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RESUMO

A contaminagcdo ambiental por metais pesados provenientes de atividades agricolas,
industriais e mineradoras compromete o equilibrio ecologico. Esses contaminantes podem ser
absorvidos por anelideos, como Amynthas gracilis, amplamente distribuida no Brasil e
conhecida por sua resiliéncia a solos contaminados. Essa adaptacdo esta associada a
propriedades especificas de sua hemoproteina (HbAg), que possui caracteristicas bioquimicas
e biofisicas promissoras para uso em biossensores ambientais. Este trabalho avaliou a
interagdo da HbAg com cobre usando técnicas biofisicas, como absor¢do otica, fluorescéncia,
espalhamento de luz e DLS, para fundamentar o desenvolvimento de biossensores Opticos.
ApoOs extragdo e purificacdo da HbAg, foi possivel obter uma concentragdo de 20
mg.mL". Anélises realizadas em pH 7,0 ¢ 9,0 mostraram deslocamento da banda de Soret,
aumento da fluorescéncia e maior tamanho molecular conforme crescia a concentracao de
cobre. Esses efeitos foram mais evidentes em pH 9,0, com concentracdes acima de 5
umol.L"!, enquanto em pH 7,0 ocorreram acima de 30 umol.L". Os resultados indicam maior
estabilidade da HbAg em pH neutro e alta sensibilidade ao cobre, confirmando seu potencial
como matéria-prima para biossensores. No entanto, estudos futuros devem buscar maior

seletividade, ja que a HbAg pode se oxidar na presenga de outros agentes.

Palavras-chave: biossensores; minhoca; DLS; biomarcador; anelideos



ABSTRACT

Environmental contamination by heavy metals from agricultural, industrial, and mining
activities threatens ecological balance. These contaminants can be absorbed by annelids, such
as Amynthas gracilis, widely distributed in Brazil and known for its resilience to
contaminated soils. This adaptation is linked to specific properties of its hemoprotein (HbAg),
which exhibits promising biochemical and biophysical characteristics for use in
environmental biosensors. This study evaluated the interaction of HbAg with copper using
biophysical techniques such as optical absorption, fluorescence, light scattering, and DLS to
support the development of optical biosensors. After extracting and purifying HbAg, a
concentration of 20 mg.mL"' was achieved. Analyses conducted at pH 7,0 and 9,0 revealed a
shift in the Soret band, increased fluorescence, and larger molecular size as copper
concentration increased. These effects were more pronounced at pH 9,0 with concentrations
above 5 umol.L!, while at pH 7,0, they occurred above 30 umol.L"'. The results indicate
greater stability of HbAg at neutral pH and high sensitivity to copper, confirming its potential
as a raw material for biosensors. However, future studies should aim for greater selectivity, as

HbAg may also oxidize in the presence of other chaotropic agents.

Keywords: biosensors; earthworm; DLS; biomarker; annelids
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1. INTRODUCAO

Os anelideos sdao animais invertebrados segmentados com um corpo alongado e
dividido em anéis (ou segmentos), que se encontram amplamente distribuidos pelo mundo,
vivendo tanto em ambientes aquaticos, quanto em ambientes terrestres e apresentando ampla
variedade de tamanhos e formas (Rouse e Pleijel, 2007). Existem varias divisdes de anelideos,
estabelecidas principalmente com base em fatores filogenéticos, dentre elas os mais
conhecidos popularmente sao os Oligoquetos, tais como as minhocas e os hirudineos.

As minhocas sdo animais que vém despertando cada vez mais o interesse do meio
académico, visto que apresentam a capacidade de sobreviver em ambientes adversos,
contendo altas concentragdes de elementos toxicos tais como metais pesados e agrotdoxicos
(Amaral et al., 2006; Cunha et al., 2011). Dito isso, algumas espécies de minhocas (Eisenia
andrei, Eisenia fétida, Lumbricus terrestris € Amynthas gracilis) t€m sido utilizadas em
estudos de ecotoxicoldgicos, devido ao potencial como bioindicador de contaminagao do solo
(Cristina et al., 2022; Bartz et al., 2024).

E comum entre os anelideos a presenca de alta tolerdncia a ambientes contaminados
por hidrocarbonetos e metais pesados, existindo evidéncias consideraveis de que tal
adaptabilidade ¢ decorrente de um conjunto de caracteristicas morfologicas, anatdmicas e
fisiologicas dentre elas a estabilidade de suas hemoproteinas (Rousselot et al., 2006; Dawood
etal., 2017; Calisi et al., 2011).

As hemoglobinas extracelulares gigantes sdo moléculas carreadoras de oxigénio
presente em anelideos e moluscos (Nascimento et al., 2022), também conhecidas como
eritrucruorinas. Tais moléculas apresentam alta estabilidade oligomérica, alta resisténcia a
oxidagdo e auto-oxidacao, alta afinidade e cooperativismo com oxigénio, além de alto peso
molecular na ordem de 3,6 MDa(Carvalho et al., 2011, 2012, 2015). Vale salientar que o peso
molecular da hemoglobina humana ¢ 64 kDa possuindo 4 grupos heme enquanto as
hemoglobinas dos anelideos possuem cerca de 144 grupos heme e, portanto,
consideravelmente menos estavel e eficiente que as hemoglobinas de minhocas (Alayash et
al., 1999; Ferenz e Steinbicker, 2019).

A estrutura da HbAg ¢ composta por 4 cadeias monoméricas distintas (a, b, ¢ € d),
composta cada uma delas por um grupo heme, e trés cadeias /inkers também distintas (L7, L2
e L3), apresentando uma estrutura composta por 12(abcd);L;. Assim, esta estrutura bastante
complexa ¢ composta por uma bicamada hexagonal formada de varias subunidades
monoméricas (cadeias que possuem grupo heme) e outras que ndo possuem grupo heme,

linkers. Cada camada em uma rotacdo de 16° em relacdo a outra, proporcionando um



ambiente de diversas cadeias polipeptidicas protegidas contendo grupamentos Heme, o que
garante a sua alta estabilidade oligomérica e resisténcia a oxidagdo e proporciona melhores
condig¢des para o seu armazenamento ¢ manipulagao (Oliveira et al., 2020).

Com base nestas propriedades, muitos estudos usando as hemoglobinas de anelideos
como um modelo de sangue artificial e como uma biomolécula biomarcadora tem sido
desenvolvidos (Calisi et al., 2019; Cristina et al., 2022; Ferenz e Steinbicker, 2019; Timm e
Elmer, 2022; Wang et al., 2020). Na regidao do Vale do Ribeira, SP, uma das espécies de
anelideos presente ¢ a Amynthas gracilis. A A. gracilis ¢ uma espécie exotica de origem
asidtica pertencente a familia Megascolecidae, popularmente conhecida como “minhoca
saltadora" ou “minhoca louca”, distribuida principalmente em solos imidos com abundancia
de matéria organica (Falco e Coviella, 2016). Visto a sua ampla disponibilidade e a escassez
de estudos sobre tal espécie, quando comparado com outros animais de mesmo filo, ¢ de
importancia que sua hemoproteina seja mais explorada e investigada (Souza, 2018). Essa
lacuna de conhecimento representa uma oportunidade estratégica para inovacao
biotecnoldgica sustentavel.

No contexto ambiental, a contaminacao por metais pesados representa uma ameaca
global, pois a polui¢do ¢ algo que estd intrinsecamente atrelado a atividades antrdpicas de
larga escala, dentre elas a mineragdo, industria e agricultura, prejudicando o ecossistema e
exigindo ferramentas eficazes, rapidas e de baixo custo para monitoramento (Jiang et al.,
2020). Tais fatores em conjunto da facilidade de coleta e a ampla disponibilidade da A.
gracilis nos solos brasileiros, reforcam sua viabilidade para estudos cientificos e aplicagdes

praticas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminacao de solos por metais pesados

Um dos maiores problemas globais em relacdo a produgdo de alimentos e da industria
em geral ¢ a polui¢ao ambiental, dando destaque principalmente aos metais pesados tais como
cadmio, cobre e merctrio que sdo elementos toxicos e bioacumulativos. Tais metais quando
depositados no solo ou em cursos d'agua liberam ions que interagem com o meio € com 0s
seres vivos nele presentes, potencialmente apresentando efeitos nocivos em todo o
ecossistema (Moraes et al., 2009).

Os metais pesados sdo elementos da classe dos metais ou metaloides que apresentam
densidade superior a 5 g.cm?, assim como Ni, Cd, Zn, Hg, As e Cu. Tais elementos sdo

residuos comumente gerados por meio de atividades antropicas, sendo as mais expressivas a
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mineragdo, atividades industriais e praticas agricolas (Jiang et al., 2020). Como apontado por
Ahmad et al. (2021) tais residuos podem alcancar os recursos hidricos como aguas
superficiais ou até mesmo subterraneas, contaminando a fauna e flora aquatica, e além disso
podem ser biomagnificados ao longo da cadeia trofica. Nao se limitando apenas a recursos
hidricos, rejeitos solidos contendo metais pesados podem contaminar o solo de areas
proximas de sua deposicdo, existindo indicios que na forma de poeira pode atingir areas
urbanas, principalmente nas proximidades de bacias de rejeitos de mineragdo, como
observado por SANTOS et al. (2020) podendo se tornar um risco a satide publica.

Os riscos relacionados aos metais pesados estdo relacionados com a sua capacidade de
se ligar a proteinas, enzimas e outras biomoléculas, alterando as suas propriedades fisicas e
quimicas, tanto de espécies animais como vegetais (Xiang ef al., 2021). Em plantas, tais
alteracdes tendem a levar a alteragdes genéticas, desregulacdo hormonal, inativacdo de
enzimas e proteinas, além de também prejudicar a diversidade e o crescimento das populagdes
microbianas do solo (Rashid et al., 2023). No corpo humano, tais efeitos variam amplamente
entre os metais pesados e em que estado de oxidacao eles se encontram. Todavia, ¢ comum a
carcinogénese, teratogénese, defeitos Osseos e danos nos sistemas cardiovascular, digestorio,
nervoso e respiratorio (Ahmad et al., 2021).

Existem diversos métodos e técnicas desenvolvidos pelos quais é possivel a detecgdo e
quantificagdo de metais pesados, entre elas, a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de absor¢ao atomica, “Surface Enhanced
Raman Spectroscopy” (SERS) e tecnologia de impressdo idnica. Tais técnicas, apesar de
serem eficientes e precisas, necessitam de equipamentos especificos de alto custo e
profissionais altamente qualificados (Chen et al., 2023). Uma das formas mais simples e
baratas de se detectar e quantificar metais pesados € por espectrometria no UV-visivel,
embora exista alta interferéncia na presenca de mais de um elemento, sendo necessario se
conhecer previamente o metal a ser analisado (Xu et al., 2022). Outro método que vem sendo
utilizado ¢ a utilizacdo de biossensores, instrumentos analiticos que podem apresentar
reprodutibilidade, linearidade, sensibilidade, seletividade, estabilidade e custo reduzido

(Velusamy et al., 2022).

2.2 Biossensores

Os biossensores sdo instrumentos analiticos capazes de traduzir determinados
estimulos realizados por um componente bioldgico em sinais elétricos. O seu funcionamento
depende intrinsecamente de quatro elementos: um analito, que € a substincia a ser analisada

ou identificada; um bioreceptor, que consta de uma molécula, enzima ou qualquer elemento
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biolégico capaz de interagir com o analito; um transdutor, componente capaz de traduzir a
interagdo do analito com o bioreceptor na forma de sinais elétricos; e por fim sdo necessarios
componentes eletronicos capazes de processar os dados coletados (Naresh e Lee, 2021).
Essencialmente, existem quatro tipos de biossensores, classificados de acordo com o
tipo de interacdo analito-bioreceptor e o tipo de sinal gerado, podendo ser, mecanicos,
elétricos, quimicos e Opticos, sendo possivel a combinacdo de tecnologias gerando uma
grande variedade na estrutura dos biossensores. Os biossensores Opticos se baseiam na
interacao luminosa entre o analito ¢ o bioreceptor, podendo essa ser por meio de raios X,
ultravioleta, infravermelho, luz visivel ou raios gamma. Tal método tem por caracteristica a
sua seletividade, rapidez, especificidade e sensibilidade, sendo frequentemente utilizados para
analises ambientais, controle de processos de alimentos, andlises de descoberta de

medicamentos e pesquisas biomédicas, além de serem capazes de analisar proteinas (Chadha

etal., 2022).

2.3 Aplicacoes biotecnoldgicas dos anelideos e suas hemoglobinas

O estudo das hemoglobinas de anelideos ja ¢ algo recorrente na literatura,
principalmente quando diz respeito a busca de sua aplicagdo como forma de desenvolver
ferramentas biotecnoldgicas com diversas finalidades na 4rea de agraria e ambiental. Pelo fato
de sua estrutura ser altamente estdvel e apresentar alta afinidade com oxigénio, a sua
aplicagdo como substituto sanguineo vem sendo proposta em estudos como o de Timm e
Elmer (2022) e Ferenz e Steinbicker (2019).

Além de estudos na area da saude, as pesquisas de carater ambiental e na area de
agrarias também apresentam grande importancia. Os anelideos, por serem animais adaptados
a condicdes adversas, possuem a capacidade de acumular substancias nocivas em quantidades
significativas. Essa habilidade esta diretamente relacionada aos seus mecanismos de
detoxifica¢do, que podem ser usados como indicadores de contamina¢do ambiental. Um dos
principais indicadores ¢ o aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como redutases
(GR), superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S transferase
(GST). Além disso, ha evidéncias de que esses organismos regulam proteinas, glicogénio e
expressdo génica para proteger seus sistemas vitais contra os efeitos toxicos de substancias
acumuladas (Wang et al., 2020). Tal caracteristica vem sendo estudada a fim de se propor
solucdes e estratégias contra a contaminacao ambiental, como € o caso do estudo de Ekperusi
e Aigbodion (2015), que tem apontado a utilizagdio de minhocas como método de
biorremediagcdo de solos contaminados com hidrocarbonetos. Os estudos de Yuvaraj et al.

(2018) e Sun et al. (2020) apontam a utilizacdo de vermicompostagem como meio plausivel
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de se tratar residuos ricos em metais pesados da industria de papel e da producio de biogas,
respectivamente, tomando por vantagem a capacidade dos anelideos de acumular metais
pesados em seus tecidos. Nestes estudos os autores conseguiram constatar a redugdo
significativa da concentracdo de metais pesados nos rejeitos que receberam os animais.

Os anelideos tém sido amplamente estudados em toxicologia, especialmente pela
sensibilidade e potencial como biomarcadores de contaminag¢do ambiental. Wang et al.
(2018) demonstraram em seus estudos a existéncia de acumulo de cobre em tecidos de
anelideos expostos a solos contaminados por fungicidas cupricos. Nos estudos de Calisi et al.
(2011, 2019) espécies como Eisenia fetida e Lumbricus terrestris, aclimatadas em solos com
metais pesados, apresentaram alteragdes no peso molecular de suas hemoglobinas, o acimulo
de metais em seus tecidos, bem como a diminui¢ao na sua taxa de reproducdo e a presenca do
comportamento de fuga. Esses resultados refor¢am o uso dos anelideos como biomarcadores
de polui¢ao do solo, contribuindo para andlises mais precisas da biodisponibilidade de metais
pesados e seus impactos adversos, além de possibilitar o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes de remediacdo ambiental (Calisi et al., 2011, 2013). Além disso, Souza (2018)
evidenciou que a hemoglobina de Amynthas gracilis (HbAg) apresenta alteragdes estruturais e
eletroquimicas quando exposta ao cobre, refor¢ando seu potencial como biomolécula
indicadora de contaminagao.

Com base nos estudos realizados por Calisi et al. (2011, 2019) e Carvalho et al. (2012,
2013, 2015) ¢ possivel constatar que as hemoproteinas de anelideos, quando oxidadas, sofrem
alteracdes em sua estrutura molecular que se refletem em alteragcdes em suas propriedades, e
que podem ser observadas por meio de técnicas Oticas, como espectroscopia, fluorescéncia,
espalhamento de luz e DLS, sendo compativeis com a tecnologia de biossensores 6ticos. De
acordo com a ampla disponibilidade e dispersdao da 4. gracilis, a compatibilidade da
hemoglobina de anelideos com a tecnologia de biossensores oOticos, € o potencial dos dados
obtidos resultarem em um biossensor preciso, rapido e de baixo custo, o presente trabalho visa
o estudo da HbAg como biossensor 6tico de contaminagdo por metais pesados. Estudo este
realizado através de estudos biofisicos das interacdes entre HbAg e diferentes concentragdes
de sulfato de cobre nos valores de pH 7,0 e 9,0 através das técnicas de absor¢do Otica,

fluorescéncia, espalhamento de luz e espalhamento de luz dinamico (DLS).

3. OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade da HbAg como um biossensor

otico na detec¢do de metais pesados, com enfoque na deteccio de cobre.
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3.1 Objetivos especificos
a) Extracdo e purificagdo da hemoglobina extracelular de A. gracilis (HbAg).
b) Averiguar HbAg como potencial componente bioreceptor para o desenvolvimento de

um biossensor de contaminagdo por cobre.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Extracao

Para garantir a pureza os animais foram obtidos por meio de encomenda na empresa
especializada em minhocultura Minhobox, sediada no municipio Juiz de Fora/MG. Para a
extracdo da hemolinfa, cerca de 60 animais foram inicialmente anestesiados com agua fria e
gelo. Em seguida, foram fixados em uma placa de agar para execucdo de um corte no dorso
do animal (Figura 1). A fim de evitar a coagula¢cdo foram adicionadas gotas de solucdo de
citrato de sodio (0,1 mol.L"), e com o auxilio de pipetas Pasteur extraiu-se a hemolinfa

(Souza, 2018).

Figura 1: Fixacdo e corte dorsal realizado em A. gracilis.

4.2 Purificacao
A solug¢do de hemolinfa com citrato de sddio 0,1 mol.L™" foi centrifugada em uma
centrifuga Hitachi CT15RE a 12000 rpm por 15 minutos para a sedimentagdo de tecidos e
demais impurezas. O sobrenadante (hemolinfa) foi entdo submetido a uma diédlise de 12 horas
com tampdo tris-HCI na concentragdo 100 mmol.L" equilibrado em pH 7,0, utilizando-se uma
membrana de 10 kDa para a remocao do citrato e demais moléculas menores (Souza, 2018).
A hemolinfa obtida na didlise foi submetida a uma ultracentrifugagdo em uma

centrifuga Himac CS150NX a 54000 rpm por 6 horas a uma temperatura de 4°C, fazendo com
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que a proteina sedimentasse. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a hemoproteina
sedimentada foi ressuspendida com tampdo Tris-HCI 100 mmol.L"' pH 7,0. Em seguida, a
proteina foi purificada em uma coluna de cromatografia liquida de exclusao de tamanho
‘Superdex 200’ de 60 cm de comprimento sob 20 Pa de pressao (Souza, 2018).

A determinacgdo da concentragcdo da proteina obtida foi determinada por meio da lei de
Lambert-Beer utilizando-se um espectrofotdometro de UV-visivel Shimadzu 1800,
considerando-se o coeficiente de absortividade molar em 415 nm de 5,1 + 0,6 mg.mL"' cm’!
(Souza, 2018). As amostras que se apresentaram muito diluidas foram concentradas por meio

de centrifugagdo utilizando-se um tubo concentrador.

4.3 Ensaio

Os ensaios realizados consistiram na adi¢ao de CuSO, em doses crescentes entre 0 ¢
100 pmol.L™" a solugdo de proteina purificada a uma concentragdo de 0,1 mg.mL"' com
excegdo para as amostras para leitura em DLS que constou em uma concentragdo de 0,3
mg.mL", pois como a coleta de dados realizada pelo equipamento ocorre proxima as faces da
cubeta, concentragdes baixas geram maior erro. O tampao utilizado no preparo das amostras
foi acetato-borato-fosfato 30 mmol.L"' em valor de pH nativo da proteina (pH 7), e valor de
pH 9, monitorando as analises por até 24 horas para DLS e equilibrio de 3 horas para as
medidas espectroscopicas e de fluorescéncia. As analises espectrofotométricas foram
realizadas a 25°C, em um espectrofotometro UV-VIS Shimadzu 1800 na faixa de 250 e 700
nm, os espectros de fluorescéncia e intensidade de espalhamento de luz (LSI) foram
realizadas no espectrofluorimetro Shimadzu RF-6000 excitando as amostras em 295 nm,
fazendo a varredura de fluorescéncia de 305 a 450 nm, e para as analises de LSI as amostras
foram excitadas e emitidas no mesmo comprimento de onda (350 nm) (Souza, 2018).

Para as leituras de DLS o tampao foi filtrado trés vezes utilizando-se filtros de seringa
de nylon com malha de 0,45 pm e tanto os estoques de solu¢do de CuSO, quanto as amostras
preparadas (HbAg + CuSO,) foram filtradas novamente antes de se iniciarem as leituras, para
se evitar qualquer tipo de particulas, consideradas “Dust” ou poeira (Souza, 2018). Tais
leituras foram realizadas em diferentes tempos (momentos), em um periodo de 24 horas de
cada ensaio no equipamento Malvern Zetasizer PRO. Os procedimentos desde a extragdo até
os ensaios foram realizados no Instituto de Estudos Avangados do Mar (IEAMar/UNESP) e
no laboratorio de Biomoléculas, ambos localizados na Faculdade de Ciéncias Agrarias do

Vale do Ribeira (FCAVR/UNESP) na cidade de Registro/SP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Interagcao da HbAg com diferentes concentrac¢des de cobre no pH 7,0

A banda de Soret ¢ um pico de absorcao intenso na faixa azul do espectro visivel,
geralmente em torno de 400 nm, observado em compostos porfirinicos, como as
hemoglobinas. Especificamente, a hemoglobina de anelideos (HbAg) em sua forma nativa
apresenta esse pico centrado em aproximadamente 415 nm. Essa absorcdo ¢ atribuida a
transi¢des eletronicas m-m* nos anéis porfirinicos. Tais proteinas também apresentam duas
bandas caracteristicas chamadas bandas Q. Estas sdo bandas de menor intensidade em
compara¢do a banda de Soret, sendo observadas na regido do espectro visivel com picos de
absorbancia nos comprimentos de onda aproximados de 540 nm e 575 nm, como descrito por
Santiago et al. (2010). A adicdo de cobre a HbAg ocasiona um deslocamento do pico da
banda de Soret, bem como a reducdo da absorbancia das bandas Q, fendmeno este mais
evidente nas concentragdes de 80 ¢ 100 pmol.L" de CuSO, como observado na Figura 2.
Através de uma analise mais detalhada dos dados obtidos na espectrofotometria foi possivel a
confirmacao do deslocamento do comprimento de onda (do ponto maximo da banda de Soret
para menores comprimentos de onda), juntamente da diminui¢ao da sua intensidade de
absorbancia ilustrada na Figura 3. Onde pode-se assumir que a concentracdo critica para o seu
deslocamento se encontra em cerca de 30 pmol.L™"' de CuSO, Adicionalmente, foi observado
um aumento na intensidade de absorbancia nas concentracdes mais elevadas de CuSO,,
especialmente em comprimentos de onda iguais ou inferiores a 350 nm. Esse fendmeno
sugere um aumento no espalhamento de luz, o que foi posteriormente confirmado pelas
leituras de LSI (intensidade de espalhamento de luz) na faixa de 350 nm, conforme
apresentado na Figura 4. O aumento na absorbancia nas regides proximas a 500 e 620 nm ¢
uma caracteristica tipica de proteinas oxidadas, indicando a possivel formagao de espécies

agregadas/oxidadas (Souza, 2018).
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Figura 2: Espectros de absorgdo Otica de amostras de HbAg 0,1 mg.mL™" na presenca de

diferentes concentragdes de CuSO, no tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L, pH 7,0.
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Figura 3: Intensidade de absor¢do monitorada em 415 nm e comprimento de onda maximo
(Amax) da banda de Soret da HbAg submetidas a concentragdes crescentes de CuSO, no

tampao acetato-fosfato-borato 30 mmol.L™!, pH 7,0.
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Figura 4: Intensidade de espalhamento de luz em 350 nm da HbAg 0,1 mg.mL"' em tampao

acetato-fosfato-borato 30 mmol.L"', pH 7,0, em fung¢do da concentra¢do de CuSO,

20000 I ! I ! I ! I ! I ! ]

T —u— 350 nm ™
17500

15000

12500 i

LSl (u.a)

10000 _

7500 / ]
] - i

Smo ___.-—l/.
5000 n -

T T ' T y T y T v |
0 20 40 60 80 100

[Cobre] (mmol L™)

Os estudos de Ramos (2017) sobre a interagdo da HbAg com surfactantes indicam
que, em pH 7,0, a predomindncia de cargas negativas na proteina (ponto isoelétrico na faixa
de pH 5,4) favorece a formacgdo de agregados com substancias catidnicas, como os ions de
cobre presentes na solugdo. Esses agregados estdo associados ao aumento da intensidade do
espalhamento de luz na faixa de 250 a 700 nm, ao deslocamento do ponto maximo da banda
de Soret de 415 nm para comprimentos de onda menores, ¢ a reducao da intensidade das
bandas Q, fendmenos também observados nos resultados obtidos neste estudo.

Ao observar-se a Figura 5 ¢ possivel se constatar que houve alteragdes na intensidade
de fluorescéncia da proteina, caracterizado inicialmente pela diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia seguida pelo aumento da intensidade de fluorescéncia em funcao da
concentragdo de cobre. A Figura 6 apresenta os fatores da area destes espectros normalizados
pela area do espectro de fluorescéncia na auséncia de cobre, onde ¢ possivel observar a
diminui¢do seguida pelo aumento da intensidade de fluorescéncia. Tal fendmeno esta
possivelmente relacionado com a oxidagdao e subsequente dissociagdo da proteina, pois no
interior de sua estrutura, protegidos pela sua conformag¢do em bicamada estdo presentes
aminodcidos de cadeias aromadticas que apresentam fluorescéncia, principalmente o triptofano
que pode ser exposto em consequéncia da dissociagdo da proteina, aumentando a intensidade

de fluorescéncia (Carvalho et al., 2012).
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Os resultados de fluorescéncia obtidos sdo consistentes com os reportados por Ramos
(2017), que investigou o efeito do surfactante cationico cloreto de cetiltrimetilamonio na
HbAg. Nesse estudo, foi observado um aumento da intensidade de fluorescéncia associado a
desnaturacdo e dissociagdo oligomérica da HbAg, levando a liberacdo de residuos de
triptofano previamente protegidos no ambiente hidrofoébico da estrutura nativa da proteina.
Esse fenomeno foi acompanhado por um aumento no espalhamento de luz, reforgando a

evidéncia da dissociagdo estrutural da proteina em resposta ao agente desnaturante.

Figura 5: Espectros de fluorescéncia da HbAg, 0,1 mg.mL™" em tampao

acetato-fosfato-borato 30 mmol.L" no pH 7,0.
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Figura 6: Area das curvas de intensidade de fluorescéncia da HbAg, 0,1 mg.mL"' em tampdo
acetato-fosfato-borato 30 mmol.L"' no pH 7,0 normalizada pela 4rea da curva de intensidade

de fluorescéncia na auséncia de cobre.
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As Figuras 7 e 8 apresentam, respectivamente, a distribuicdo do tamanho das
particulas analisadas por intensidade de espalhamento de luz (DLS) referente a 1° e 24° horas
de equilibrio da HbAg na presenca de diferentes concentragdes de cobre, no pH 7,0. E
possivel constatar observando-se a Figura 7 que em um momento inicial ndo ocorram
alteragdes significativas no didmetro hidrodinamico das particulas em concentragdes de cobre
inferiores a 30 umol.L™' corroborando com os dados obtidos nas analises espectrofotométricas
como indicativo de oxidac¢do da proteina. Somente na concentragdo de 100 pmol.L' de cobre
foram detectadas alteracdes significativas, caracterizadas pelo aumento do didmetro
hidrodinamico das particulas, fenomeno possivelmente decorrente da formagao de agregados
entre 0 metal e a proteina. Todavia, observando-se a Figura 8 infere-se tais alteragdes tiveram
inicio na concentragdo de 10 pmol.L"' e se acentuaram a partir de 30 pmol.L™" de cobre. Na
maxima concentra¢do analisada, 100 umol.L"' de cobre aparecem particulas com didmetro
hidrodinamico superiores a 100 nm, evidenciando também a presenca de duas populacdes de
tamanhos distintos. Uma populacdo com uma maior contribui¢do em torno de 100 nm, e uma
segunda contribuicdo com menor intensidade e tamanho em torno de 10000 nm, evidenciando
uma grande polidispersdo da solucdo caracterizada pelo aumento de largura das curvas e

podendo ser associada a agregagdo de proteina na presenga de cobre (Oliveira et al., 2020).



20

Através da observacdo das tabelas 1 e 2, ¢ possivel confirmar o aumento de polidispersdo em
funcdo da concentracdo de cobre, além de constatar que existiram populacdes secundarias de
baixa representatividade, podendo ser associada aos “Dust” (poeiras), com excec¢dao da
segunda populagdo na concentragdo de 100 umol.L" apds 24 horas de equilibrio que apresenta
alta representatividade. Comparando as Figuras 7 e 8 fica evidente que apo6s 24 horas de

equilibrio, o sistema se encontra muito mais polidisperso ¢ com particulas de tamanho

maiores.

Figura 7: DLS de amostras de HbAg 0,3 mg.mL"' submetidas a concentragdes crescentes de

CuSO, no tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L", pH 7,0 ap6s 1 hora de equilibrio.
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Tabela 1: Polidispersdo (PDI), Didgmetro hidrodindmico médio (D,) e Area por intensidade

(Dh) das populagdes observadas por DLS no pH 7,0 em funcdo da [CuSO,] ap6s 1 hora.

[Cu] PDI D,l (nm) D, 2(nm) _ Dhl (%) Dh2 (%)
(umol.L™)

0 0,0979 32,27 - 100 -

5 0,0941 31,8 - 100 -

10 0,0925 32,54 - 100 -

20 0,1003 33,76 - 100 -

30 0,2021 36,95 4174 97,23 2,77

50 0,1514 38,48 - 100 -

80 0,1310 39,02 - 100 -

100 0,3359 93,57 4678 98,42 1,58

Figura 8: DLS de amostras de HbAg 0,3 mg.mL"' submetidas a concentragdes crescentes de

CuSO, no tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L"!, pH 7,0 ap6s 24 horas de equilibrio.
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Tabela 2: Polidispersdo (PDI), Didmetro hidrodindmico médio (D,) e Area por intensidade

(Dh) das populacdes observadas por DLS no pH 7,0 em fungdo da [CuSO,] apds 24 horas .

[Cu] (umol.L") PDI D,1 (nm) D, 2 (nm) Dhl (%) Dh2 (%)
0 0,0996 32,01 - 100 -

5 0,0813 34,39 - 100 -

10 0,1191 37,98 - 100 -

20 0,1409 43,29 - 100 -

30 0,2591 49,50 - 100 -

50 0,2264 79,10 - 100 -

80 0,2254 90,78 - 100 -

100 1,0000 33,39 466 62,69 37,32

5.2 Interacao da HbAg com diferentes concentrac¢des de cobre no pH 9,0

A Figura 9 apresenta os espectros de absor¢do otica da HbAg 0,1 mg.mL™" na presenga
de diferentes concentragdes de CuSO. no tampao acetato-fosfato-borato 30 mmol.L-1, pH 9,0.
Observa-se um deslocamento da banda de Soret, para comprimento de onda menores, em
resposta ao aumento da concentracdo de CuSO., acompanhado por um aumento na
intensidade de absorbancia em 415 nm acima de 50 pmol.L' de Cobre. Nas maiores
concentragdes analisadas observa-se um maior deslocamento da Banda de Soret de 415 para
404 nm, sugerindo a oxidacao da HbAg (Figura 10).

A Figura 11 apresenta a intensidade de espalhamento de luz (LSI) em 350 nm em
funcdo da concentracdo de cobre, para HbAg no pH 9,0. Embora o padrao de aumento na
intensidade de LSI com o aumento da concentragdo de CuSO: seja similar ao observado no
pH 7,0, os valores de intensidade sdo relativamente menores. Essa diminui¢ao na intensidade
pode indicar uma dissociagao parcial da proteina, corroborando a hipotese de que o ambiente
alcalino facilita a oxidacdo inicial, seguida de mudangas estruturais que afetam o

espalhamento de luz.
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Figura 9: Espectros de absor¢do otica da HbAg 0,1 mg.mL™" submetidas a concentragdes

crescentes de CuSO, no tampio acetato-fosfato-borato 30 mmol.L™', pH 9,0.
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Figura 10: Intensidade de absor¢cao monitorada em 415 nm e comprimento de onda (4)
maximo da banda de Soret da HbAg em funcao de diferentes concentragoes de CuSO, no

tampao acetato-fosfato-borato 30 mmol.L™!, pH 9,0.
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Figura 11: Intensidade de espalhamento de luz em 350 nm da HbAg 0,1 mg.mL™"' em tampdo

acetato-fosfato-borato 30 mmol.L"', pH 9,0, em fung¢do da concentra¢do de CuSO,
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Na Figura 12 sdo apresentados os espectros de fluorescéncia da HbAg em diferentes
concentragdes de CuSO: no pH 9,0. A intensidade de fluorescéncia aumentou
significativamente em concentra¢des superiores a 30 umol.L", o que sugere a exposi¢do de
aminoacidos fluorescentes, como o triptofano, devido a dissociacdo estrutural da proteina.
Esse comportamento ¢ similar ao observado no pH 7,0, todavia o aumento da intensidade de
fluorescéncia ¢ mais expressivo que no pH 7,0. Este fendmeno pode ser associado ao fato de
que a HbAg apresenta menor estabilidade no pH 9,0 do que no pH 7,0. No pH 9,0 a
intensidade de fluorescéncia aumentou em um fator 2 (Figura 13), enquanto que no pH 7,0
aumentou um fator 1,4 em relacdo a curva de fluorescéncia na auséncia de cobre (Figura 6)
(Oliveira et al. 2020).

A Figura 14 mostra os dados de DLS da HbAg na presenca de diferentes
concentra¢des de cobre apds 1 hora de equilibrio no pH 9,0. Acima de 20 pumol.L™! CuSOs, as
curvas de distribuicdo de tamanho se alargam, indicando a formagao de agregados ou uma
modificacdo estrutural inicial da HbAg em resposta ao cobre. A presen¢a de uma segunda
populagdio em concentragdes acima de 10 pmol.L"' sugere um processo de agregagido
dependente da concentracao, acelerado pelo pH alcalino.

Na Figura 15, ap6s 24 horas de equilibrio, observa-se maior expressao do fendmeno
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de agregacdo observado na Figura 12. A segunda populacdo de tamanhos se torna mais
evidente em concentragdes de CuSO: acima de 20 umol.L"', especialmente em 100 umol.L™,
onde ¢ possivel visualizar agregados maiores. Esse comportamento evidencia uma
instabilidade crescente da HbAg em pH 9,0, levando a formacao de complexos proteina-metal
em funcdo do tempo. Todos estes dados estdo sumarizados na Tabela 3 e 4 respectivamente,
mais uma vez enfatizando a menor estabilidade da proteina quando em pH alcalino (Oliveira

et al. 2020)..

Figura 12: Espectros de fluorescéncia da HbAg, 0,1 mg.mL™"' em tampio

acetato-fosfato-borato 30 mmol.L" no pH 9,0.
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Figura 13: Area das curvas de intensidade de fluorescéncia da HbAg, 0,1 mg.mL"' em
tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L™! no pH 9,0 em razio da area da curva de

intensidade de fluorescéncia na auséncia de cobre.
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Figura 14: DLS de amostras de HbAg 0,3 mg.mL"' submetidas a concentragdes crescentes de

CuSO, no tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L", pH 9,0 ap6ds 1 horas de equilibrio.
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Tabela 3: Polidispersdo (PDI), Didmetro hidrodindmico médio (D,) e Area por intensidade

(Dh) das populagdes observadas por DLS no pH 9,0 em funcdo da [CuSO,] ap6s 1 hora

[Cu] (umol.L") PDI D,1 (nm) D, 2 (nm) Dhl (%) Dh2 (%)
0 0,1064 28,99 - 100 -

5 0,0922 30,78 - 100 -

10 0,2469 38,39 - 100 -

20 0,1804 30,54 4830 98,75 1,25

30 0,1418 29,14 - 100 -

50 0,1400 30,68 - 100 -

80 0,1400 29,85 - 100 -

100 0,1451 29,85 - 100 -

Figura 15: DLS de amostras de HbAg 0,3 mg.mL"' submetidas a concentra¢des crescentes de

CuSO, no tampdo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L", pH 9,0 ap6s 24 horas de equilibrio.
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Tabela 4: Polidispersdo (PDI), Didmetro hidrodindmico médio (D,) e Area por intensidade

(Dh) das populacdes observadas por DLS no pH 9,0 em fungdo da [CuSO,] apds 24 horas .

[Cu](um PDI D,1(nm) Dy 2(nm) D,3(nm) Dhl (%) Dh2(%) Dh3(%)
ol.L™")

0 0,2475 26,49 4197 - 98,14 1,86 -

5 0,1206 29,50 - - 100 - -

10 0,2305 31,96 3927 - 95,37 4,63 -

20 0,3850 28,38 354,4 4743 77,44 14,41 8,15

30 0,3843 32,23 488,5 4297 81,98 9,40 8,62

50 0,3926 33,38 603,8 80.14 19,86 - -

80 0,3599 34,44 885 - 90,95 9,05 -

100 0,4628 39,57 4224 - 66,39 33,21 -

A sensibilidade aumentada da HbAg ao cobre em pH alcalino destaca a possibilidade
de explorar diferentes condigdes de operagdo para melhorar a resposta a contaminantes
especificos. Estudos futuros terdo foco na otimizagdo da seletividade desse sistema,
incorporando ferramentas avancadas, como docagem molecular, ou associando a HbAg a
enzimas seletivas para metais pesados ou agrotoxicos. Essa abordagem abrird novas
oportunidades para o uso da HbAg em tecnologias de monitoramento ambiental, ampliando

sua aplicabilidade em cendrios reais de detecgdo.

6. CONCLUSAO

A HbAg apresentou estabilidade significativa em concentragoes de CuSO. até 30
umol. ™! apés 1 hora em pH 7,0, enquanto em pH 9,0 a estabilidade foi comprometida em
concentragdes acima de 5 umol.L™" no mesmo periodo. No entanto, a proteina apresentou
processos de agregagdo e dissociacdo oligomérica em concentragdes superiores a 10 umol.L™
ap6és 24 horas, independentemente do pH. Esses resultados indicam que a HbAg possui
potencial promissor para aplicacdes em sensores biologicos, especialmente em condi¢des de
pH neutro e baixas concentragdes de CuSOs, onde demonstra maior estabilidade estrutural.

Todavia se faz necessario estudos para otimizagao de sua sensibilidade e seletividade.
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