 37, respectivamente. Nelas, podem ser visualizadas as
triplicatas de cada experimento e ndo € encontrada uniformidade nos dados, de modo
a nao ser possivel verificar, por esta técnica, as alteracdes progressivas da

impedancia a partir da adicdo dos metais no eletrodo.
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Figura 36. Impedéancia eletroquimica (Impedancia real/imaginaria) dos eletrodos montados com 10
bicamadas de PEI/HbAg na auséncia e presenca de concentragdes crescentes de CuSO4. As medidas foram
obtidas em um potenciostato/galvanostato Autolab PG STAT, 204 (Metrohm, Suica) controlado pelo NOVA
software.

Fonte: Autor
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Figura 37. Impedancia eletroquimica (Impedéancia real/imaginaria) dos eletrodos montados com 10
bicamadas de PEI/HbAg na auséncia e presenca de concentra¢8es crescentes de CdClz. As medidas foram
obtidas em um potenciostato/galvanostato Autolab PG STAT, 204 (Metrohm, Suica) controlado pelo NOVA
software.

Fonte: Autor
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, e de acordo com a literatura consultada, ha
a utilizacdo de hemoglobinas na composicéo de biossensores, em muitos casos como
transdutoras de elétrons, amplificando o sinal na detec¢do. Em contrapartida, a HbAg
uma hemoglobina extracelular gigante, apresenta maior estabilidade oligomérica,
maior resisténcia a oxidacdo e mais grupamentos heme do que as hemoglobinas
(hemoglobina humana por exemplo) ja utilizadas em sensores, tornando-a uma
molécula de grande interesse biotecnolégico.

Quanto aos ensaios espectroscopicos, a HbAg se mostrou eficiente na
deteccdo do metal pesado cobre em solucdo, pois a oxidacdo é evidente. A
hemoglobina sofre agregacéo com a adigcdo de cobre acima de 30 umol L e de zinco
acima de 20 pmol Lt. O metal cAdmio ndo ocasiona oxidagdo ao grupo heme da
HbAg, ndo provoca alteracdes na intensidade de espalhamento de luz da molécula e
na emissao de fluorescéncia. O metal zinco oxida parcialmente, dissocia e causa
agregacdo na HbAg em concentracdes acima de 20 pmol L.

A utilizacdo da HbAg como sensor 6tico, tanto em solucdo quando imobilizada
em quartzo, se mostrou eficiente. A HbAg € altamente sensivel aos metais quando
comparado a outros agentes caotropicos como ureia e alguns surfactantes. Enquanto
os estudos com ureia utilizam concentracdes em mol L para oxidar a proteina e os
trabalhos com surfactantes utilizam concentra¢des na ordem de mmol/L, os resultados
apresentados nesse trabalho sdo da ordem de pmol L, evidenciando a sensibilidade
que a HbAg apresenta para com estes metais.

A técnica de eletroforese monodimensional SDS-PAGE néo tem a sensibilidade
suficiente para a diferenciagcdo das subunidades dissociadas pelos metais utilizados,
sendo necessaria a utilizacdo de técnicas mais sensiveis como MALDI-TOF/MS.

Em se tratando da interacdo das bicamadas PEI/HbAg com cobre, monitorada
por absorcéo o6tica, observou-se que o tempo de interacdo da bicamada com o metal
€ importante para a verificacdo do deslocamento da banda de Soret da hemoglobina.
Esta se desloca para valores préximos de 409 nm com 8 minutos de interacdo com a
solugéo de 70 ymol L't de CuSOa4. Enquanto quando utilizamos tempos abaixo de 5
minutos de interacdo, a variacao do deslocamento € menor, deslocando de 415 para
412 nm.



85

O crescimento dos filmes PEI/HbAg no eletrodo de carbono vitreo foi
satisfatoriamente monitorado por voltametria ciclica, confirmando pelo aumento da
massa através da microbalanca de cristal de quartzo e pela morfologia caracteristica
observada através da Microscopia Eletrbnica de Varredura. A interacdo das
bicamadas PEI/HbAg com cobre, cadmio e zinco mostraram um comportamento
semelhante, com saturagdo préxima a 10 ymol L para todos os metais analisados no
eletrodo de carbono vitreo, DRP110.

A técnica de impedancia eletroquimica ndo pbéde ser utilizada, pois néo foi
encontrada uniformidade nos dados, sem linearidade em alteragdes progressivas a
medida que a concentracdo de metal aumenta. Por outro lado, a técnica de
Microscopia eletrénica de varredura mostrou que ha alteracbes na morfologia dos
filmes & medida que os metais, cobre e cadmio, foram interagidos frente a bicamada
PEI/HbAg e, posteriormente, sera verificado se € possivel utilizar esta técnica para

indicar a presenca destes metais nas solu¢cdes desconhecidas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante a execuc¢ao deste estudo, foram obtidas informacgdes importantes sobre
a HbAg e sua interacdo com 0s metais cobre, cadmio e zinco. A molécula se mostrou
sensivel ao metal cobre quando imobilizada a um substrato sélido de quartzo com
interacgao por 8 minutos, evidenciando sua grande potencialidade como um biossensor
otico. Desta forma, para futuros trabalhos, sera importante elucidar a interacdo desta
molécula utilizando um tempo de interacdo maior com o metal.

Além disso, as técnicas que aqui foram utilizadas para caracterizacdo dos filmes
podem ser utilizadas para possivel detec¢do dos metais, como € o caso do MEV e da
MECQ. Para os estudos com o MEV, a circularidade dos complexos PEI/HbAg,
através de software de aprendizado de maquina, pode ser medida para confirmar se
elas realmente diminuem com a adicdo dos metais analisados. Ja para a MECQ, a
adicdo dos metais monitorada nas bicamadas de PEI/HbAg e monitoradas pela
microbalanga pode ser uma outra forma de quantificar e, assim, fazer um biossensor
mais completo.

Com relacéo a estrutura da HbAg, outros estudos precisam ser realizados para
confirmar as alteracdes em sua estrutura na presenca de cobre e zinco, tais como
dicroismo circular e DLS, além da utilizacdo do MALDI-TOF-MS para verificar se a

massa da HbAg e suas subunidades sofrem alteracfes significativas.
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