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Sumario: A agua é um recurso natural imprescindivel em todas as &reas da raca humana.
O aumento da populacdo humana e a intensificacdo das atividades industrial e agricola,
juntamente com a falta de saneamento tem gerado contaminagdo das reservas de agua,
principalmente por meio da eutrofizacdo desses aquiferos. No Brasil, um dos paises com
maior capacidade hidrica do planeta, os agentes contaminantes comumente encontrados em
aquiferos advém de residuos organicos caseiros e industriais tratados inadequadamente,
propiciando a floragdo de cianobactérias produtoras de microcistinas (MCs). As MCs sdo
heptapeptideos monociclicos com mais de 80 variantes estruturais. A Organizacdo Mundial
de Salde estabeleceu que concentracGes de MCs da variante LR (MC-LR) superiores a 1
pg/L inviabiliza a agua a ingestdo humana. Dentre os principais métodos atualmente
empregados para a deteccdo de MCs, destacam-se a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), a espectroscopia de massa (EM) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Estes além de se limitarem apenas a MC-LR, ainda s&o demorados e onerosos. O
nanoporo protéico da alfatoxina vem se destacando como elemento de reconhecimento
molecular no desenvolvimento de biossensores, espectrometros de massa e sequenciador
molecular. O mecanismo de funcionamento consiste na interacdo entre uma MC com o
nanoporo proteico individual. Esta interacdo gera flutuacGes discretas no fluxo iénico
através do nanoporo resultando em uma série temporal destas flutuacdes, que ¢é
caracteristica da molécula que entrou no nanoporo. O nanoporo proteico da alfatoxina
permite a discriminacdo de até trés variantes de microcistinas presentes simultaneamente
em solucdo. O tempo de residéncia das MC LR e YR no interior do nanoporo é bem menor
que o tempo da MC-RR. Essa diferenca pode estar relacionada ao perfil de carga negativa
da regido troncular do nanoporo, devido a presenca de residuos de acido aspartico.
Teoricamente sabe-se que o litio reage com os residuos de acido aspartico, reduzindo o
perfil de carga elétrica residual negativa da regido troncular do nanoporo. Neste contexto
analisamos como a blindagem dos residuos de &cido aspartico pode influenciar na
capacidade do nanoporo em discriminar MCs, visando aumentar sua sensibilidade para
deteccdo destas moléculas. Demonstramos que a alteragdo do perfil de carga negativa
residual influenciou no tempo de permanéncia de algumas microcistinas diminuindo sua
velocidade de translocacdo através do nanoporo e consequentemente possibilitando
melhorias na sua sensibilidade para estas cianotoxinas.
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INTRODUCAO
O aumento da populacdo humana e a intensificacdo das atividades industrial e agricola,
juntamente com a falta de saneamento tem gerado contaminagdo das reservas de agua,
principalmente por meio da eutrofizagdo desses aquiferos. No Brasil, um dos paises com
maior capacidade hidrica do planeta, os agentes contaminantes comumente encontrados em
aquiferos advém de residuos organicos caseiros e industriais tratados inadequadamente,
que propiciam, devido as condigdes climaticas, a floracdo de vérias espécies de
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cianobactérias produtoras de cianotoxinas, principalmente microcistinas (SANT ANNA et
al, 2008). As microcistinas (MCs) sdo heptapeptideos ciclicos produzidos por espécies de
cianobactérias do género Microcystis. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estabelece
que concentragdes de MCs superiores a 1 pg/L inviabiliza o uso d’4gua para a ingestdo
humana (WHO, 1997). O nanoporo protéico da alfatoxina vem se destacando pelo seu
potencial nanobiotecnoldgico, principalmente, como elemento de reconhecimento
molecular para o desenvolvimento de dispositivos sensores, espectrdometro de massa e
sequenciador molecular STANFORD et al., 2010). Recentemente demonstramos que o
nanoporoprotéico da alfatoxina € um promissor elemento de reconhecimento para a
deteccdo e quantificacdo de MCs em meios aquosos (RODRIGUES et al, 2013), uma vez
que € possivel diferenciar simultaneamente até trés variantes de microcistinas. Neste
contexto demonstramos que o tempo de residéncia das MCs LR e YR no interior do
nanoporo € aproximadamente 7 vezes menor, relativamente a MC-RR. Isso pode estar
diretamente relacionado ao fato de que o dominio da regido troncular do nanoporo é
negativamente carregado, devido a presenca de residuos de acido aspartico. Resultados
preliminares obtidos através de dindmica molecular demonstram que as MCs-LR e YR sdo
negativamente carregadas em meio aquoso de elevada forca i6nica (KCIl 4M) e em pH 7.5;
indicativo de que o menor tempo de residéncia das microcistinas LR e YR, deva-se a uma
forte repulsdo eletrostatica entre estas MCs e a regido troncular do nanoporo. Estudos
recentes demonstram que o litio reage com os residuos de acido aspartico, reduzindo o
perfil de carga elétrica residual negativa da regido troncular do nanoporo
(BHATTACHARYA et atl, 2011). Isto pode melhorar a capacidade de discriminacdo do
nanoporo, possibilitando entdo a diferenciacdo de um maior nimero de microcistinas.
Neste trabalho utilizamos a mesma abordagem objetivando esclarecer o mecanismo
molecular de interacdo MCs-nanoporo, através da utilizacdo da solucdo banhante de
cloreto de litio para alteracdo do perfil eletrostatico do nanoporo, visando encontrar as
condicdes adequadas que aumentem a sensibilidade do nanoporo para discriminar maior
namero de microcistinas em meio aquoso

MATERIAIS E METODOS
Todas as bicamadas lipidicas planas utilizadas neste trabalho foram confeccionadas de
acordo com a técnica de MONTAL & MUELLER, 1972. Esta técnica consiste
basicamente na formacdo de uma bicamada lipidica, por aposicdo de dois filmes
monomoleculares de lipideo, em um orificio (~50 um de diametro) de uma pelicula (~15
um de espessura) de Teflon (Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de uma
camara, também de Teflon, contendo solugbes aquosas. Os filmes monomoleculares de
lipidio foram obtidos a partir da deposicdo de 10 pl de uma solucdo de
diftanoilfosfatidilcolina (Avanti Polar Lipids) 1% (p/v) em hexano (Merck) sobre as
solucBes aquosas. Depois de 10 minutos, com a evaporacdo do hexano, ha a formacéo
espontanea dos filmes lipidicos na superficie da solucdo aquosa de cada compartimento. A
etapa de formacdo da membrana propriamente dita tem inicio com a injecdo de mais
solucéo sob o filme lipidico, elevando-se o nivel do liquido no compartimento do lado de
tras ou “trans”, até que o menisco atinja o orificio, depositando o primeiro filme.
Posteriormente aplica-se 0 mesmo procedimento para o compartimento frontal ou lado
“cis”, até ocorrer a deposi¢do do segundo filme. Todos os experimentos foramrealizados
sob as seguintes condigdes: temperatura ambiente de 24+1 °C. O protocolo experimental
para determinagdo da condutancia nas diversas solucdes consistiu em aplicar um potencial
transmembrana de 40 mV e acrescentar pequenas aliquotas de alfatoxina ao lado CIS e
registramos a incorporacdo de aproximadamente 300 canais. Determinamos o valor médio
de condutancia através de um ajuste Gaussiano do histograma de distribui¢do dos valores
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de conduténcia de varios canais i0nicos. Na realizagdo dos experimentos de deteccéo de
MCs pelo nanoporo banhado por solugbes de diferentes concentragdes de LiCl, o
procedimento consistiu em ap6s a construcdo da bicamada lipidica; adicionou-se uma
pequena aliquota de alfatoxina para a incorporac¢do de um Gnico nanoporo, posteriormente,
adicionou-se as MCs LR, YR e RR no lado TRANS.

RESULTADOS
Na figura 1 demonstramos o registro tipico da corrente ibnica através do nanoporo na
presenca de cloreto de litioem 2 e 3 M.
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Figura 1. Registro da corrente idnica através do nanoporo da alfatoxina na presenca de
cloreto de litio 2 e 3 M.

Na figura 2 demonstramos a condutancia do nanoporo na presenca de LiCl 1,2 e 3 M.
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Figura 2. Condutancia do nanoporo da alfatoxina nas solucgdes de LiCl 1,2 e 3 M.
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A Figura 3 mostra a diferenca no tempo caracteristico de residéncia da microcistina RR 1
MM, na presenca de KCI 4M e LiCl 4M
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Figura 3: Tempo de residéncia para a Microcistina RR, na presenca de KCI 4M e LiCl
4M. Os resultados representam a média de trés experimentos

DISCUSSAO
Nossos resultados relativos ao aumento do tempo de residéncia corroboram com os dados
de dindmica molecular (BHATTACHARYA, et al, 2011). Em relacdo aos dados de
condutancia do nanoporo indicam claramente que os ions de cloreto e litio estdo totalemnte
livres em solucdo mesmo em concentragfes mais elevadas, também corroborando os dados
de dinamica molecular presentes na Unica referéncia na literatura que trata da interacdo de
litio com o nanoporo da alfatoxina (BHATTACHARYA, et al, 2011). A solucdo de KCI é
considerada como um padrdo para analise da interacdo de analitos como o
nanoporo(RODRIGUES et al, 2011), neste, contexto, no caso da microcistina é
aconselhavel usar a solucdo de cloreto de litio, uma vez que esta diminui o tempo de

residéncia desta molécula no interior do nanoporo.

CONCLUSOES
O cloreto de litio diminui o tempo de permanéncia da microcistina RR no interior do
nanoporo formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus.

AGRADECIMENTOS
CNPq, UFPE

REFERENCIAS
BHATTACHARYA S., MUZARD J.,, PAYET L., MATHE J.,, BOCKELMANN U., AKSIMENTIEV A, AND
VIASNOFF V. Rectificationofthecurrent -hemolysinporedependsonthecationtype: thealkali series probedby molecular
dynamics simulationsandexperiments. J. PHYS. CHEM. C. 115,4255-4264. 2011.
RODRIGUES, C.G. TRANSPORTE DE MOLECULAS ORGANICAS ATRAVES DEPOROS NANOSCOPICOS
UNITARIOS. TESE DE DOUTORADO. UNIVERSIDADEFEDERAL DE PERNAMBUCO, RECIFE. 2006.
RODRIGUES, C.G.; MACHADO, D.C.; DA SILVA, AM.B.; SILVA JUNIOR, JJ.; KRASILNIKOV, O.V..
BIOPHYSICAL Hofmeistereffect in confinedspaces: halogenionsand single moleculedetection JOURNAL, V. 100, P.
2929-2935, 2011.
RODRIGUES, C. G.; CHEVTCHENKO, S. F.; KRASILNIKQV, O. V.; MACHADO, D .C.; PEREIRA,D.E.A.J.; DA
SILVAJJJ. Use of a proteinnanopore for thedetection, identification, quantificationand real-time
monitoringofmicrocystins in aqueous systems. PATENT W02013026123 Al. FEBUARY 28. 2013.
STANFORD, V.M.; KASIANOWICZ, J.J.; ROBERTSON, J.W.F.; RODRIGUES, C.G.; KRASILNIKOV, O.V. Single
moleculemassorsizespectrometry in solutionusing a solitarynanopore. US 2010/0122907 A1, 20 MAIO 2010. 20P



