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RESUMO

As hemoproteinas desempenham um papel vital nos organismos. Dentre elas, as
hemoglobinas extracelulares gigantes (Hbs) se destacam por sua alta
cooperatividade, alta estabilidade oligomérica, grande afinidade para ligacdo com
oxigénio e resisténcia a oxidacdo. Devido estas propriedades, as Hbs apresentam
um grande potencial biotecnoloégico, como é o caso de estudos buscando protétipos
de substituicdo sanguinea e elaboracdo de biossensores. Porém, o uso das
hemoglobinas gigantes em biossensores para detecgdo de metais pesados ainda
ndo € encontrado na literatura, este tipo de biossensor agiliza e diminui o custo das
analises de empresas e agéncias de fiscalizacdo ambiental, obtendo o resultado in
loco. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a sensibilidade da
hemoglobina de Amynthas gracilis (HbAg) com os metais cobre e cadmio em
diferentes valores de pH e imobiliza-la em substrato sélido com o auxilio dos
seguintes polimeros: o catidnico polietilenoimina (PEI) e o aniénico hidrocloreto de
polialilamina (PAH). Os estudos por absorcdo oOtica, espalhamento de luz (LSI),
dicroismo circular (CD) e fluorescéncia da interacdo da HbAg em funcdo da
concentracdo do metal pesado cobre no pH 7,0 mostraram que a concentracao de
30 pmol.L™* é uma concentracdo critica onde observa-se uma maior oxidacdo do
grupo heme, agregacao e dissociacao da proteina, além de alteracdo em suas a-
hélices. No pH 5,0 foi observada oxidacdo do grupo heme mas sem alteracdes nas
estruturas secundarias da HbAg e formacdo de agregados. As analises dos
espectros de absorcdo otica, CD, fluorescéncia e LSI da HbAg na presenca de
diferentes concentracbes do metal pesado cadmio ndo apresentaram mudancas
significativas quando comparadas com o espectro da HbAg nativa. A imobilizacdo da
HbAg em PEI no pH 7,0 foi monitorada por absorc@o 6ética e voltametria ciclica,
entretanto a HbAg néo foi possivel imobilizar a HbAg no polimero PAH no mesmo
valor de pH, sugerindo que a interacdo da HbAg com os biopolimeros se deve por
interacdes eletrostaticas. A imobilizacdo da HbAg em PEI manteve as caracteristicas
da hemoglobina em pH 7,0. A hemoglobina apresentou respostas ao cobre nas
medidas de voltametria ciclica realizadas em concentracdes de até 20 umol.L™ do
metal, evidenciando o grande potencial de biossensoriamento do sensor fabricado.
Assim, nestes estudos foi possivel verificar que a HbAg na presenca de cobre em
pH 7,0 se oxida, agrega e dissocia, enquanto que em pH 5,0 ela apresenta apenas
oxidacdo. Na presenca de cadmio, a HbAg ndo apresentou nenhuma alteracdo
através das técnicas avaliadas. Com isso, sugere-se que a HbAg pode ser utilizada
como um biossensor de indicacdo de presenca de concentracdes micromolares do
metal pesado cobre.

Palavras-chave: Hemoglobina. Biossensores. Metais pesados.



ABSTRACT

Hemoproteins are a group of proteins that play a vital role in organisms. Among
them, giant extracellular hemoglobins (Hbs) stand out for their high cooperativity,
high oligomeric stability, high affinity for oxygen binding and resistance to oxidation.
Due to these properties, the Hbs show a great biotechnological potential, as is the
case of studies searching for prototypes of blood replacement and preparation of
biosensors. However, the use of giant hemoglobins in biosensors for heavy metals
detection is not yet reported on the literature, this kind of biosensors speeds up and
lowers costs of analysis of companies and environmental inspection agencies,
obtaining on the spot result. Thus, the aim of this work was verified the sensibility of
HbAg with the metals copper and cadmium on different pH values and it's
immobilization in solid surfaces with the polymers: the cationic polietilenimine (PEI)
and anionic polyallylamine hydrochloride (PAH). Studies of optical absorption (UV-
Vis), light scattering (LSI), circular dichroism (CD) and fluorescence of HbAg
interaction with copper at pH 7.0 shown that 30 pmol.L™ it's a critical concentration
where observed a great oxidation of group heme, aggregation and protein
dissociation as well as alteration on your a-hélices. In pH 5.0 was observed oxidation
of heme group but without alterations in HbAg secondary structure and no
aggregates formation. UV-Vis spectra analysis, CD, fluorescence and LSI of HbAg at
different concentrations of cadmium doesn’t shown significant changes on native
HbAg spectra. The HbAg immobilization on PEI pH 7,0 has monitored by optical
absorption and cyclic voltammetry, however it was not possible to immobilize the
HbAg in the PAH polymer at the same pH value, suggesting that HbAg interaction
with biopolymers is due to electrostatic ligations. The HbAg Immobilization in PEI
maintained the hemoglobin characteristics at pH 7.0. The Hemoglobin shown
responses to copper at concentrations of up to 20 pmol.L™" of the metal in cyclic
voltammetry measurements performed, demonstrated the great potential of the
fabricated biosensor. Thus, in these studies it was possible to verify that HbAg on
copper presence at pH 7.0 oxidizes, to aggregates and dissociates whereas at pH
5.0 it presents only oxidation. In the presence of cadmium, the HbAg showed no
change through the techniques evaluated. Thereby, it is suggested that HbAg can be
used as a biosensor indicating the presence of micromolar concentrations of copper
heavy metal.

Keywords: Hemoglobin. Biosensors. Heavy metals.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Hemoproteinas

As proteinas sdo responsaveis por praticamente todos os processos dentro
da célula nas mais variadas funcées (MARZZOCO e TORRES, 2007). Sdo as mais
abundantes e importantes macromoléculas dos organismos, ocorrendo em
praticamente todas as células e em todas as partes das mesmas (VOET e VOET,
2013). Podem ser encontradas em diferentes formas dentro dos organismos,
desempenhando diversas funcbes como catélise, composi¢do de tecido muscular,
defesa, transporte de moléculas, entre outros (NELSON e COX, 2006).

O metabolismo das células aerdbias depende do recebimento de oxigénio e o
CO; liberado deve ser removido constantemente. Em alguns organismos essa troca
é feita simplesmente por difusdo, em outros € necessario a utilizacdo de proteinas
especializadas nesta troca de gases. Este € o caso de organismos pluricelulares
complexos que necessitam de uma proteina capaz de realizar essa troca,
enquadrando perfeitamente para esta funcdo as hemoproteinas (MARZZOCO e
TORRES, 2007).

As Hemoproteinas sdo uma das classes de metaloproteinas responsaveis
majoritariamente por carrear oxigénio dos pulmées, branquias ou da pele de animais
para os capilares para ser usado na respiracdo (VOET e VOET, 2013). Estas
biomoléculas apresentam o grupo prostético heme (anel porfirinico que possui em
seu centro um atomo de ferro), o qual é responsavel pela coloracdo vermelha das
hemoglobinas (Hbs) (VOET e VOET, 2013). Essa coloracdo pode sofrer mudancas
decorrentes das transicfes eletrébnicas do heme devido ao estado de oxidacdo do
ferro que ali se encontra (EATON e HOFRICHTER, 1983; STRYER, 1995).

Dentro das classes das hemoproteinas, temos como destaque a hemoglobina
humana (Hb), estudada inicialmente através de cristalografia de Raios-x por Perutz
em 1959 (VOET e VOET, 2013). A hemoglobina humana é esférica, apresenta
Massa Molecular (MM) de 64 kDa, sdo formadas por quatro subunidades (duas a e
duas ) e a estrutura secundaria de cada subunidade é semelhante a da mioglobina.
(MARZZOCO, 2007) A Hb é mantida por uma disposi¢ao a;; € ap,, como mostra a
Figura 1.
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Figura 1. (A) Representacdo do sitio de ligacdo de O, no grupo heme. (B) Estrutura da
hemoglobina humana com destaque para os grupos hemes em vermelho e as cadeias
aep.
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Fonte: Adaptado de Reece, 2010 e Marzzoco e Torres, 2007.

A coordenacao do Ferro com o O, ocorre do lado oposto da histidina proximal
(histidina ligada ao ferro mostrada na Figura 1A). A ligacdo Fe-O, possibilita o
transporte de O, 0 que € primordial para a respiracdo celular e manutencdo da vida.
Quando a molécula de O, ndo esta ocupando a sexta coordenacdo do ferro, esta
ligacdo pode ser preenchida por uma histidina distal (EATON e HOFRICHTER,
1983; STRYER, 1995). A aproximacao da histidina distal pode ser decorrente do
processo de dissociacao e desnaturacdo das hemoproteinas (RIFKIND et al., 1994).

A Hb na sua forma nativa possui o atomo de ferro (Fe) no estado ferroso
(Fe?") e é denominada de oxi-Hb. J& quando a sexta coordenacdo do Fe?" ndo esta
ligada ao O, e sim ligada a algum outro terminal como NO (nitrosila) ou CO
(carboxi), teremos a desoxi-Hb. Quando ha a oxidac&do do grupo heme (transicdo do
Fe?" para Fe*"), a hemoglobina ndo é capaz de se ligar ao oxigénio. Neste estado,
chamamos a hemoglobina de meta-Hb (NELSON e COX, 2006).

Se houverem outras espécies ocupando a sexta coordenacdo, a meta-Hb
pode receber outros nomes, tal qual aquometa-Hb (quando a sexta coordenacao do
ferro estd sendo ocupada por uma molécula de agua) e cianometa-Hb (onde uma
molécula de cianeto, CN’, se liga ao grupo heme na sexta coordenacao do ferro)
(EATON e HOFRICHTER, 1983; RIFKIND et al., 1994, AGUSTINHO, et al., 1997).
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1.2 Hemoglobinas extracelulares gigantes

Hemoproteinas com multiplas subunidades sdo reportadas a diversos
invertebrados, como é o caso da hemocianina de camardo (hemoproteina que leva o
cobre no seu grupo prostético ao inves do ferro das hemoglobinas). As
hemocianinas apresentam MM da ordem de 3,0 — 5,0 MDa, suas subunidades
apresentam MM de 250 kDa e possuem atividade fenoloxidase (atuando
basicamente na defesa do organismo (COATES e NAIRN, 2014). Outra classe de
hemoproteinas encontradas sdo as eritrocruorinas ou hemoglobinas de bicamadas
hexagonais e de estruturas mais complexas, 0s quais sdo comuns em anelideos e
tem alto peso molecular, em torno de 3000 a 4000 kDa, denominadas assim,
hemoglobinas gigantes (BACHEGA, 2013).

Os anelideos estdo dentre as inUmeras espécies de invertebrados no solo e
sdo muito importantes tanto no que diz respeito a ciclagem da biomassa, quanto na
atividade biolégica do solo (MERLIM et al., 2005).

O uso, o manejo, a cobertura vegetal e as caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas do solo podem alterar as populacbes das minhocas (MERLIM et al.,
2005). Desta forma, as minhocas sao consideradas bons indicadores da qualidade
de ecossistemas agricolas por serem sensiveis a diferentes tipos de manejo e uso
do solo (ANDREA, 2010). Recentemente, além dos aspectos ecoldgicos e dos
efeitos que causam no solo, as minhocas vém recebendo especial atencdo na area
da biotecnologia por possuirem hemoglobinas extracelulares gigantes bastante
singulares e interessantes para estudos biotecnolégicos. A hemoglobina extracelular
de Arenicola marina (HbAm) por exemplo, foi estudada por Rousselot e
colaboradores (2006) e Harnois e colaboradores (2009) objetivando a obtencédo de
protétipos de substitutos sanguineos.

A importancia em se estudar as hemoglobinas extracelulares gigantes esta
relacionada também com sua alta estabilidade oligomérica, resisténcia a oxidacéo,
alta cooperatividade e alta afinidade para ligar oxigénio (ROUSSELOT et al., 2006;
HARNOIS et al., 2009). Outra caracteristica destas hemoproteinas € a presenca de
varias subunidades com pesos moleculares entre 16 e 32 kDa. Muitos grupos de
pesquisa ao redor do mundo estudam esta classe de hemoproteinas objetivando
avaliar seu potencial biotecnolégico (KUCHUMOV et al., 1999; CHABASSE et al.,
2006; TABAK et al., 2012).
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Dados cristalograficos da Hemoglobina extracelular de Lumbricus terrestres
(HbLt) mostram que a hemoglobina é disposta em uma bicamada hexagonal, e com
o resultado do sequenciamento e espectroscopia de massa, verificaram que sua
massa molecular é de 3,9 MDa (VINOGRADOV, 1985; ROYER et al.,, 2006). A
hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus (HbGp) também apresenta uma
estrutura composta por uma bicamada hexagonal, cada camada contém 6
protbmeros e cada protdbmero (abcd)sLs é constituido por 3 tetrAmeros (abcd)s), que
podemos chamar de CAP ligadas a 3 linkers, cada globina (a, b, c e d) apresenta um
grupo heme, totalizando 144 grupos hemes, além de 36 cadeias linkers (BACHEGA
2013). A Massa Molar (MM) estimada da HbGp é da ordem 3,4 MDa através da
técnica de Ultracentrifugacdo analitica AUC (CARVALHO, 2010). A representacao
da estrutura desta hemoproteina pode ser visualizada na Figura 2.

Figura 2. Representagcdo esquematica no arranjo oligomérico de HbGp, na sua estrutura nativa,
obtida a partir de dados cristalogréaficos. A HbGp é uma bicamada hexagonal com 12

protdmeros, sendo 144 cadeias globinas e 36 estruturas denominadas linkers. Ao todo séo
144 cadeias de globinas e 36 estruturas tipo linkers.

Monocamada hexagonal

HbGp

Bicamada hexagonal

vista superior

Heterotrimero
de linkers

vista lateral

- Globinas a . Linkers L1
|| Globinas b [ Linkers L2
D Globinas ¢ . Linkers L3
. Globinas d

Fonte: Bachega (2013)

A HbLt e a HbGp séo constituidas por 4 subunidades globinicas (a, b, c, d)
com um grupo heme cada. As cadeias a, b e c estdo ligadas através de pontes di-
sulfeto, formando um trimero abc, enquanto que a subunidade monomérica d esta
ligada ao trimero abc por meio de atracOes eletrostaticas (ROYER et al., 2006;
BACHEGA, et al., 2015). Vale mencionar que a HbGp vem sendo amplamente
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estudada ha quase 30 anos (PERUSSI, et al., 1989) por pesquisadores do Brasil
através de diferentes técnicas onde consegue-se observar grande similaridade com
a HbLt (SANTIAGO et al., 2007; TABAK, et al., 2012; BACHEGA et al.,, 2015;
CARVALHO, F. et al., 2016; CARVALHO, J. et al., 2016).

A HbLt possui uma grande afinidade por ligagdo ao oxigénio e alta
cooperatividade (HIRSCH e al., 1997). Em estudos de reassociacdo de proteinas
Zhu et al. (1996) explicitam que a HbLt € um sistema auto-organizavel. Sao sistemas
supramoleculares interessantes, pois, tem capacidade de adaptacdo em meios ricos
com sulfetos (ZAL, et al., 2000).

Estudos mostram que estas proteinas podem ser estocadas por longos
periodos, em torno de seis meses a um ano a 4°C, sem que sua capacidade de
transporte de oxigénio seja afetada, devido resisténcia a oxidacdo da hemoglobina
(Hb) & meta-hemoglobina (SANTIAGO et al., 2007).

Varios grupos utilizam-se das muitas caracteristicas desta classe de
hemoglobinas para os diversos estudos de inovacéao cientificos e tecnolégicos. Zal e
Rousselot (2014) indicam o uso da hemoglobina de Arenicola marina (HbAm) como
substituto sanguineo para bovinos e ainda estudos avancados em prototipos de
carreadores de oxigénio para transplantes e preservacdo de o6rgdos. Os autores
ainda ressaltam que a molécula nédo induz a vasoconstricdo, desta forma, a molécula
pode ser considerada uma precursora do desenvolvimento de um futuro carreador
de oxigénio para portadores de anemia ou isquemia.

Outra aplicacao interessante para as hemoglobinas extracelulares gigantes é
a possivel utilizacdo como biossensor de poluentes ambientais, como € o caso do
presente trabalho. Na literatura ainda ndo foram reportados biossensores utilizando
hemoglobinas extracelulares gigantes, este protétipo de biossensor € inédito.

Neste trabalho foi estudada a hemoglobina extracelular de Amynthas gracilis
(HbAQ), o qual € uma hemoglobina homdloga a HbGp. O anelideo Amynthas gracilis
€ uma espécie exobtica no Brasil e de origem asiatica, sendo bastante encontrada em
regides frescas e/ou Umidas das regifes sul e sudeste do pais. S0 minhocas
encontradas preferencialmente em zonas agricolas, mas também em florestas

nativas.
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1.3 Oxidacgéo e desnaturagéo de hemoglobinas

Quando as proteinas sdo sintetizadas nas células, sua estrutura primaria
dobra-se espontaneamente, originando as estruturas secundarias e terciarias, e se
possuir uma estrutura quaternaria, ela também se rearranja espontaneamente,
revelando desta forma a proteina nativa (MARZZOCO e TORRES, 2007). Porém, ao
entrar em contato com agentes desnaturantes, ela pode sofrer processos que
modificam sua forma nativa e desativam algumas funcgdes.

A interacdo da hemoglobina com agentes caotropicos (como ureia,
surfactantes e metais pesados) e alta temperatura pode ocasionar sua oxidacao,
promovendo alteracBes no centro férrico do grupo heme (CARVALHO et al., 2013;
CALISI et al.,, 2011; POLI et al.,, 2006). Os agentes caotrpicos aumentam a
solubilidade de substancias apolares em agua, desta forma, sua eficacia como
agentes desnaturantes € devida a sua capacidade em romper interacdes
hidrofébicas (VOET e VOET, 2013). Em estudos com a HbGp em condi¢bes que
provocam a oxidacdo, Agustinho e colaboradores (1997) demonstraram que a
espécie oxidada sofre uma dissociacdo completa em trimeros e monémeros.
Propondo que a hemoglobina na forma oxidada €é mais instavel (quando
comparamos 0 arranjo oligomérico) que a espécie na forma oxi, evidenciando que a
oxidacdo da proteina favorece a sua dissociacdo protéica. Para exemplificar o
processo de dissociacdo, verificamos o processo de dissociacdo da Hb humana em
meio a ureia na Figura 3.

Figura 3. Estrutura quartenéaria da hemoglobina humana. Dissocia¢cao da hemoglobina quando
posta em solugdo concentrada de uréia, o tetrdmero se dissocia em dimeros af.

Fonte: Adaptado de Marzzoco e Torres (2007)
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A associacdo e a dissociacdo das subunidades da estrutura da HbLt
dependem do estado de oxidacdo do ferro do grupo heme (ZHU et al., 1996). Em
seu trabalho de interagdo da HbGp com surfactantes, Santiago et al.(2007) verificou
gque a hemoglobina sofre oxidacdo na presenca destes agentes e posterior
dissociacdo. O mesmo processo foi observado para a HbAg na presenca dos
surfactantes SDS e CTAC (RAMOS, 2017).

Quando a proteina perde sua estrutura (e consequentemente sua atividade)
ela esta desenovelada (do inglés “unfolding”), como mostra a Figura 4. Solventes
organicos que alterem a constante dielétrica do meio, altas temperaturas, drasticas
mudancas de potencial hidrogeniénico (pH) e também a presenca de desnaturantes
guimicos como agentes caotropicos, podem causar a desnaturacdo da proteina
(HARDING e CHOWDHRY, 2000; CHAIRES, 2008).

Figura 4. Representacdo da estrutura de uma proteina em sua forma nativa e apds a
desnaturacéo.

Nativa Desnaturada

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2006)

Estudos de dissociagao, oxidacdo e desnaturacdo da HbGp foram realizados
na presenca de ureia e surfactantes (Poli et al., 2006; Carvalho et al., 2013). Nestes
estudos os autores observaram que a HbGp na presenca de 2 mmol.L™* de SDS no
pH 7 houve a dissociacdo da hemoproteina em dois discos hexagonais além da
parcial dissociacdo monomérica, porém 0,75 mmol.L? de SDS ja induz uma
dissociacéo da proteina, e, que na presenca de 4 mol.L™ de uréia a HbGp apresenta
drasticas mudancas em suas estruturas secundarias.

O efeito de diferentes metais pesado (caddmio, cobre e mercuario) na oxidacéo
da hemoglobina de Lumbricus terrestres (HbLt) foi estudado por Calisi et al. (2011)
utilizando minhocas vivas. Nestes estudos 0s autores observaram a ocorréncia de
met-Hb no sangue de minhocas na presenca dos trés diferentes metais. As
minhocas foram colocadas em contato com estes metais e houve a formacéao de

met-Hb, além do aumento de peso das hemoglobinas com o passar do tempo de
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exposicdo. Estes estudos sugerem que os anelideos sdo bons bioindicadores de
contaminagcao ambiental.

Estudos realizados com hemoglobina purificada de anelideos expostas a
sulfetos mostraram que o espectro de absorcédo da banda de Soret da hemoproteina
desloca do comprimento de onda (A) caracteristico (415 nm) para menores A (405
nm) (BAILLY e VINOGRADOV, 2005) evidenciando o processo de oxidagdo da
mesma. Estas alteracdes também podem ser observadas em hemoglobinas de
anelideos que vivem em solos contaminados com pesticidas, residuos toxicos,
lamas residuais e metais. Sugerindo que hemoglobinas de determinados anelideos
podem ser bons indicadores de contaminacdo de solo (STEFFEN et al.,, 2013;
DEDEKE et al., 2016) e, desta forma, o uso de sua hemoglobina pode ser estudado
para o biossensoriamento desses metais.

Tamas et al. (2014) mostra que metais pesados afetam profundamente a
homeostase proteica e a Vviabilidade celular, causando agregacdo e
desenovelamento de proteinas, mais um fator que pode indicar a oxidacdo e
desnaturacao destas biomoléculas.

Estudos como estes podem despertar o interesse para a utilizacdo das
hemoglobinas extracelulares como biossensor. Vale salientar que a hemoglobina
extracelular de anelideo apresenta uma maior estabilidade oligomérica e oxidativa
guando comparada com a hemoglobina humana (ARTMANN et al., 2004; FREIRE,
1995). Diante das caracteristicas das hemoglobinas extracelulares gigantes
expostas, a vida Gtil do biossensor fabricado com estas hemoproteinas podera ser

maior que um desenvolvido com as hemoglobinas humanas.

1.4 Biossensores com proteinas

Os sensores estdo sendo cada vez mais utilizados no nosso dia a dia, tanto
para melhorar a qualidade de vida das pessoas quanto para auxiliar em diagndsticos
de doencas, e consequentemente melhorar nossa saude (SILVA et al., 2016; VELLO
et al., 2017). Atualmente existem varios tipos de sensores e biossensores (sensores
que utilizam alguma molécula biolégica em sua composi¢cdo) que séo utilizados em
diversas areas do conhecimento.

Dentre os diversos tipos de sensores, 0s biossensores por afinidade e
biossensores cataliticos sdo amplamente estudados. Os de afinidade usam ligantes

seletivos e fortes, como por exemplo o sistema antigeno-anticorpo, receptores de



21

membranas ou oligonucleotideos com o analito alvo para produzir um sinal elétrico
mensuravel. J& os sensores biocataliticos utilizam enzimas e/ou materiais biolodgicos
(como pedacos de tecidos bioldgicos e células inteiras) como elemento de
reconhecimento molecular. Devido a alta especificidade das enzimas e grande
velocidade nas reacdes, elas sdo amplamente empregadas (RONKAINEN, et al.,
2010). Outros sensores utilizados séo os biossensores de deteccao eletroquimica.

Os biossensores com deteccéo eletroquimica desempenham um papel muito
importante para clinicas, meio ambiente, indastrias farmacéuticas e diversos outros
canais da saude devido & sua sensibilidade e seletividade (RONKAINEN et al.,
2010), e podem ser voltamétricos, potenciométricos e condutimétricos.

Os recentes desenvolvimentos em tecnologia e ciéncia dos materiais vém
melhorando e otimizando o0s mais variados biossensores ja desenvolvidos,
impulsionando ainda mais a busca pelo aprimoramento destes equipamentos
(RONKAINEN et al., 2010). Na Figura 5 esta apresentado um exemplo de um
biossensor de reconhecimento molecular.

Figura 5. Modelo de um biossensor de reconhecimento molecular, o analito é especifico ao
sistema de reconhecimento. Apés a ligacéo, o transdutor eletrénico emite um sinal para um

detector.
Qalyxe

Sinal traduzido
Fotonico. Eletronico. etc.

Electronic Transducer Electronic Transducer

Fonte: Adaptado de Weizmann (2018).

Um biossensor para a deteccdo do pesticida metamidofos foi elaborado por
Ramos et al. (2012). Este sensor utiliza a enzima acetilcolinisterase imobilizada num
substrato de vidro para a deteccao do metamidofés, que é um pesticida muito
utilizado em culturas de amendoim, tabaco, pimenta e trigo. Verificando a atividade
da enzima, o grupo observou que existe uma variagdo do pH (producdo de protons
H") a medida que a enzima entra em contato com o pesticida. Desta forma, pode-se
mensurar essa variacao e criar um biossensor.

Muitos sdo os trabalhos imobilizando proteinas e peptideos em substratos

sélidos com o objetivo de fabricar biossensores, tanto para contaminacédo ambiental,
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guanto para a area da saude. Figueiredo et al. (2013) desenvolveram um método de
deteccdo de um biomarcador excretado pelo virus da dengue a partir da proteina da
gema do ovo para verificar se o individuo esta contaminado com a doenca. Cerrutti e
colaboradores (2015) mostraram a possibilidade de imobilizacdo de um peptideo
analogo a um peptideo de reconhecimento molecular do virus HIV, usando lignina
como matriz imobilizante para fabricar imunossensores. Anh e colaboradores (2004)
apresentaram um biossensor usando a enzima tirosinase para deteccdo dos
herbicidas Diuron, Atrazina e seus produtos de degradacédo Desetilatrazina (DEA) e
Desisopropilatrazina (DIA).

Uma técnica bastante utilizada para fabricar estes biossensores € a técnica
de Layer-by-Layer (LBL), 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 eletrostaticas, essa bicamada é depositada
sobre um substrato solido e inerte. Um dos trabalhos pioneiros sobre esse tipo de
montagem de filme com controle da espessura e arquitetura molecular de Lvov et al.
(1995), ressalta a vantagem da técnica em preservar a atividade da proteina nas
condi¢Oes de fabricacéo dos filmes.

Outras técnicas de avaliacgdo de metais pesados em efluentes e solos
contaminados requerem um custo maior, pois as amostras podem ser analisadas
com técnicas como absorcdo atdmica, fotometria de chama, espectrometria de
emissdo Otica por plasma indutivamente acoplado, entre outras técnicas, por
exemplo. (FERREIRA, 2003).

Desta forma, fazer a avaliacdo das caracteristicas biofisicas da HbAg pode trazer
informacBes relevantes tanto para a biologia das espécies, como para suas
aplicacdes biotecnoldgicas, tendo em vista que as hemoglobinas gigantes
extracelulares apresentam custos reduzidos e sdo faceis de serem estocadas
(MOREIRA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a potencialidade da HbAg como biossensor de contaminagcdo ambiental,
iniciando estes estudos com a interacdo da HbAg com metais pesados monitorada
por espectroscopia de absorcdo Otica e a imobilizacdo da HbAg em filmes

automontados, via técnica de deposicdo camada por camada, LBL.

2.2 Especifico

1. Avaliar a interacdo da HbAg com os metais pesados cobre e cadmio por absorcao
Otica e espalhamento de luz.

2. Imobilizar a hemoglobina HbAg, através da técnica de LBL em juncdo dos
polieletrolitos polietileno imina (PEI) e polialilamida hidroclorada (PAH) analisando
as interacdes polimero-proteina. Para tal foram utilizadas medidas espectroscopicas
de absorcao otica.

3. Estudos preliminares de detec¢cdo de metais e pesticidas através de biossensores
montados com a HbAg monitorado por voltametria ciclica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Reagentes

As solucbes de cobre foram preparadas a partir de Sulfato de cobre Il
pentahidratado (CuSO,4 x 5H,0), obtido da empresa Sigma Aldrich, com pureza de
99%. Ja as solucdes de cadmio foram preparadas a partir de cloreto de cadmio
anidro, pureza de 99%, também obtido da empresa Sigma Aldrich. Ambas as
solugdes foram preparadas com agua Milli-Q (condutividade maxima 18,3 uS). Os
sais utilizados para o preparo dos tampdes, acetato de sédio, fosfato de sédio e
borato de sédio foram obtidos da Sigma Aldrich.

Os polieletrélitos utilizados para deposicdo da HbAg nos substratos de
quartzo e nos eletrodos automontados foram PEl e o PAH, ambos obtido da

empresa Sigma-Aldrich.
3.2 Extracéao e purificacao

A hemoglobina extracelular em estudo é extraida a partir da hemolinfa do
anelideo Amynthas gracilis pertencente a classe Oligochaeta, familia
Megascolecidae e do género Amynthas (Kinberg, 1866). As caracteristicas fisicas de
cada espécime limitam-se a um comprimento que varia de 80 a 120 mm, diametro
de 4 a7 mm e massa de 4 a 6 g. A obtencdo dos espécimes foi feita por meio da
empresa Minhobox, situada em Juiz de Fora/MG. A extracdo da hemolinfa foi
realizada no laboratério de Biomoléculas, UNESP, Registro. Para cada extracao da
hemolinfa foi utilizado 120 animais, cada animal foi anestesiado com agua gelada
por um periodo de 10 a 15 min. Foi feita uma incisdo na parte superior do animal,
numa regido préxima a cabeca para evitar as enzimas digestivas, em seguida a
hemolinfa foi coletada com uma pipeta Pasteur até o esgotamento do animal,
adicionando citrato de sédio 0,1 mmolL™" na hemolinfa para evitar a coagulacdo

como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Foto do anelideo Amynthas gracilis no momento da extracdo da hemolinfa.

Fonte: Autor

Em seguida, a hemolinfa foi centrifugada a 5.000 rpm (3.164 x g) por 15 min a
4°C para eliminar restos de células e residuos, seguido por 12 horas de dialise em
uma membrana de corte de 30 kDa com tampé&o tris-HCI 100 mmolL™, pH 7,0.
Depois de dialisada a hemolinfa foi ultracentrifugada a 60.000 rpm (250.000 x g) por
5 horas a 4°C para sedimentar a HbAg. A proteina foi obtida na forma de “pellet”,
sedimentada no fundo do tubo, sendo ressuspendida em um volume de 3 — 4 mL de
tampdo tris-HCl 100 mmolL?, pH 7,0, e armazenada a 4°C na geladeira.
Posteriormente aliquotas de 1,0 mL de hemolinfa foram purificadas por
cromatografia de exclusdo de tamanho, em uma coluna de Sephadex G-200
equilibrada em tampao tris-HCI 100 mmolL™, pH 7,0. Este procedimento foi realizado
até que toda a hemoglobina ressuspendida fosse purificada. Ao final da purificacao
s&o obtidos cerca de 4 mL de HbAg com concentracdo de 30 mg.mL™. Na Figura 7 é
apresentado o cromatograma da HbAg na sua forma integra ap0s o processo de

purificacéo, evidenciando a completa purificagdo da HbAg.
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Figura 7. Cromatograma da HbAg 25 mg.mL™ obtido em uma coluna Superdex-200
10/300 GL, equilibrada em tamp&o Tris-HCI 100 mmolL™ pH 7,0 a 25°C, utilizando um
cromatégrafo AKTA Pure M (GE) com coluna Superdex G-200.
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Fonte: Autor

Todas as concentracbes foram determinadas espectroscopicamente
utilizando o valor de absortividade molar €415 nm = 5,1 * 0,6 (mg/mL)™* cm™. A HbAg

foi armazenada a 4°C para os posteriores ensaios de caracterizacao.

3.3 Preparo das amostras

Para os ensaios de absorcédo Otica, fluorescéncia e espalhamento de luz, as
amostras de HbAg foram preparadas na concentracdo de 0,1 mg.mL™* em tamp&o
acetato-fosfato-borato 30 mmolL™, tanto para as titulagdes com cobre quanto para
as titulacbes com cadmio. Para as analises com cobre foram adicionadas
concentracdes crescentes de CuSO, (entre 1 ymolL™ a 100 umolL™), totalizando 14
amostras, incluindo a amostra com auséncia de cobre (0 pmolL™) para controle. De
modo semelhante, para as analises com cadmio foram adicionadas concentragcfes
crescentes de CdCl, (entre 1 umolL™ a 100 umolL™), totalizando 14 amostras,
incluindo a amostra com auséncia de cadmio (0 pmolL™) para controle. Vale
ressaltar que a concentracao final da hemoglobina foi mantida em 0,1 mg.mL™. Em
todas as medidas as amostras permaneceram em repouso ap0s 0 seu preparo por 3
horas a 25 °C e em seguida foram centrifugadas a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos,

recolhendo somente o sobrenadante para as analises espectroscopicas. As analises
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foram realizadas nos valores de pH de 7,0 e 5,0. Inicialmente, as analises foram
realizadas apés 3, 6 e 24 horas ap0s o preparo das amostras. Porém, apds as
analises prévias foi verificado que apdés 3 horas de equilibrio os espectros de
absorcdo ndo apresentaram mudancas significativas. Por isso, todos 0s espectros
apresentados nesta qualificacdo foram coletados apdés 3 horas de equilibrio. Os
experimentos foram realizados a 25°C. Todas estas analises foram realizadas no
espectrofotometro Shimadzy UV1800 e espectrofluorimetro RF6000 no laboratoério
de Biomoléculas, UNESP, Registro.

As medidas de Dicroismo Circular foram realizadas no Laboratorio Nacional
de Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM) em Campinas e também no Instituto de Quimica de S&o Carlos da USP na
cidade de Sao Carlos. Foram preparadas amostras com concentracdo de HbAg de
0,1 mg.mL™* em tampéo fosfato 20mmolL™, nos valores de pH de 5,0 e 7,0. A partir
dai, foram adicionados os metais cadmio e cobre nas mesmas concentracdes
mencionadas anteriormente e com o mesmo tempo de equilibrio, sem alterar a

concentracéo final de proteina.

3.4 Técnicas utilizadas
3.4.1 Espectroscopia de absorcao molecular (Uv-Vis)

As medidas de absorcao 6ética foram realizadas com varredura de 700 — 250
nm, 25°C e cubetas com caminho Optico de 1,0 cm.

A absorcdo dtica € uma técnica que utiliza a relagcdo entre a radiacdo
incidente e a radiacdo transmitida de amostras que geralmente encontram-se
diluidas. Essa técnica é baseada na Lei de Lambert-Beer, na qual utiliza-se de uma
relacdo entre a luz absorvida, concentracdo da amostra e o caminho 6ético percorrido
pela luz na amostra. E expressa pela razéo lo / |, que resulta no valor da fracdo da
luz incidente que é transmitida (transmitancia, também representada pela letra T), e
os dados geralmente s&o expressados na forma de absorbancia (Abs) pela seguinte
equacao:

T=1lpo—A=logT=(lo/1)=ExCx{

Onde A é o valor da absorbancia, € corresponde a absortividade molar, que é

caracteristico de cada espécie em um determinado solvente, C € a concentragédo da
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amostra e { o caminho 6tico da cubeta (EATON e HOFRICHTER, 1983; SKOOG,
2002). Desta forma, os elétrons absorvem uma quantidade de energia da radiacéo
aplicada e deslocam-se para niveis de energia mais altos.

Esta técnica nos permite estudar uma grande variedade de biomoléculas,
entre as quais, grupos heme das hemoglobinas, que absorvem energia na regido do
UV-Vis. Os comprimentos de onda dos maximos de absorcédo (Amax) Sdo um dos
parametros mais importantes a serem estudados por nds através desta técnica.

Nas hemoglobinas, utilizamos os comprimentos de onda entre 700 — 250 nm
para monitorar as mudancas de interesse, pois, nesta regido existem bandas
caracteristicas do grupo heme (anel porfirinico) das hemoglobinas, como a banda de
Soret que é centrada em 415 nm e as bandas denominadas Q, que se encontram
em 540 e 575 nm (a e B, respectivamente). Assim, monitorando estas bandas
podemos acompanhar as mudancas do estado de oxidac&o do ferro do grupo heme
(EATON e HOFRICHTER, 1983; POLI et al., 2006, SANTIAGO et al., 2008).

3.4.2 Emissao de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € utilizada no estudo das biomoléculas
para obter-se algumas informacdes acerca das modificacbes na estrutura
tridimensional de uma proteina, dentre elas o processo de desnaturacao,
dissociacao, interacdo com pequenas moléculas e supressao.

A fluorescéncia € um processo de fotoluminescéncia onde as moléculas sao
excitadas por absorcdo de radiacdo eletromagnética. Apds isso, as espécies
excitadas relaxam ao estado fundamental, liberando energia excedente através de
fétons. Uma das caracteristicas mais importantes desta técnica esta na sensibilidade
intrinseca, onde pode ser de uma a trés vezes maior que a da espectroscopia de
absorcao (SKOOG, 2002).

A molécula no estado excitado possui um tempo de vida relativamente longo
de 10 segundos, sendo que parte da energia absorvida é perdida para o meio, ou a
fluorescéncia € suprimida por fendmenos como movimentos vibracionais,
rotacionais, etc. (SKOOG, 2002).

A luminescéncia molecular é dividida em fluorescéncia e fosforescéncia
dependendo da natureza do estado excitado. Se esse estado for singleto, onde o
spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientacdo original, tem-se a

fluorescéncia, conforme o diagrama de Jablonski na Figura 8 (SKOOG, 2002).



29

Figura 8. Diagrama de Jablonsk. (1) Absorcéo de radiacdo (Sp; 2 S,), (2) Emissédo de
fluorescéncia (S; 2 So), (3) Conversao interna e relaxacdo vibracional (S; 2 So), (4)
Cruzamento intersistemas (S; =2 T1), (5) Emisséo de fosforescéncia (T, 2 Sy).
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Fonte: Adaptado de Lakowitz (1983).

Ainda gue muitas moléculas interatuem com a radiacdo eletromagnética,
absorvendo fétons de Iluz, um pequeno numero de moléculas apresenta
fluorescéncia. Quando a diferenca de energia entre S; (primeiro estado Singlete
excitado) e Sp (estado fundamental) ndo for grande e haver possibilidade de
sobreposicdo de niveis vibracionais, a molécula por ser conduzida ao estado
fundamental, Sy, por relaxamento vibracional sem emissdo de radiacdo
eletromagnética. Porém, quando a diferenca energética entre os dois estados (S; e
So) for moderadamente grande, a desativacdo para o estado fundamental ocorrera
com emissao de radiacdo na forma de fluorescéncia (SKOOG, 2002; LAKOWITZ,
1983).

A fluorescéncia é uma importante técnica para observar processos de
dissociacdo e desnaturacdo de proteinas. Comumente, a fluorescéncia das
proteinas é do tipo intrinseca, desta forma, associada aos aminoacidos aromaticos
gue compbe parte da proteina. Estes aminoacidos em geral, sdo a fenilalanina,
triptofano e tirosina. Para o estudo realizado, o aminoacido monitorado foi o
triptofano, devido a sua sensibilidade ao ambiente que ele estd exposto,
apresentando caracteristicas fluorescentes, as quais dependem do grau de

exposicdo ao solvente hidrofilico ou regides hidrofébicas da proteina (LAKOWITZ,
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1983). Neste estudo as amostras foram excitadas em 295 nm e com varredura na
emissao de 305 a 450 nm.

Vale salientar que, quando o triptofano que esta no bolsdo do heme é exposto
ao solvente, ha um aumento da emisséo de fluorescéncia, que por sua vez, pode
indicar a dissociacdo e/ou desnaturacao da proteina.

As medidas de emissdo de fluorescéncia estatica foram realizadas em um
espectrofluorimetro RF-6000 SHIMADZU no laboratério de Biomoléculas, UNESP,

Registro.

3.4.3 Intensidade de espalhamento de luz

O espalhamento de luz ocorre quando o campo elétrico oscilante da radiacao
incidente numa molécula induz oscilacdes periddicas na sua nuvem eletrdnica,
passando o mesmo a funcionar como fonte secundaria de radiacdo. O campo
elétrico da luz incidente acelera as particulas carregadas, fazendo com que estas
emitam radiagdo com a mesma frequéncia de onda incidente, e entdo ocorre o
espalhamento de luz.

Vale mencionar que neste espalhamento de luz ndo ha perda de energia, as
moléculas se movimentam na direcdo perpendicular a sua aceleracéo, e a radiacao
emitida sera polarizada na direcdo observada. Assim, as medidas de LSI
(Intensidade de espalhamento de luz) foram monitoradas no espectrofluorimetro
usando o A de excitacdo e o A de emissao em 350 nm (VAN HOLD, 2006).

Com base no exposto e considerando que a intensidade de espalhamento
de luz é diretamente proporcional ao volume da particula ao quadrado, através do
LS| podemos verificar a interacdo da hemoglobina com alguns ligantes e avaliar a
dissociacdo ou agregacdo da proteina na presenca de agentes caotropicos (POLI
et al., 2006; SANTIAGO et al., 2007).

As medidas de espalhamento de Iluz foram realizadas em um
espectrofluorimetro RF- 6000 SHIMADZU, usando uma cubeta de quartzo de
caminho optico de 1,0 cm, com fendas de excitacdo e emissdo de 3,0 e 5,0 nm
(90°), respectivamente, comprimento de onda de excitacdo e emissdo foram em

350 nm e todas as medidas foram realizadas a 25°C.
3.4.4 Dicroismo Circular

A técnica de Dicroismo Circular (CD) é um importante instrumento para o
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estudo das estruturas secundérias de proteinas em solucdo. Esta técnica baseia-se
na diferenga da absor¢éo da luz circularmente polarizada entre o sentido horério e
o0 sentido anti-horério (direita ou a esquerda, respectivamente) da cadeia
polipeptidica, para proteinas (FASMAN, 1996). Essas mudancas conformacionais
podem ser ocasionadas por ligantes, agentes desnaturantes e temperatura (VAN
HOLD et al., 2006).

O CD pode ser definido como a razdo entre o semieixo menor e semieixo
maior da elipse desenhada pela polarizacdo (tangente do angulo de elipsidade 6).

A Figura 9 esquematiza o processo descrito.

Figura 9. (A) Componente a direita (R) e a esquerda (L) de uma radiagao circularmente
polarizada: () as duas componentes possuem a mesma amplitude; (II) as duas
componentes possuem amplitudes diferentes que resultam em uma polarizacdo
eliptica. (B) relagdo dentre a absorbancia e espectro de CD. Na banda 1 ocorre maior
absorcédo L que R, em 2 maior absor¢cdo em R que L, em 3 a absor¢cdo em R e L séo

iguais.
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Fonte: Adaptado de Fasman (1996)

A ocorréncia natural da maioria dos aminoacidos dos sistemas biolégicos é
de forma quiral, desta forma a estrutura secundaria formada por estas moléculas
apresentam caracteristicas quirais. A regido de absor¢cdo UV do cromoforo
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peptidico se encontra entre 180-240 nm, e possuo elétrons ndo ligantes nos
atomos de O e N e os elétrons 1 encontram-se nos orbitais dos atomos de O, N e
C (KELLY et al., 1997; VAN HOLD et al., 2006).

As formas estruturais peptidicas encontradas em proteinas podem ser de
trés tipos: folhas- B, a-hélices e estruturas aleatorias (NELSON E COX, 2006). Os
espectros de CD de proteinas sdo caracterizados por ombros de elipticidade e de
intensidade similar em 222 nm (transi¢des 1 > 1*) e em 208 (parte das transigdes
T - T1*) que caracterizam as a-hélices, em 215 nm temos um ombro referente as
folhas-B além de um ombro positivo em 198 nm que é associado a regido dos
aminoacidos (FASMAN, 1996). Na Figura 10 podemos observar os espectros

caracteristicos de CD de proteinas.

Figura 10. Espectros de CD no UV associados a vérios tipos de estrutura: (traco e
ponto) a-hélices, (tracos) folhas-B e (linha cheia) estruturas aleatoérias.
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Fonte: Kelly e Price (1997).

As anadlises de CD foram realizadas a temperatura ambiente (20 °C) e os
espectros apresentados representam uma meédia de quatro acumulacdes. Estas

amostras foram preparadas em tampéo fosfato 20 mmolL™.

3.4.5 Voltametria Ciclica

As técnicas voltamétricas, inicialmente reportadas por Jaroslav Heyrovsky

foram estudadas por meio de sistemas envolvendo mercurio, aplicados ao estudo de
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processos com ions metalicos em solu¢des (PACHECO et al., 2013). Das primeiras
configuracbes até os dias atuais, os sistemas eletroquimicos recebem diversas
contribuicbes ndo s6 do ramo da quimica, mas de éareas como eletrbnica,
engenharia de materiais e diversas outras. Estas contribuicdes tornaram a técnica
mais viavel e com um custo bem mais reduzido, além da miniaturizacdo de alguns
equipamentos que proporcionam a mobilidade e facil manuseio do potenciostato.
Desta forma, as técnicas voltamétricas se apresentam como uma boa alternativa
para muitas aplicacdes na quimica analitica (PACHECO, 2013).

Os métodos eletroanalitico se utilizam de algumas propriedades elétricas
mensuraveis como corrente elétrica, diferencas de potencial, acimulo de cargas,
entre outros, a partir de fendmenos nos quais uma espécie redox pode interagir
fisica e/ou quimicamente com os demais componentes do meio. Essas medidas
(que sao chamadas sinais eletroquimicos) estdo relacionadas com alguns
parametros quimicos caracteristicos de cada espécie (WANG, 2000).

A voltametria é uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fenédmenos
ocorrentes na interface entre o eletrodo de trabalho e a camada fina da solucdo que
esta sob o eletrodo. E uma técnica dinamica, pois a cela é operada na presenca de
corrente elétrica que é medida em funcdo da aplicacdo de um potencial (SKOOG,
2002). Desta forma, as informacbes sobre o analito sdo obtidas através da
magnitude da corrente elétrica que surge entre os eletrodos de trabalho e de
referéncia (PACHECO, 2013).

Na voltametria o parametro ajustado é o potencial (E) e o parametro medido é
a corrente resultante (i), entdo, i = f(E). Voltamograma € o registro da corrente em
funcdo do potencial e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons
durante o processo de oxirreducdo, pode ser relacionada com a quantidade de
analito na interface do eletrodo. O analito deve ser capaz de sofrer a reagao redox
na amplitude do potencial estudado.

A forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica que foi utilizada esta
apresentada na Figura 11. Durante a varredura do potencial, o potenciostato registra
a corrente que é gerada como funcdo do potencial aplicado, utilizando-se da
oxirreducao e um gerando um voltamograma.

A direcédo da varredura inicial pode ser negativa ou positiva, dependendo da
composicdo da amostra. Quando a varredura € na diregcdo de potenciais mais

negativos € chamada varredura direta e para potenciais positivos € varredura



34

inversa. Para um experimento, os potenciais de inverséo sao escolhidos de maneira
gue a oxidacao e a reducéo do analito possam ser analisadas.

O potenciostato utilizado neste trabalho foi 0 da marca Dropsens uSTAT 200
no laboratoério do ICT, da UNIFESP, Campus Séo José dos Campos.

O eletrodo utilizado neste trabalho de mestrado foi o0 modelo DRP- 110 da
empresa Drop Sens, com dimensdes de 3.4 x 1.0 x 0.05 cm (comprimento x largura
X espessura) e o eletrodo de trabalho de carbono com didametro de 4 mm, além de
um eletrodo de referéncia. 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.
As solugcbes com cobre foram expostas ao sensor por 2 minutos cada uma, onde

apos cada exposicao, foi efetuada uma leitura do voltamograma.

Figura 11. (a) Curva potencial vs. tempo e (b) voltamograma ciclico para uma solucéo
de KsFe(CN)s 6 mmolL™ e KNO; 1 molL™.
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Fonte: Adaptado de Skoog, 2002; Kissinger, 1983.



35

3.4.6 Layer-by-layer (LBL)

A técnica de layer-by-layer que foi bastante difundida por Decher por meio de
varios trabalhos realizados na década de 1990. E uma técnica alternativa a de
Langmuir-Blobgett (LB) de fabricacao de filmes nanoestruturados (ROZ et al., 2015).

A técnica Layer-by-layer (ou no portugués camada por camada) é uma
técnica muito conhecida para obtencdo de filmes nanoestruturados que permite
depositar, com certo controle, camadas sobrepostas de diferentes materiais como
polimeros, enzimas, células ou nanoparticulas. Ha aplicacdes nas areas eletrénicas,
sensores e em grande parte da biotecnologia (Decher, 1997). A técnica € famosa
por sua simplicidade e baixo custo para a obtencédo dos filmes.

A principio, o substrato (que pode ser uma placa de quartzo, vidro ou
sensores automontados) € imerso em uma solucdo com espécies carregadas
(positiva ou negativamente), nesta etapa o polieletrélito € adsorvido na superficie do
substrato por atracéo eletrostatica. Em seguida o substrato € imerso numa solucao
de enxague e, a seguir, numa solucdo com cargas opostas. Desta forma a atracdo
das cargas faz com que uma bicamada cresca, e, apds varias repeticdes, temos um
namero maior de bicamadas. A Figura 12 apresenta um esquema genérico da

deposicéo e formacao de um filme de LBL.

Figura 12. (A) Representacdo esquemética da deposicdo dos polieletrolitos no
substrato. Passos 1 e 2 mostram a adsor¢&o do polianion e 3 e 4 do polication. (B)
llustracdo molecular basica da adsorcao dos polieletrdlitos.

1. polidnion

2. Lavagem

Fonte: Adaptado de Decher (1997)

Os polieletrélitos de suporte utilizados no o presente trabalho foram a PEl e o

PAH. Estes foram utilizados em dois valores de pH distintos: 5,0 e 7,0, para servir de
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suporte para a imobilizacdo da HbAg. O poli(vinilsulfato de sddio) (PVS) foi utilizado
para simular a HbAg e servir como um branco para o ensaio. Como o PVS néo se
oxida na presenca de cobre, podemos comparar o filme PVS/PEI com o filme
HbAQ/PEI e verificar a oxidagdo no sensor. O substrato sdlido utilizado foi o quartzo.
Este substrato foi previamente lavado em solucdo alcodlica de KOH 3% (Etanol +
KOH) num banho de ultrassom por 2 horas a 25°C. Em seguida, foi abundantemente
lavado com agua Milli-Q. ApOs esta etapa, para a adsor¢cao do polieletrélito catidnico
(PEI), o substrato foi imerso na solucdo de PEI 1,0 mg.mL™ por 30 minutos, fazendo
com que uma camada do polimero se adsorvesse na superficie do substrato.

Depois da adsorcdo da primeira camada, o substrato foi imerso em agua Milli-
Q para retirar o excesso de moléculas ndo adsorvidas, e entdo imergiu o substrato
numa solucdo de HbAg com concentracdo de 0,1 mg.mL™ por 10 minutos. Apds esta
etapa, imergiu-se o substrato numa solucdo com tampé&o fosfato 20 mmolL™ pH 7,0.
Depois da primeira adsor¢cdo do polimero, o tempo de imersdo dele no substrato
passou a ser de 10 minutos. A cada passo, o auxilio do gas nitrogénio foi
fundamental para a secagem do filme. O mesmo procedimento foi utilizado para os
filmes crescidos com o polieletrdlito PAH e PVS. O crescimento das multicamadas
PEI/HbAg, PAH/HbAg e PVS/HbAg foi monitorado por espectrofotbmetro UV-vis
para cada bicamada. As férmulas estruturais dos polimeros estdo mostradas na

Figura 13.

Figura 13. Formulas estruturais de (A) hidrocloreto de polialilamina (PAH); (B)
polietilenoimina (PEI) e (C) acido poli(vinil sulfénico) (PVS).
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Fonte: Adaptado de Santos (2009); Ricardo (2009); Almeida (2017)

3.4.7 CCA plus

O programa CCA+ (do inglés Convex Constraint Analysis plus) foi

desenvolvido por Perczel e Fasman (1992) objetivando a deconvolugcéao de espectros
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de dicroismo circular (CD) para estimar a estrutura secundaria de proteinas e
aplicado para estimar o numero de espécies que coexistem em equilibrio na
solucéo. Neste trabalho o programa CCA foi utilizado para analisarmos 0s espectros
de absorcao otica e dicroismo circular, a fim de caracterizar as diferentes espécies
em equilibrio em fungéo da concentragdo do agente caotropico e suas contribuicées

individuais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Interacdo da HbAg com cobre pH 5,0e 7,0

4.1.1 Estudos por Absorcao 6tica

Varios estudos tém demonstrado que o espectro de absorcdo Otica de
hemoglobinas extracelulares gigantes, como € o caso da HbAg, em sua forma
integra (oxi), € caracterizado por uma banda intensa em 415 nm conhecida como
banda de Soret. Além disso, outras duas bandas s&o observadas em 540 nm (a) e
575 nm (B), ambas com mesma intensidade e conhecidas como bandas Q
(SANTIAGO et al. 2010; SANTIAGO et al., 2008; BACHEGA, 2013; TABAK et al.,
2011). Estas informacdes ficam claramente demonstrada na Figura 14 referente a
HbAg na sua forma oxi- no pH 7,0.

A hemoglobina, quando entra em contato com agentes caotropicos como a
ureia, metais pesados e/ou surfactantes pode sofrer oxidacdo e desta forma,
promover uma alteracédo no centro férrico do grupo heme (CARVALHO et al., 2013;
CALISI et al., 2011; POLI et al., 2006). Nesses casos, o ferro responsavel por se
ligar reversivelmente com o oxigénio, se oxida e passa de Fe?" para Fe®*", perdendo
a sua capacidade de ligacdo com o oxigénio de forma irreversivel (CARVALHO
2013; BOWDEN et al., 1985; BARROS et al.,, 2015). Quando a hemoproteina
encontra-se na forma meta (Ferro no estado 3") o espectro de absorgdo é
caracterizado pelo deslocamento da banda de Soret para comprimentos de onda em
torno de 405 nm, uma banda Q alargada com um maximo em 500 nm e h4 o
surgimento de uma banda LMCT (transferéncia de carga ligante metal) na faixa de
620 nm (CARVALHO et al., 2012). O espectro caracteristico de uma hemoglobina
em sua forma oxidada é ilustrado na Figura 14.



39

Figura 14. Espectro caracteristico da HbAg em sua forma oxi no pH 7,0 (linha cheia) e
espectro caracteristico da proteina oxidada (linha fina). As setas “A” e “B”
representam a diminuicdo da intensidade de absorcdo e deslocamento para a
esquerda da banda de Soret, respectivamente. As setas “C” e “D” mostram o
alargamento das bandas Q e o surgimento da banda LMCT, respectivamente. A linha
tracejada mostra que a banda de Soret esta centrada em 415 nm.
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A Figura 15 mostra o comportamento dos espectros de absorcdo éptica para
amostras preparadas em pH 5.0 (A) e pH 7.0 (D) na auséncia e na presenca do
metal pesado cobre. Em (C) e (F) sdo apresentados os comprimentos de onda (A)
méaximos da banda de Soret para o pH 5.0 e 7.0, respectivamente. Em (B) e (E)
temos os destaques das bandas Q. O aumento nas concentracdes de cobre provoca
um significativo deslocamento do maximo da banda de Soret para menores A, para
ambos os valores de pH analisados.

Observa-se também, que ocorre um alargamento das bandas Q tendendo a
formacdo de um Unico ombro, que também sado caracteristicas de oxidacdo da
hemoproteina, o que esta de acordo com os resultados apresentados por BARROS
e colaboradores (2015) em estudos de efeitos desnaturantes na HbGp monitorado
por sondas e SANTIAGO e colaboradores (2007) em estudos com a HbGp e
surfactantes i6nicos (SDS e CTAC). Além disso, na concentracdo de 30 pmol.L™
ocorre o aparecimento de uma banda em torno de 620 nm, banda LMCT, que,
segundo BOFFI et. al (1999) e SANTIAGO et al. (2007), é caracteristica de espécies

gue surgem como consequéncia do processo de oxidacdo da hemoproteina.



40

Figura 15. Espectros de absorcdo 6ptica da HbAg 0,1 mg.mL™, em tamp&o acetato-
fosfato-borato 30 mmolL™ pH 5.0 (A) e pH 7.0 (D) em funcédo da concentracdo de
CuSO0, explorada entre 0-100 pmolL™ em periodo de equilibrio de 3 horas. Destaque
para o deslocamento na regido da banda de Soret em pH 5.0 (B) e pH 7.0 (E). (C) e (F)
representam o deslocamento da banda de Soret no pH 5.0 e 7.0, respectivamente.
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Os picos de absorcdo da banda de Soret sofrem grande deslocamento,
saindo do comprimento de onda de 415 nm para um méaximo em 400 nm,
caracterizando a oxidacdo da proteina em contato com o metal (CARVALHO, F.A.O
SANTIAGO, P.S. TABAK, M., 2012; SANTIAGO et al., 2007).

Em (C) fica evidente que, no pH 7.0, o pico de Soret deslocou para 400 nm na
presenca da maior concentracdo de cobre analisada (100 pmol.L™). No pH 5.0, esse
deslocamento foi menor, em torno de 403 nm para a maior concentracdo. Essa
diferenca nos espectros para os diferentes valores de pH pode ser consequéncia do
ponto isoelétrico da hemoproteina. Sabe-se que o ponto isoelétrico de uma proteina
representa o valor de pH onde, na superficie da molécula, a carga liquida é zero
(NELSON E COX, 2006). Experimentos como os de Santiago e colaboradores
(2007), mostraram que as alteracbes da proteina em pH alcalino foram mais

significativas em baixas concentracdes de surfactante catiénico (CTAC) quando
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comparado ao anibnico (SDS), tendo como causa mais provavel a interacédo
eletrostatica entre as cargas positivas do CTAC e as cargas negativas
predominantes na superficie da proteina. Isso ocorre como consequéncia do pH
estar acima do ponto isoelétrico, que para a HbGp é 5.6 (SANTIAGO, 2010).
Estudos preliminares do nosso grupo de pesquisa com a HbAg, estimaram que o
seu ponto isoelétrico encontra-se no pH 6,0 (OLIVEIRA et al,. 2017) Desta maneira,
no pH 7.0, ocorre predominancia de cargas negativas na superficie da proteina,
aumentando sua capacidade de interacdo com Cu®* (SANTIAGO et al., 2007).

A concentracdo de 30 pmol.L™ torna-se bastante importante para o estudo em
qguestdo, pois, a partir dessa concentracdo ocorre uma grande diminuicdo na
intensidade de absorcdo da banda de Soret, indicando, indiretamente, a diminui¢éo
da concentracdo de proteina presente em solugdo. Essa diminuicdo é,
provavelmente, consequéncia da formacdo de agregados HbAg-Cu. Assim, 30
umol.L™ de cobre é a concentracdo em que os agregados ndo estdo suficientemente
pesados para sedimentar em solucéo.

A analise dos dados de absorcao 6ptica da HbAg em funcéo da concentragao
de Cobre pelo método CCA plus, resultou em um equilibrio de trés espécies
diferentes em funcéo da concentracao do referido metal. Assim, todo o conjunto de
espectros de absorcdo Optica mostrados na Figura 15 foram deconvoluidos através
do programa CCA plus, mostrando que, em pH 7.0 (Figura 15A e 15B) existem a
presenca de trés espécies distintas em solugdo: proteina livre, agregado de
proteina—Cobre e complexo proteina—cobre Ja no pH 5.0 (C e D), apenas duas
espécies foram observadas: proteina livre e complexo proteina-cobre.

Na figura 16 (A) e (B) séo representadas as trés espécies da proteina
encontradas para as diferentes concentracdes do metal em pH 7.0. A primeira
espécie, proteina livre, caracteriza a forma oxy- da proteina. Entretanto, essa
espécie tende a diminuir quantitativamente a medida que as concentracdes do metal

vao aumentando.
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Figura 16. Analise por Convex Constraint Algorithm (CCA) do conjunto de espectros
mostrados nas figuras 13. (A) e (C) correspondem aos espectros de absor¢ao Otica
das espécies puras obtidas por CCA, correspondendo aos valores de pH de 7,0 e 5,0

respectivamente. (B) e (D) correspondem a proporcdo das espécies em solucao

conforme o aumento da concentracdo do metal, para valores de pH de 7,0 e 5,0,
respectivamente.
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A partir da concentracdo critica de 30 pmol.L™, observa-se o maximo da
formacdo de uma espécie intermediaria (agregado de proteina—cobre), como
consequéncia da oxidacdo da hemoglobina promovida pelo metal. A terceira
espécie, presente é encontrada em amostras com concentracfes elevadas do metal.
Nos dois valores de pH analisados ha o surgimento de uma banda em 500 nm

caracteristica de espécies oxidadas (VITAGLIANO, et al., 2004; AGUSTINHO, et al.,
1997).

4.1.2 Espalhamento de Luz

O espalhamento de luz (do inglés Light Scattering Intensity, ou LSI) é resultante
da inducéo de oscila¢des periddicas na nuvem eletrénica do campo elétrico oscilante
da radiacao incidente num atomo (SCHMITZ, 1990). Ao atravessar uma amostra, a
radiacdo interage com a molécula. Assim, o instrumento registra o espalhamento
causado pela molécula. Através de dados de espalhamento e da intensidade da

radiacdo espalhada é possivel obter-se dados sobre a dimensdo das particulas
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(SANTIAGO, 2008), tendo em vista que o espalhamento de luz é diretamente
proporcional ao volume da particula ao quadrado.

Na Figura 17 sdo apresentadas as intensidades de espalhamento de luz da
HbAg em funcdo da concentracdo de cobre nos valores de pH 5,0 e 7,0 (A e B

respectivamente).

Figura 17. (A) e (B) Intensidade de espalhamento de luz (LSI) da HbAg 0,1 mg.mL™, em
tamp&o acetato-fosfato-borato 30 mmolL™ em pH 5,0 e pH 7.0, respectivamente, em
funcéo da concentracdo de CuSO, explorada entre 0-100 ymolL™.
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No pH 5,0 verificamos uma leve redugéo seguido de um ligeiro aumento na LSI,
porém na concentracdo de 100 pmolL™ de cobre a intensidade de espalhamento é
menor que a inicial, sugerindo uma pequena dissociacdo e/ou diminuicdo do
tamanho das moléculas. Essa pequena diminuicdo na LS| estd de acordo com
dados de Santiago e colaboradores (2010) que mostra que a proteina quando esta
num pH menor que o seu pl pode sofrer uma reducédo no espalhamento de luz, pois
as moléculas nédo estdo agregadas. No pH 7,0 observamos um aumento de 3 vezes
na intensidade de espalhamento, comparando a HbAg na auséncia de cobre com a
HbAg na presenca de 30 pmol.L™* do metal. Vale mencionar que as amostras no pH
7.0 foram centrifugadas antes de realizarmos as medidas de espectroscopia devido
a presenca de agregados proteina-metal que sedimentaram. Por isso, 0 aumento da

LSI é devido a formacgéo de agregados proteina-metal que ainda permaneceram em
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solucdo. Acima de 30 umol.L™* observou-se uma diminuicdo da LS| o que pode ser
associada a dissociacdo da HbAg. Dados de DLS (do inglés “Dynamic Light
Scattering”) da HbGp no pH 7.0 e 9.0 em fungdo do tempo e a 25 °C, mostraram que
o diametro hidrodinamico (Dh) de 27 nm da HbGp na forma integra néo se altera no
pH neutro e diminui para 10 nm, apdés 24 horas de equilibrio no pH 9.0 ,
evidenciando o processo de oxidacado e dissociacdo (SANTIAGO et al., 2008). Em
um outro estudo em pH 7,0 foi observado que adicdo de surfactantes provoca a
dissociacao da HbGp, diminuindo o Dh de 27 nm para 10 nm (CARVALHO J., 2013).

4.1.3 Estudos por Fluorescéncia

Na Figura 18 sdo apresentados espectros de fluorescéncia da HbAg na
presenca de cobre no pH 9,0. Como pode ser observado, a adicdo de cobre diminuiu
a intensidade de fluorescéncia e deslocou o maximo da emissdo para A menor.
Porém vale salientar que, considerando o apresentado pelos espectros de absorcdo
e as informagOes levantadas na literatura para outras hemoglobinas (BARROS,
2014; SANTIAGO et al.,, 2010) quando a proteina se oxida, o processo de
dissociacao é induzido e acelerado. Assim, a intensidade de fluorescéncia aumenta
devido a maior exposicdo do triptofano ao solvente. Porém, nos resultados
apresentados na Figura 17 sdo observados fenbmenos contrarios.

A supressdo de fluorescéncia refere-se aos processos energéticos que
competem com a emissdo de fluorescéncia resultando na variacdo da intensidade
de fluorescéncia de uma dada substancia (Lakowitz, 2006). Sabe-se que o cobre &
um metal paramagnético e supressor de fluorescéncia, pois possui elétrons
desemparelhados na sua camada de valéncia. Assim, através do estudo de
fluorescéncia, néo foi possivel observar os efeitos do metal na hemoproteina devido
a essa supressdo. Caso a dissociacdo da HbAg na presenca de cobre fosse
observada, haveria uma maior exposi¢ao do triptofano ao solvente, e, portanto, uma
maior intensidade de fluorescéncia seria destacada, como mencionado
anteriormente. Porém, a supressdao de fluorescéncia da HbAg provocada pela
presenca do cobre foi mais significativa do que o aumento da fluorescéncia
decorrente da provavel dissociacdo como observado na Figura 16. Desta forma, nédo
foi possivel utilizar a técnica de fluorescéncia em nossos estudos para verificar a

dissociacdo da hemoproteina pelo metal pesado cobre.
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Figura 18. Espectros de fluorescéncia da HbAg, 0,1 mg.mL™, com adic&o crescente de
concentracdes de CuSO, (0-100 pmol™) em tampéo acetato-fosfato-borato 30 mmol.L™
pH 9,0.
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4.1.4 Dicroismo Circular

O espectro de dicroismo circular da HbAg no pH 7,0 é caracterizado por dois
picos negativos de elipticidade um em 208 nm e outro em 220 nm (a-hélice), além de
um pico positivo em 198 nm (aminoacidos), como mostra Figura 19. Este resultado
estd de acordo com os espectros de Dicroismo Circular (CD) descritos para outras
hemoglobinas gigantes (CARVALHO, 2013; POLI, A.L., MOREIRA, L.M., IMASATO,
H. 2011).

Um estudo sobre a estabilidade da oxi-HbGp, Carvalho (2013) mostra que
com o aumento de temperatura, a intensidade de elipticidade mantém-se
praticamente estavel até 50 °C na regido das ligacdes peptidicas. Em temperaturas
maiores do que 50°C ocorre a perda acentuada de elipticidade devido a
desnaturacao da proteina.

Os espectros de dicroismo circular das amostras de HbAg na presenca de
diferentes concentracdes de cobre nos valores de pH de 5,0 e 7,0 estdo mostrados
na Figura 19A e 19B, respectivamente.
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Figura 19. Espectros de CD da HbAg 0,1 mg.mL™, em tampéo fosfato 20 mmolL™ no pH
5,0 (A) e pH 7.0 (B), em func&o da concentracéo de CuSO, na faixa de 0-100 umolL™.

40

20 o

Elipticidade (deg.cm’.dmol™)

-20 -

—— 0 pmolL" —— 10 ymolL*
—1pmolL* —— 15 umolL™
—— 2 pmolL™ —— 20 ymolL*
——3umolL" —— 30 pmolL™*
——5umolL™ —— 50 ymolL™
—— 7 umolL™" —— 100 pmolL™*

N
o
1

N
=}
1

o
1

. Elipticidade (deg.cm”.dmol™)

B

N
o
1

—— 0 pmol.L" ——10 pmol.L™*
—— 1 pmol.L" ——15 ymol.L™*
—— 2 umol.L" —— 20 ymol.L™*
—— 3 umol.L”" =——230 pmol.L*
——5 pmol.L"* —— 50 pmol.L™
—— 7 pmol.L* 100 pmol.L*

A

190 200

T
210

T T T T T T T
220 230 240 250

A (nm)

260

T

190 200

T T T T T T T T T

210 220 230 240 250 260

A (nm)

Os espectros de dicroismo circular das amostras de HbAg na presenca do

metal pesado nos valores de pH 5.0 e 7.0 apresentados na Figura 19 foram

deconvoluidos pelo software CCA plus e mostrados na Figura 20.

Figura 20. Analise por Convex Constraint Algorithm (CCA) do conjunto de espectros
mostrados na figura 17. (A) e (B) correspondem aos espectros de dicroismo circular
das espécies puras obtidas por CCA, correspondendo aos valores de pH de 5,0 e 7,0
respectivamente. (C) mostra as fracbes das componentes obtidas pelo CCA para a
HbAg no pH 7,0 da Figura 17B. (D) representa os valores de elipticidades em 208 e 220
nm da HbAg em 7,0.
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Na figura 20A observa-se que a HbAg, pH 5,0, na auséncia e na presenca de
diferentes concentracdes de sulfato de cobre (A), existe uma Unica espécie em
equilibrio. Este resultado pode sugerir que, no valor de pH 5,0, a hemoproteina se
oxida (conforme mostrado nos espectros de absor¢cédo optica na Figura 15) mas néo
perde a estrutura secundaria na presenca de cobre. Comparando os resultados de
CD no pH 5,0 com os de LSI verifica-se que a HbAg dissocia-se parcialmente e néo
agrega-se. Na figura 20B observa-se que a HbAg, pH 7.0, na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes de sulfato de cobre, coexistem duas espécies
em equilibrio, a espécie 1 é associada a proteina livre e a espécie 2 corresponde ao
complexo proteina-cobre.

Em seu trabalho, Carvalho (2013) mostra que a ureia em concentracdes
acima de 4 mol.L™ desnatura a HbGp, o autor indica que a elipticidade da regi&o do
grupo heme e das ligacdes peptidicas chegam proximo de zero, indicando a
desnaturacdo da hemoglobina. A adicdo de cobre, na HbAg em pH 7,0, diminui o
valor da elipticidade na banda em 195 nm, banda esta referente aos aminoacidos
(Figura 19B) e, paralelamente, ha uma aumento na banda referente as a-hélices em
208 nm (20C), que chega préxima de zero, evidenciando uma perda das estruturas
de a-hélices.

4.2 Interacdo da HbAg com cadmio

A Figura 21 apresenta os espectros de absorcao 6ptica da HbAg, pH 5,0 e 7,0,
na presenca de diferentes concentracdes de cloreto de cadmio. Neste resultados
observa-se que a adicdo de CdCl,, para ambos os valores de pH, ndo provoca um
deslocamento da banda de Soret. Ressalta-se, também, que n&o ocorreu
alargamento significativo das bandas Q, além do n&o surgimento da banda LMCT
decorrentes da adicdo de cadmio, fatos estes que podem sugerir que a HbAg néo se
oxidou na presenca de cadmio. As Unicas mudancas observadas nos espectros de
absorcéo o6tica da HbAg na presenca de diferentes concentracdes de cadmio foram
variacfes nas intensidades de absorcéo, tanto no pH 5,0 quanto pH 7,0, como pode
ser observado na Figura 21. Vale salientar que na presenca de cadmio nao ouve
formacdo da banda LMCT, diferente do que aconteceu com o cobre. A auséncia
desta banda € outro indicativo de que a HbAg nédo sofreu forte oxidacdo na presenca
de cadmio nas condi¢cdes em que o experimento foi conduzido. Dessa maneira, 0s

resultados obtidos por absorcdo otica da HbAg na presenca de diferentes
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concentracbes de cadmio levam a crer que o0 processo de oxidagdo da

hemoproteina n&o ocorreu .

Figura 21. Espectros de absorcdo o6ptica da HbAg na presenca de diferentes
concentracdes de CdCI2 em pH 7,0 (A) e pH 5,0 (D). Nos incertos (B) e (E) destaca-se
as bandas Q. Em (C) e (F) sdo mostrados os deslocamentos dos maximos da banda
de Soret para pH 7,0 e 5,0, respectivamente.
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Entretanto, Calisi e colaboradores (2011) observaram a presenca de Meta-
hemoglobina, apés analisar o sangue de minhocas que entraram em contanto com o
metal Cadmio. O experimento descrito por Calisi (2011) foi realizado separando-se
as minhocas em grupos e colocando-as em contato com solucfes de sulfato de
cobre, outras com cloreto de cadmio e outras com cloreto de mercurio em diferentes
concentracbes. Depois de 48 horas de contato com 0s metais, 0 sangue das
minhocas foi extraido e analisado. Essa diferenca nos resultados entre o citado e o
presente trabalho pode ser explicada pelo fato do experimento realizado pelos
autores ter sido feito in vivo. Assim, no estudo de Calisi (2011) o metal entrou em
contato com os animais como um todo, e, portanto, 0 sistema que compreende 0

mecanismo de interagéo entre a hemoglobina e o metal estava submetido a um meio
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muito mais complexo, enquanto que o presente experimento foi realizado in vitro,
com a proteina extraida e purificada.

Tendo em vista que a HbAg nédo sofreu alteracdes significativas na presenca
de cadmio, propbem-se duas hipdteses para tal fato. Hipotese i): Ligacdo de
Cisteina com o metal pesado Cadmio. Bachega e colaboradores (2013), em seu
trabalho com a HbGp (proteina ortdloga a HbAQ), utilizando técnicas de
cristalografia, descreve que a HbGp é rica em residuos de cisteina, 0s quais sao
responsaveis pelas ligacbes dissulfeto entre subunidades. De forma semelhante,
Kao et al (2006) citam que a hemoglobina extracelular de (HbLt) também possui
residuos de cisteina em sua estrutura, assim como Royer et al (2000) descrevem
que outras minhocas do género Lumbricus dispdem da mesma caracteristica. Arias
e Santos (2008) ressaltam a importancia que as cisteinas presentes nas
metalotioneinas (MT) exercem na resposta dos organismos contra metais pesados.
MT sdo proteinas ligantes de metais devido a abundéancia de cisteina em sua
estrutura (KAGI,1993), e sdo capazes de se ligar a metais como Zn(ll), Hg (Il), Cu (1)
e Cd (Il) tanto in vivo quanto in vitro através de pontes e terminais com enxofres nos
grupos sulfidrilas das cisteinas.

Desta forma, a HbAg pode ser rica nos compostos de cisteinas, e esta pode
interagir preferencialmente com o metal pesado caddmio ao invés de favorecer a
oxidacdo do grupo heme, explicando os resultados obtidos.

Hipétese ii) A segunda hipétese gira em torno da possibilidade do Cd** agir
como agente de reassociacdo da proteina, aumentando a estabilidade oligomérica
da HbAg. Sharma e colaboradores (1996) em seu trabalho com hemoglobina de
Lumbricus terrestris, verifica que cations bivalentes como Ca?*, Mg®* e Sr** podem
ajudar no processo de reassociacdo da hemoproteina. Tal fato é corroborado por
Bonafe e colaboradores (1990) que analisaram amostras de HbGp na presenca e na
auséncia de célcio, constatando uma reassociacdo parcial da hemoglobina na
presenca desse elemento. Tendo em vista que o cloreto de cadmio, apds a sua
dissociacdo, da origem a um cétion bivalente (Cd?"), este pode ocasionar uma maior
estabilidade e/ou reassociacado da estrutura da HbAg, de forma semelhante ao que
acontece com o calcio e magnésio. Porém, estudos relacionados a essa interagao
na HbAg ainda se faz necessério para confirmar esse processo.

No apéndice A encontram-se os dados de fluorescéncia, espalhamento de luz

e dicroismo circular da HbAg na presenca de diferentes concentracdes de cadmio
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(0-100 umol.LY) no pH 5,0 e 7,0. Nota-se que ndo ha alteracdo na estrutura
secundéria da proteina e nem mudancas no espalhamento de luz para nhenhum dos

valores de pH explorados.

4.3 Crescimento dos filmes no substrato

Os meétodos mais comuns para a preparacdo de filmes de polimeros
homogéneos sdo os métodos de casting (espalhamento), spin coating
(espalhamento rotativo) e automontagem layer-by-layer (camada por camada)
(DECHER et al., 1991). No presente trabalho foi utilizado o método de
automontagem layer-by-layer, alternando as camadas de polimero e hemoglobina.

Para o teste do crescimento das bicamadas no substrato (quartzo) foram
utilizados 3 polimeros distintos: Polietilenoimina (PEI), polialilamina hidroclorada
(PAH) e polivinil sulfato de sédio (PVS) e dois valores de pH diferentes: 5,0 e 7,0. Os
polimeros testados para a imobilizacdo foram o PEI e o PAH, ja o PVS foi o polimero
selecionado para as amostras branco. O crescimento dos filmes HbAg-biopolimero
nao foi eficiente com o polimero PAH, em nenhum dos valores de pH explorados, o
resultado encontra-se no apéndice B. J& o crescimento com o PElI em pH 5,0
(Apéndice C) também néo foi eficiente devido ao pl da proteina ser em torno de 6,0
+0,3. Nesse pH as cargas superficiais da proteina sédo positivas e desta forma nao
h& a interacdo com o biopolimero PEI que também possui carga superficial positiva.

Na Figura 22 podemos observar o crescimento das camadas de PEI/HbAg em
pH 7,0 monitorado por absorcédo 6tica. O espectro de absorcdo 6tica caracteristico
da hemoglobina descrito anteriormente esta bem definido e mostra que a proteina se
encontra em sua forma integra (banda de Soret centrada em 415 nm). O
crescimento da bicamada PEI/HbAg em pH 7,0 foi realizado com até vinte e uma
deposicbes e monitorada na regido do UV-Vis com varredura de 700 a 250 nm.
Desta forma, fica evidente que a HbAg adsorve a cada camada do PEI sendo este
adequado para a fabricacdo do filme fino PEI/HbAg em pH 7,0. Este teste foi
realizado a fim de verificar o biopolimero ideal para ser utilizado na imobilizacado da
hemoglobina. Os ensaios da interacdo do filme com cobre seguiram com 10
bicamadas PEI/HbAg pois € a quantidade de camadas em que o cobre ndo entra em

contato com a superficie do substrato.
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Figura 22. (A) Espectros UV-Vis dos filmes PEI/HbAg apds a deposicao de vinte e uma
camadas em pH 7,0 no substrato de quartzo. (B) Monitoramento da intensidade de
absorcdo em 415 nm de cada um dos filmes crescidos de PEI/HbAg com ajuste para
verificar sua linearidade.
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Para o teste branco o filme foi montado alternando camadas de PEI e PVS.
No apéndice D(A) estad apresentado os espectros de absorcdo Gtica referente ao
crescimento de PEI/PVS com 6 bicamadas. O PVS é um polimero aniénico que se
liga ao PEI (catibnico) também por ligacdes eletrostaticas. Neste experimento ele foi

utilizado para simular a interagdo da HbAg com o polimero.

4.4 Interagdes com cobre

Os filmes contendo 10 bicamadas de PEI/HbAg em pH 7,0 foram expostos a
concentracdes crescentes de sulfato de cobre (CuSO,), na faixa de 0 a 70 pmol.L™
do metal pesado. Na figura 23 podemos verificar a interacdo da proteina com o
metal devido a oxidacdo da HbAg. Nota-se que a oxidacdo é acentuada a partir de
20 umol.L™ de cobre, como podemos observar na Figura 23 (B) e que esta de
acordo com os dados de absorcdo oOtica em solugcdo, mostrados anteriormente. A
banda de Soret é deslocada para menores comprimentos de onda,a intensidade

méaxima de absorcdo decresce e ainda ha um alargamento da banda de Soret.



52

Observa-se ainda um ligeiro alargamento das bandas Q, sugerindo oxidacdo da
proteina (SANTIAGO et al., 2007).

Figura 23. (A) Espectros de absorcdo o6tica do filme crescido com PEI/HbAg em
contato com concentracdes crescentes de sulfato de cobre exploradas entre 0 e 70
pmol.L™* do metal. (B) Monitoramento do deslocamento da intensidade de absorcéo
Otica da banda de Soret e da absor¢cdo maxima em 415 nm.
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Foi realizado paralelamente um experimento do filme PEI/HbAg com apenas 1
bicamada e o resultado (Apéndice D) mostra que apenas uma bicamada ndo é
suficiente para a deteccao 6tica, desta forma, a interacdo com o metal pesado néo é
observada. Quando colocamos apenas uma bicamada no substrato, a cobertura

com o filme nao é totalmente uniforme, deixando lacunas e interferindo na deteccéo.

4.5 Crescimento e interagcdo com cobre dos filmes no eletrodo

ApOs as analises espectroscopicas dos filmes foi verificado que o cobre oxida
a HbAg imobilizada no quartzo e que, a partir de 20 pmol.L™, ha4 uma oxidacao
abrupta. Porém, para a fabricacdo de biossensores, deve ser observada a
sensibilidade da hemoglobina para o metal, verificando quais as concentracdes o

sensor pode detectar.
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Foi utilizada a técnica de voltametria ciclica para averiguar essa sensibilidade
da hemoproteina ao cobre. A voltametria ciclica € a técnica mais utilizada para
adquirir caracteristicas qualitativas/quantitativas e informacdes sobre reacdes
eletroquimicas, e em muitas vezes € o primeiro experimento realizado em um estudo
eletroanalitico. Ela oferece uma localizacdo rapida dos potenciais redox das
espécies eletroativas da amostra (Wang, 2006).

Sabendo disso, foram crescidas quatro bicamadas em um eletrodo impresso
de carbono (modelo DRP-110 da DropSens), como mostra a Figura 24. Deve-se
notar que a area do voltamograma aumenta a medida que as camadas vao se

sobrepondo, evidenciando assim o crescimento do filme.

Figura 24. (A) Voltametria ciclica dos filmes crescidos com camadas de PEI/HbAg com
a variacdo dos potenciais de -0,6 a 0,6 volts em tamp&o fosfato 20 mmolL™, pH 7,0. (B)
Ampliacdo da area do crescimento dos filmes. (C) Area normalizada dos
voltamogramas apresentados em Figura 23A.
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Apbs esta etapa, foi iniciada a interacao do filme imobilizado no sensor com
as concentragdes de cobre que vdo de 0 a 70 umol.L?, variando o nimero de
camadas a serem depositadas, afim de verificar qual seria a melhor condi¢ao para o
crescimento dos filmes e interagdo com o metal pesado.

A Figura 25 mostra a area normalizada |A - Ao| (A - Ao em mobdulo) de 6
sensores com diferentes bicamadas (trés sensores com filmes de PEI/HbAg e trés

sensores com filmes de PEI/PVS contendo 1, 5 e 10 bicamadas, figuras 25 A, B e C,
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respectivamente). Essa quantidade de camadas foi definida, pois, com menos de 10
camadas, percebemos que o sinal no voltamograma era do metal e ndo da interagao
do cobre-proteina. Isso pode ter ocorrido porque com menos camadas o filme fica
mais poroso e assim, o metal adsorve no sensor.

Figura 25. Area normalizada |A - Ao dos voltamogramas decorrentes da interacdo dos
filmes crescidos de PEI/HbAg e PEI/PVS com cobre em 3 diferentes bicamadas: 1,5 e
10 bicamadas (A, B e C, respectivamente).
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Na Figura 25 (C) pode ser observado que a inclinagdo dos pontos referentes
ao sensor de PEI/HbAg com 10 bicamadas é maior. Quando essa inclinagdo é maior
(coeficiente angular maior), hd uma maior sensibilidade para a deteccéo, desta
forma o sensor de 10 bicamadas de PEI/HbAg se mostrou mais sensivel ao cobre do
gue os outros testados. Os sensores com 1 e 5 bicamadas também apresentaram
adsorcao do metal, porém com menores mudancas na inclinagdo da curva. Note que
0S sensores na auséncia da hemoglobina (PEI/PVS) ndo apresentaram grandes
variacbes na area do voltamograma, indicando que o metal adsorve, neste caso,
especificamente com a hemoglobina.

Uma diferenca significativa de area foi observada até 20 ymol.L™ e apés esta
concentracdo de cobre o eletrodo € saturado. Este resultado corrobora com os
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resultados obtidos por absorcao 6tica da interacdo da HbAg em solu¢do com cobre,
mostrados na Figura 15, onde observa-se uma oxida¢do da hemoglobina apds 20
pmol.L ™.

Outro ensaio foi conduzido com o intuito de verificar se a diferenca de area
poderia aumentar com a adicdo de mais bicamadas. A Figura 26 mostra dois
sensores (PEI/HbAg com 10 e outro com 20 bicamadas), onde observa-se que com
10 bicamadas o coeficiente angular ainda € maior, portanto, mais sensivel ao cobre.
Essas mudancas estéo relacionadas a densidade eletronica das moléculas com o
metal, devido a aproximacao do metal com a proteina. Todavia, 0 comportamento do

sensor com 20 bicamadas é mais sistematico, e com melhor defini¢&o.

Figura 26. Area normalizada dos voltamogramas decorrentes da interacéo dos filmes
crescidos de PEI/HbAg com 10 e 20 bicamadas.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho evidencia, através dos espectros de absorcao 6tica, que
a interacdo da HbAg com o metal pesado cobre promoveu a oxidacdo da proteina.
Como os estudos foram realizados em valores de pH 7,0 e 5,0, acima e abaixo do pl
da HbAg. No pH 5,0 a proteina encontra-se carregada positivamente, por iSSo esta
nao interagiu fortemente com o metal pesado Cobre, quando comparada com a
HbAg pH 7,0 (cargas majoritarias negativas). A concentracdo de 30 umol.L™* de
cobre foi considerada uma concentracdo critica que promove a oxidacdo e
dissociacdo da HbAg. Através dos resultados de dicroismo circular, conseguimos
verificar que a hemoglobina em pH 5,0 se oxida mas n&do perde sua estrutura
secundaria, ja com o pH 7,0 ela perde parcialmente suas a-hélices.

A HbAg na presenca de Cadmio ndo apresentou mudancas significativas nos
espectros de absorcdo Otica, no espalhamento de luz, fluorescéncia e nem nos
espectros de dicroismo circular para nenhum dos valores de pH analisados e na
faixa de concentracdo de Cadmio estudada (0 — 100 umol L™). Os resultados podem
indicar que o cadmio atue impedindo a dissociacdo da hemoproteina ou
reassociando-a, ou ainda, que o Cadmio se liga inicialmente com os sitios de
Cisteinas. Porém, mais estudos observando a interacdo da hemoglobina com esse
metal devem ser realizados a fim de concretizar nossas hipéteses. Como € o caso
do DLS, SAXS e outras técnicas biofisicas.

A imobilizacdo da hemoproteina com PEI em pH 7,0 manteve as propriedades
fisicas da hemoglobina, que é um fator muito importante para a fabricacdo de um
biossensor. J4 a imobilizacdo em pH 5,0 ndo foi efetiva. O polimero PAH néo foi
eficiente para a imobilizacdo da HbAg em nenhum dos valores de pH analisados.

A interacdo com cobre no sensor avaliado por voltametria ciclica demonstrou
a sensibilidade do método, verificando a oxidacdo da hemoproteina em
concentracdes de cobre abaixo de 20 pmol.L™. Estes resultados sdo preliminares e
serdo melhores analisados nos ensaios posteriores, porém, é correto afirmar que a
HbAg é sensivel ao cobre em concentragbes muito baixas, e, mesmo imobilizada
num sensor com o auxilio do polimero PEI foi eficiente para detectar o cobre.

Esses dados indicam o uso da HbAg como biossensor para o metal pesado

cobre, demonstrando sensibilidade ao metal.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O objetivo do presente trabalho foi alcangado, mostrando que a hemoglobina
extracelular de Amynthas gracilis é sensivel ao cobre, até em baixas concentracées.
Desta forma, os estudos que serdo realizados no projeto de doutorado do aluno
Claudemir Oliveira Souza, dentre outros objetivos quantificardo a sensibilidade e a
seletividade do sensor investigado.

Desta forma, estudos complementares devem ser realizados com outros
metais a fim de verificar essa sensibilidade e seletividade, utilizando outras técnicas
como voltametria de onda quadrada, além das técnicas espectroscopicas e elétricas
mencionadas neste trabalho.

O estudo com a subunidade d desta hemoproteina como biossensor deve ser
explorado, pois esta subunidade apresenta menor Massa Molar e com mais
possibilidades de sintese para a producdo em grande escala. Além disso, o
mondmero d é a subunidade mais facil de separar da estrutura oligomérica da HbAg
e, por possuir grupo heme e apresentar uma certa estabilidade, pode mostrar
resultados similares com os apresentados neste trabalho. Desta forma, no projeto de
doutorado, vamos iniciar os estudos desta subunidade com metais e pesticidas,
além de estudos com a hemoglobina nativa visando a caracteriza¢do e a busca pelo
biossensor de poluentes ambientais.
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Figura Al. (A e B) Espectros de dicroismo circular da HbAg na presenca de cadmio (O-
100pmol.L™) nos valores de pH de 5,0 e 7,0, respectivamente. (C e D) Apresentam 0s
espectros de fluorescéncia para a HbAg em contato com o caddmio para os valores de
pH 5,0 e 7,0, respectivamente.
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APENDICE B

Figura A2. Crescimento dos filmes PAH/HbAg em pH 5,0 (A) e pH 7,0 (C)
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APENDICE C

Figura A3. Crescimento e interacéo PEI/HbAg pH 5,0 com dez camadas
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APENDICE D

Figura A4. PEI/PVS: (A) Crescimento de 6 bicamadas (B) interagdo com cobre de 1
bicamada e (C) interacdo com cobre de 10 bicamadas.
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