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RESUMO

Na interface entre a Bioquimica e a Nanotecnologia surge a Bionanotecnologia, area
cientifica relacionada com o estudo das aplicagdes de biomoléculas em dispositivos de base
nanotecnoldgica, como por exemplo em biossensores para aplicacdo em diagndstico clinico.
Neste contexto, as interac¢des de proteinas com superficies nanoestruturadas e
nanoparticulas de metais nobres, que constituem o objecto de estudo da presente tese, sdo
especialmente importantes. De facto, do estudo da estrutura e funcdo de proteinas em
associacdo com tais nanoestruturas metalicas podem surgir pistas para a concepc¢ao racional
de bio-nanosensores.

A primeira parte deste trabalho consistiu no estudo espectroelectroquimico de
citocromos c¢3 do Tipo Il e do Tipo |, adsorvidos a monocamadas auto-montadas (SAM) de
acido mercaptoundecandico ou de neoglicoconjugado de maltose a superficie de eléctrodos
de prata, pela aplicacdo de Espectroscopia de Ressonadncia de Raman. A SAM de
neoglicoconjugado de maltose permitiu a determinacdo dos potenciais de reducdo dos
guatro hemos para as proteinas estudadas e demonstrou um melhor desempenho
espectroelectroquimico comparativamente com a SAM de dcido mercaptoundecandico para
ambos os citocromos cs.

Foi também estudada por Microscopia de Forca Atdmica (AFM), a imobilizacdo da
ferroquelatase recombinante de figado de rato em SAM de alcanotidis com grupos terminais
com diferentes funcionalidades, a superficie de ouro. O modo de adsorc¢ao da ferroquelatase
a superficie de ouro foi dependente do tipo de SAM, ajudando a definir superficies
promissoras para o desenvolvimento de biossensores com elevada especificidade.

Na segunda parte deste trabalho estudou-se a formag¢dao de bionanoconjugados
constituidos por citocromo ¢ de coragdo de cavalo (HCc) ou citocromo ¢ de levedura (YCc)
com nanoparticulas de ouro (AuNP) revestidas com citrato de sddio. A formacdo dos
bionanoconjugados foi comprovada pelo desvio para o vermelho da banda de ressonancia
plasmodnica superficial (SPR), aumento do valor de potencial zeta e detec¢do de aumento de
tamanho por AFM.

Os bionanoconjugados formados apresentaram diferentes propriedades de

superficie, que foram relacionadas com diferentes modos de ligacdo das proteinas as AuNP:



através de uma ligacdo covalente pelo residuo de cisteina 102 para YCc e através de
interaccgdOes electrostaticas para HCc.

Na perspectiva de melhorar a capacidade de adsor¢do da proteina a superficie das
nanoparticulas formaram-se bionanoconjugados com HCc e AuNP funcionalizadas com acido
mercaptoundecandico (MUA). O modo de ligagdo electrostatica parece ser mais eficaz entre
os MUA e a proteina, relativamente a superficie de citrato, demonstrando que a
funcionalizagdo é uma estratégia eficaz para a obtengao de bionanoconjugados mais
estaveis e robustos.

Estudou-se ainda as alteragdes conformacionais das proteinas nos
bionanoconjugados por Espectroscopia de UV-visivel, que revelou padrdes de protonacao de
superficie através dos diferentes valores para o pH de agregacdo; e Espectroscopia de
Dicroismo Circular (CD) que demonstrou que o pH do meio determina a conformacdo da
proteina no bionanoconjugado.

A investigagao das interacgdes entre proteinas e nanoparticulas metalicas permite
racionalizar a formacdo de bionanoconjugados com novas propriedades de superficie e

potenciais aplicacdes em bioensaios e biossensores.

Palavras-chave: proteinas, superficies nanoestruturadas, monocamadas auto-

montadas, nanoparticulas de ouro, citocromos do tipo ¢, Bionanotecnologia.
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ABSTRACT

In  the interface between Biochemistry and Nanotechnology emerges
Bionanotechnology, a scientific area concerned with the study of the applications of
biomolecules in nanotechnological based devices, such as in biosensors for medical
diagnostics. In this context, the interactions of proteins with noble metal nanostructured
surfaces and nanoparticles, are specially important and are the theme of the present thesis.
In fact, the study of the structure and function of proteins in association with such metallic
nanostructures can direct the rational design of bio-nanosensors.

The first part of this work consists of a spectroelectrochemistry study of Type Il and
Type | cytochromes c3, adsorbed on a self-assembled monolayer (SAM) of mercapto-
undecanoic acid or maltose neoglycoconjugate at the surface of silver electrodes, by
Resonance Raman Spectroscopy. The maltose neoglicoconjugate SAM allowed the
determination of the four hemes’ redox potentials for both proteins and demonstrated
enhanced spectroelectrochemical performance for both cytochromes cs, in comparison with
the mercapto-undecanoic acid SAM.

The immobilization of recombinant mouse liver ferrochelatase on SAMs of
alkanethiols was studied by Atomic Force Microscopy (AFM). The SAMs presented terminals
groups with different functionalities and were attached to a gold surface. The adsorption
mode of the ferrochelatase to the gold surface depended on the type of SAM, helping to
define promising surfaces for the development of biosensors with high specificity.

In the second part of this work the formation of bionanoconjugates created by
cytochrome ¢ from horse heart (HCc) or yeast (YCc) and sodium citrate-stabilized gold
nanoparticles (AuNP) was studied. The formation of the bionanoconjugates was proven by
red-shift of the surface plasmon resonance band (SPR), increase of the zeta potential and
size increase detected by AFM.

Both bionanoconjugates formed presented different surface properties that can be
related with the distinct binding mode of the proteins to the AuNP: via a covalent bond
formed by cystein 102 residue for YCc and via electrostatic interaction for HCc.

With the aim of improving the capacity of adsorption of the protein to the AuNP
surface, bionanoconjugates were formed by conjugating HCc and mercapto-undecanoic acid

(MUA) functionalized gold nanoparticles. The electrostatic binding seems to be more

vii



efficient between the MUA and the protein, relatively to the citrate surface, demonstrating
that functionalization is an effective strategy for obtaining more stable and robust
bionanoconjugates.

Protein conformational changes in the bionanoconjugates were also studied by UV-
visible Spectroscopy. These studies revealed distinct patterns of surface protonation as
evaluated by the different pH of the aggregation. Circular Dichroism (CD) Spectroscopy
demonstrated that the pH of the environment determines protein conformation in the
bionanoconjugate.

The investigation of the interactions between proteins and metallic nanoparticles
establishes the bases for the formation of bionanoconjugates with novel surface properties

and potential applications in bioassays and biosensors.

Keywords: proteins, nanostructured surfaces, self-assembled monolayers, gold

nanoparticles, type ¢ cytochromes, Bionanotechnology.
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Capitulo 1. Introdugdo Geral

1.1 Introdugao

A Nano-Ciéncia aplicada a concepcdo, desenvolvimento, caracterizacdo, producdo e
aplicacdo de novas estruturas a escala atémica e molecular (de 1 a 100 nm) designa-se por
Nanotecnologia. Envolve materiais e sistemas manipulados a nano-escala com o objectivo de
se formarem novos nanomateriais com caracteristicas funcionais diferentes do material a
macroescala. Os nanomateriais como sejam nanoparticulas metalicas, sdo de extrema
importancia no campo da Nanotecnologia devido as suas propriedades fisicas e quimicas,
com vantagem na interaccdo com biomoléculas que faz prever iniUmeras aplicacbes a nivel
biotecnoldgico [1].

O avanc¢o da Nanotecnologia é particularmente relevante na medicina, ao nivel do
diagnéstico rapido e simples de doencas, como sejam a deteccdo de micobactérias
responsaveis pela tuberculose [2], repara¢do de tecidos e melhoria na biocompatibilidade de
implantes [3]. Na indUstria téxtil existem varias aplicacdes de nanotecnologia em nanotéxteis
a prova de agua e de manchas, o uso de téxteis para o desenvolvimento de uniformes
militares [4] e tecidos com propriedades anti-bacterianas [5]. Na indUstria alimentar salienta-
se 0 uso de lipossomas para proteccdo de alimentos contra contamina¢cdes microbianas,
elaboragdao de alimentos com novos sabores, nutrientes e texturas [6]. Encontram-se ainda
aplicacoes relevantes da Nanotecnologia na producdo de cosméticos e protectores solares
[71, a nivel ambiental (nanofiltracdo de aguas [8]) e em catalise quimica (uso de
nanoparticulas metalicas para catalise [9]).

As Nanociéncias sdo por definicdo multidisciplinares, envolvendo contribuicdes da
Quimica, da Biologia, da Fisica, das Ciéncias de Materiais, da Medicina, da Engenharia e da
Informatica. Na interface entre a Bioquimica e a Nanotecnologia surge a Bionanotecnologia,

area onde se inclui o trabalho de investigacdo desenvolvido na presente tese.

A presente tese reflecte estudos de interac¢Ges de proteinas com superficies
nanoestruturadas e nanoparticulas de metais nobres.

A interaccdo de proteinas com superficies nanoestruturadas de prata e ouro é
estudada na parte | (Capitulos 2 e 3) na qual se utiliza a espectroscopia de ressonancia de

Raman para estudar a interaccao de proteinas contendo cofactores hémicos (citocromos c3)

d
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com superficies nanoestruturadas de prata, e a microscopia de forga atémica para estudar a
interaccdo de uma enzima (ferroquelatase) com superficies nanoestruturadas de ouro.

Na parte Il (Capitulos 4, 5 e 6), é estudada a interac¢do do citocromo ¢ com
nanoparticulas de ouro formando bionanoconjugados. A perspectiva unificadora subjacente
a estes estudos estd relacionada com uma abordagem racional no desenvolvimento de
biossensores, em que a proteina tem o papel catalitico e de interac¢do com o analito e o
metal nanoestruturado constitui uma superficie privilegiada para adsor¢do da proteina e

transducao de sinal.

1.1.1 Interaccdo de proteinas com superficies nanoestruturadas

Os estudos de interacgdo proteina-superficie tém sido efectuados ao nivel da
adsorcdo de moléculas de proteinas em superficies de metal ou em monocamadas auto-
montadas (SAM) a superficie do eléctrodo, para estudo de processos de transferéncia
electrénica em proteinas e controlo das propriedades de superficie a nivel quimico, bioldgico
e estrutural.

As superficies metdlicas isoladas tendem a adsorver materiais organicos que podem
alterar as propriedades interfaciais e ter uma influéncia significativa na estabilidade das
nanoestruturas de metal [10], o que é evitado aquando da formacdo de uma SAM. Estas sdo
amplamente usadas em nanotecnologia, pois proporcionam uma plataforma organica bem
definida, com funcionalidades quimicas controlaveis e especificas para a ligacdo de
biomoléculas [11, 12]. As SAM (figura 1.1) sdo constituidas por uma camada organizada de
moléculas com uma espessura tipica de 1 a 3 nm, possuem numa extremidade o “grupo de
cabeca”, normalmente constituido por tidis, com afinidade especifica para o substrato de
metal nobre e na outra extremidade o grupo funcional terminal, com vdrias funcionalidades

(catidnica, anidnica, neutra), a qual a proteina ou a enzima se liga.
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Grupo funcional terminal I=> R R R R R

Grupo de “cabega” —)

Substrato de metal

Figura 1.1 Representagdo esquematica da estrutura de uma monocamada auto-montada (SAM).

A superficie em que a SAM se forma é denominada de substrato, sendo este uma
superficie plana, como uma superficie de metal nobre (ouro, prata, paladio, platina, etc) ou
uma nanoestrutura (como nanoparticulas, nanofios, etc) [10].

O sucesso da imobilizacdo de proteinas na superficie das SAM depende
principalmente de trés factores:

1. Impedir a adsor¢do nao especifica das proteinas ou biomoléculas a superficie (s6
interacgdes entre moléculas e ligandos de interesse sdo permitidas);

2. Permitir a modificacdo da composicdo e densidade dos ligandos imobilizados ou
biomoléculas (proteinas, antigénios, acucares);

3. Ligandos de interesse deverdo ser apresentados numa maneira estruturalmente
bem definida de modo a minimizar a influéncia na superficie.

As SAM servem parcialmente de “barreira” impedindo que as proteinas ou outros
ligandos estejam em contacto directo com o metal, o que poderia conduzir a altera¢es na
sua conformac¢do ou mesmo a desnaturacao das proteinas.

O sucesso da SAM na superficie de metais nobres é devida a diversos factores, tais
como a facilidade no método de preparacdo da SAM, a estabilidade, reprodutibilidade e
confianca das superficies formadas, assim como a possibilidade de aplicacdo de uma
variedade de técnicas para a sua caracterizacao.

Podem ancorar-se diferentes grupos funcionais terminais, que ao interagirem com

biomoléculas (proteinas, enzimas, anticorpos, ADN) ddo origem a um biossensor. Todas
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estas propriedades permitem que as SAM sejam aplicadas em areas como a biologia,

bioquimica e electroquimica [10, 12].

1.1.2  Interaccdo de proteinas com nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNP) s3o especialmente Uteis devido as suas
propriedades Unicas a nivel éptico, electronico, magnético e catalitico, pela possibilidade de
controlo de tamanho, elevadas areas superficiais disponiveis e facil funcionalizacdo. Esta
funcionalizacdo aumenta a especificidade para a ligacdo de proteinas, permitindo a
formacao de bionanoconjugados [13] com diferentes propriedades e funcionalidades e que
podem encontrar aplicagdes em biossensores. Para a preparacdo de biossensores é essencial
imobilizar receptores (proteinas, anticorpos, enzimas ou catalizadores biomiméticos) a
superficie de substratos solidos de modo a detectar moléculas alvo especificas sem
necessidade de marcacdo prévia.

Das aplicagdes de AuNP em ensaios bioldgicos, destaca-se o estudo efectuado por
Rotello e colaboradores no desenvolvimento de monocamadas mistas com funcgdes
anidnicas que protegem as nanoparticulas para reconhecimento da superficie e inibicdo da
actividade da a-quimiotripsina [13]. As AUNP encontram também aplicacdo ao nivel da nano-
medicina, nomeadamente no desenvolvimento de métodos de diagndstico clinico, como a
deteccdo especifica de sequéncias de ADN e ARN, mutag¢des e polimorfismos [14, 15], € uso
de AuNP como biossensores para deteccdo de células cancerigenas [16].

A deteccdo das altera¢des conformacionais de uma proteina pode ser efectuada por
um sensor baseado na alteracdo de cor provocada por agregacao de AuNP [17, 18]. As AuNP
foram usadas como sensores de bioreconhecimento e amplificagdo na detecgdao de
proteinas, como exemplo destaca-se a deteccdo Optica de complexos de trombina em
solugdao e a superficie por AuNP funcionalizadas [17]. As propriedades &pticas Unicas das
AuNP foram aplicadas ao desenvolvimento de biossensores que permitem a detec¢do a olho
nu de imunoglobulina G [19]. As interaccdes de AuNP com enzimas foram usadas como
sensores em sistemas bioelectrénicos, como exemplo o sistema bioelectrocatalitico com
elevada eficiéncia de contacto eléctrico entre a glucose oxidase em AuNP funcionalizada e o

eléctrodo de suporte [17, 19].
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As AuNP funcionalizadas com biomoléculas também foram usadas para a
construcdo de sensores de onda evanescente de fibra dptica, que tém a capacidade de
proporcionar selectividade para as moléculas de substrato [19].

Outros exemplos de biossensores baseados noutro tipo de nanoparticulas sdo a
utilizacdo de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com antigénios ou anticorpos como
sensores imunoldgicos [19] e o uso de nanoparticulas de polimeros fluorescentes para
deteccdo e identificacdo de proteinas com aplicacdo em diagndsticos biomédicos [20].

Os biossensores tém sido extensivamente aplicados e desenvolvidos em
nanotecnologia, exibindo <cada vez mais maior funcionalidade, sensibilidade,

reprodutibilidade e estabilidade.

1.1.3  Citocromos do tipo ¢

Os citocromos sao proteinas que contém como co-factor um anel porfirinico ligado
a um atomo de ferro central, designado por grupo hemo (figura 1.2), que tem um papel
essencial em reacc¢des de transferéncia electrénica. O estado de oxidacdo do ferro varia
entre o estado reduzido (Fe*) e o estado oxidado (Fe**), ocorrendo assim a transferéncia de
um electrdao. O 4tomo de ferro forma um complexo hexacoordenado com quatro ligagdes no
plano equatorial aos atomos de azoto do anel porfirinico sendo as posicdes de coordenacdo
axiais asseguradas por residuos laterais de aminoacidos da cadeia polipeptidica, geralmente

histidina ou metionina.

Figura 1.2 Estrutura do citocromo ¢ com evidéncia do grupo hemo. Cédigo de acesso PBD: 1 HRC.
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Os citocromos distinguem-se pelo tipo de hemo, natureza da cadeia polipeptidica e
caracteristicas espectrais. Apresentam uma banda intensa de absor¢dao no espectro de UV-
visivel devido a presenga do grupo hemo, denominada banda de Soret e detectada a cerca
de 410 nm, assim como uma familia de bandas menos intensas na regidgo 550-600 nm
denominadas bandas Q [21].

Das trés classes distintas de citocromos (g, b e c¢) foram estudados os citocromos do
tipo c.

O citocromo ¢ é um componente essencial da cadeia respiratéria mitocondrial,
actuando como transportador electrénico entre o citocromo ¢ reductase e o citocromo ¢
oxidase, o que permite que seja usado como proteina modelo para estudos de transferéncia
electrdnica [22, 23]. A sua estrutura tridimensional foi determinada por cristalografia de raios-
X (figura 1.2), revelando a presenga de uma regido rica em lisinas com carga positiva a
valores de pH fisioldgico [24]. A proteina pode ser facilmente obtida na sua forma pura e
mantém-se estavel em solucdo, sendo resistente a desnaturacdo e a alteracdes da sua
estrutura tridimensional nativa em condi¢cOes adversas de pH, temperatura e forga idnica
[25].

Em termos de cofactor, os citocromos do tipo ¢ possuem um grupo hemo ligado
covalentemente a cadeia polipeptidica pela ligacdo tioéter com dois residuos de cisteina da
sequéncia de aminoacidos [26], em oposicdo aos hemos do tipo b caracteristicos da
mioglobina e hemoglobina, em que o hemo ndo estd ligado covalentemente a cadeia
polipeptidica.

O grupo hemo do citocromo ¢ apresenta no seu estado nativo coordenacgdo axial
com histidina (His) 18 e metionina (Met) 80. Na forma alcalina obtida a pH superior a 8 o
ligando axial de Met desliga-se do ferro e é substituido por um residuo de lisina (Lys72 ou 73
ou 79) [23, 27]. Na forma 4acida presente abaixo de pH 4 ocorre uma alteracdo no ferro do
hemo do estado de spin baixo para spin alto em que uma molécula de dgua substitui a Met

80, que se desliga do ferro [28].
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1.1.4  Tipos de interacgdo entre proteinas e superficies metalicas

A interaccdo entre as proteinas e as superficies nanoestruturadas e nanoparticulas
de metais nobres pode ocorrer por ligacdes ndo covalentes (electrostaticas, ligacbes por
pontes de hidrogénio ou por forcas do tipo Van der Waals) que ndo causam, em principio,
alteracgdes significativas na conformacdo da proteina. A ligacdo pode também ser do tipo
covalente, que pode conduzir a altera¢des na conformacao e funcionalidade da proteina.

As ligacGes covalentes entre proteinas e ouro metalico, ocorrem principalmente
pela ligacdo entre residuos de aminoacidos com grupos tiol (por exemplo, o residuo de
cisteina) e o ouro, dada a elevada afinidade entre o enxofre e o ouro. Qutra estratégia de
imobilizacdo de proteinas que tem sido aplicada principalmente a ligacdo de anticorpos a
superficies metdlicas, consiste na formagao de ligagdes covalentes entre SAM apresentando
funcionalidades reactivas e as proteinas em causa. Constitui um exemplo deste tipo de
abordagem o acoplamento quimico com EDC/NHS de grupos amina da superficie da proteina

a uma SAM apresentando grupos de acido carboxilico.

1.1.5 Efeitos na conformacao da proteina

As alteracdes na conformacdo da proteina podem ocorrer ao nivel da sua estrutura
secunddria. A estrutura secundaria contribui para a estabilizagao da conformacgao global da
proteina. Tem como elementos predominantes a hélice a e a folha B e elementos mais
simples, volta B (“B turn”) e espiral aleatéria (“random coil”).

A hélice a é composta por uma cadeia polipeptidica com uma forma em hélice
estabilizada por pontes de hidrogénio. Com excep¢do do grupo amina do primeiro residuo e
do grupo carboxilo do ultimo residuo, todos os grupos amina e carboxilo da cadeia principal
da hélice o formam pontes de hidrogénio. E uma estrutura compacta, com um enrolamento
para a direita, em que os residuos de aminodcidos podem formar faces hidrofilicas e faces
hidrofdbicas.

A conformagao B é constituida por cadeias B numa topologia em folha, com a
denominacdo de folhas B. Formada por sequéncias polipeptidicas, distingue-se da hélice a,

uma vez que é constituida por duas ou mais cadeias B unidas por pontes de hidrogénio e
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com uma estrutura estendida. Podem designar-se folhas B paralelas, quando duas cadeias
seguem no mesmo sentido N-terminal-C-terminal e folhas B antiparalelas quando seguem
em sentidos opostos, ou folhas B mistas quando contém grupos de cadeias B paralelas e
antiparalelas [21].

Por ultimo, as voltas B ligam duas folhas B com quatro residuos de aminodcidos; e a

espiral aleatdria define zonas desordenadas da estrutura secundaria [21].

Para a caracterizacdo das interaccbes de proteinas com superficies
nanoestruturadas e nanoparticulas de metais nobres, utilizaram-se no presente estudo
técnicas espectroscépicas, microscopicas e de dispersdo de luz, cujos principios se

apresentam sucintamente em seguida.

1.2 Técnicas para a Caracterizacdo da Interaccdo de Proteinas com

Superficies Nanoestruturadas e Nanoparticulas de Metais Nobres

1.2.1 Medidas de Espectroscopia

1.2.1.1 Espectroscopia de Ressonancia de Raman (RR) e Espectroscopia de Ressonancia de

Raman Aumentada pela Superficie (SERRS)

As espectroscopias de infravermelho (IR) e de Raman pertencem ao grupo das
espectroscopias vibracionais, baseando-se em transicdes entre estados energéticos
vibracionais da molécula induzidas pela radiacdo electromagnética incidente. Quando as
transicOes para estados excitados vibracionais sdo alcancadas pela absorc¢do directa da luz na
regido do infravermelho, denomina-se por espectroscopia de IR. Na espectroscopia de IR, o
fotdo absorvido promove o electrdo a um estado vibracional superior e o electrdo decai por
um processo nao radiativo para um nivel vibracional inferior.

Quando se aplica ao sistema radiacdo com uma energia superior a de IR, pode

ocorrer dispersdo. O fotdo interage com a matéria e seguidamente deixa de interagir, com

10
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um decaimento radiativo com a mesma energia (dispersdo eldstica ou de Rayleigh); ou com
menor energia (dispersado ineldstica ou de Raman). A espectroscopia de IR permite detectar
somente transicdes que causam alteracdes no dipolo da molécula, enquanto a
espectroscopia de Raman detecta somente transicbes que causam alteracbes de
polarizabilidade na molécula [29, 30], sendo assim duas técnicas complementares de
espectroscopia vibracional.

Na espectroscopia de Raman, se a energia da radiacao electromagnética incidente
sobre a amostra for muito mais elevada, pode ocorrer uma transicao electrénica sendo o
sinal de Raman intensificado até 6 ordens de grandeza, denominado Ressonancia de Raman

[29-31], como representado na figura 1.3.

ry Estado electrénico
Ressonancia de Raman excitado
Raman
(dispersdo inelastica)
..................................... Y B I
Rayleigh
(dispersao elastica)
V' r 1 E z Estado electrénico
IE:> I R E fundamental
V " Y Niveis vibracionais em IR

Figura 1.3 TransicOes electrdnicas observadas nas espectroscopias de infravermelho (IR) e de Raman

(adaptado da referéncia [30]).

Assim, a espectroscopia de ressonancia de Raman (RR) é uma técnica associada a
espectroscopia de Raman tradicional, mas muito mais sensivel que esta, permitindo a
analise de amostras bioldgicas muito diluidas.

A espectroscopia de RR é especialmente Util para a andlise selectiva de vibracdes
associadas a cromoéforos especificos como por exemplo vibracdes provenientes de hemos

em citocromos, sendo que a analise das frequéncias vibracionais do cromdéforo em

11
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ressonancia confere informagao da geometria de coordenagdao do metal e ambiente do
ligando [31].

A espectroscopia de ressonancia de Raman aumentada pela superficie (SERRS) é
uma técnica espectroscopica ainda mais sensivel e selectiva do que a espectroscopia de RR.
Permite detectar moléculas unicas, estudar analitos em superficies de metal rugoso
(usualmente prata, ouro ou cobre), ou imobilizados em SAM a superficie do metal, uma vez
gue as superficies metalicas rugosas intensificam o sinal de Raman de moléculas adsorvidas
por um factor de cerca de 10° vezes [31], permitindo portanto a utilizacdo de amostras com
uma concentracao 10° vezes menor.

Acoplada com métodos electroquimicos a SERRS permite a realizagao de estudos de
transferéncia electronica e fornece informacdo sobre os processos de transferéncia
electrénica de proteinas imobilizadas em eléctrodos metalicos, ou imobilizadas em SAM de

alcanotidis a superficie desses eléctrodos, tal como analisado no presente estudo.

1.2.1.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de CD permite analisar a estrutura secunddria e tercidria de
proteinas, as alteracGes estruturais nela ocorrentes, a estabilidade dos fragmentos da
proteina, assim como a integridade e enrolamento da mesma [32]. Esta técnica baseia-se na
determinagdo da diferenga na absorvancia da luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita, em funcdo do comprimento de onda [33].

A regido do ultravioleta (UV) longinquo de 190 a 260 nm corresponde a absorg¢do
das ligacdes amida da cadeia peptidica da proteina, sendo o espectro de CD analisado em
termos de estrutura secundaria. Cada conformagdo das proteinas/péptidos (hélice a, folha
B, volta B e espiral aleatéria) apresenta um espectro tipico de CD, como se pode observar na
figura 1.4.

O espectro de CD na regido de UV préximo (260 a 320 nm) reflecte as cadeias de
aminodacidos aromaticos e proporciona informacdo sobre a estrutura tercidria da proteina

(33].

12
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Figura 1.4 Espectros de CD caracteristicos de diferentes conformacbes da cadeia polipeptidica
(a) hélice a; (b) folha B; (c) volta B (“B turn”) e (d) espiral aleatdria (“random coil”) (adaptado da

referéncia [33]).

Os dados espectroscopicos de CD podem ser analisados a partir do servidor
DICHROWEB, com o auxilio de algoritmos de determinacdo de estrutura secundaria como
CDSSTR, CONTINLL, SELCON3, VARSLC e K2d [34], que permitem o calculo do conteldo de
estrutura secundaria e uma analise gréfica, comparando os dados experimentais com
espectros de proteinas previamente conhecidos [35].

Pela técnica espectroscépica de CD foi analisado neste trabalho a estrutura
secunddria das proteinas ao nivel do seu contelddo nas conformagdes em hélice a, folha B e

espiral aleatoria (“random coil”).

13
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1.2.2  Medidas de Microscopia

1.2.2.1 Microscopia Electrénica de Transmissdao (TEM)

A microscopia electrénica de transmissdo (TEM) permite visualizar a estrutura de
materiais de origem bioldgica e ndo biolégica, embora nao seja a mais adequada para a
visualizacdo dos primeiros materiais, dado que ndo define zonas de baixa densidade
electronica, tal como matéria organica, sem o auxilio de técnicas de marcagao, por exemplo,
com ouro coloidal ou sais de uranio. A técnica permite examinar detalhes finos de estrutura
interna, como os planos atémicos individuais (no caso de TEM de alta resolucdo) e observar
a microestrutura e a morfologia com resolucdo, ao nivel de nandmetros, de diversos
materiais como metais, ceramica, polimeros, entre outros [36].

Na TEM um feixe de electrdes incide numa amostra de fina espessura, interage com
ela e é transmitido através da amostra, com uma distribuicdo de intensidade e direccdo
controlada pelas leis de difraccdo impostas pelo arranjo cristalino dos &tomos na amostra. A
interaccdo dos electrGes transmitidos através da amostra é transformada numa imagem de
TEM, que pode ser posteriormente analisada [36].

Na presente tese esta técnica microscépica foi usada de forma complementar para
a determinagao do diametro médio de AuNP e bionanoconjugados Cyt c-AuNP. Pela elevada
densidade electrénica do ouro esta técnica é particularmente relevante para a visualizacao

de nanoparticulas deste metal.

1.2.2.2 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

A microscopia de for¢a atdmica (AFM) é uma técnica de microscopia de varrimento
de sonda (SPM) que permite estudar com elevada resolugdo (ao nivel de nandmetros)
estruturas macromoleculares em condigdes fisioldgicas, distribuicdo de atomos e moléculas
a superficie, permite analisar a topografia da superficie em imagens reais a trés dimensoes,
assim como analisar biomoléculas ligadas a superficie através de, por exemplo, SAM

contendo diferentes grupos terminais.
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A AFM tem sido extensivamente aplicada em estudos nas areas de ciéncias da vida,
ciéncias de materiais, nanotecnologia, electroquimica, no que respeita a analise de
proteinas, enzimas, ADN, ARN, polimeros, metais, nanoparticulas, entre outros [37].

Em AFM ocorre a interaccao da superficie com uma ponta agucada normalmente de
silicio montada em bracos (“cantilevers”) rectangulares, que funciona como uma mola
sensivel a pequenas varia¢des de forga. A interaccdo em fungdo da distancia entre a ponta e
a amostra determina o modo de funcionamento deste tipo de microscopia, podendo ser
considerados trés modos distintos: modo de contacto, ndo-contacto e modo intermitente
(“tapping”).

Para a andlise de materiais maleaveis e facilmente deformaveis pela ponta, como
materiais bioldgicos e polimeros, o modo intermitente é o frequentemente usado. A ponta
oscila a uma elevada frequéncia (aproximadamente 300 KHz) com grande amplitude e
contacta com a superficie apds um ciclo de oscilagdo [38-40].

Nesta tese a AFM foi a técnica escolhida para o estudo da imobilizagdo de uma
enzima em SAM a superficie de ouro e para comprovar a formac¢dao de bionanoconjugados

Cyt c-AuNP.

1.2.3  Medidas de Dispersao de Luz

As medidas de dispersao de luz utilizadas no presente trabalho de investigacdao
englobaram as medidas de dispersao de luz dindmica (DLS) e as medidas de potencial zeta

(C-potencial).

1.2.3.1 Medidas de Dispersdo de Luz Dinamica (DLS)

A dispersdo de luz dindmica (DLS) é uma técnica de dispersdo de luz adequada para
a determinacdo do didametro hidrodinamico de particulas com dimensGes na ordem dos
nanometros, podendo mesmo determinar tamanhos inferiores a 1 nm, dependendo do
equipamento. Esta técnica pode ser aplicada a determinagado de tamanhos ou distribuicdo de
tamanhos de proteinas, nanoparticulas, polimeros, micelas, hidratos de carbono, emulsdes,

entre outros.
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As particulas possuem movimento aleatdrio, designado por movimento Browniano.
Ao serem iluminadas com um laser, a intensidade de luz dispersa é dependente do tamanho
das particulas, as mais pequenas movem-se mais rapidamente e as maiores movem-se mais
lentamente. A DLS mede a intensidade de flutuacdo do movimento Browniano das particulas
e relaciona-o com o tamanho das mesmas, através da equacdo de Stokes-Einstein (equacao

1), sendo determinado o seu diametro hidrodinamico, d (H).

kT

d (H) = 3nnD

€y

d (H) descreve o diametro hidrodinamico, D o coeficiente de difusdo translacional, k a constante de

Boltzman, T a temperatura absoluta e n a viscosidade.

O d (H) obtido é o diametro da esfera que possui o mesmo coeficiente de difusdo
translacional que o da particula. O coeficiente de difusdo translacional estd dependente do
tamanho do nucleo da particula, da estrutura da superficie, concentracao e tipo de ides do
meio, o que afecta a velocidade de difusdo das particulas [41, 42].

Neste estudo a DLS foi usada para a determinacdo do didmetro hidrodinamico dos
bionanoconjugados Cyt c-AuNP e avaliacdo da cobertura de superficie das AuNP pela

proteina.

1.2.3.2 Medidas de Potencial Zeta ({-potencial)

O potencial zeta é o potencial electrostatico gerado pela acumulagdo de ides na
superficie da particula. E aplicado na determinac3o da carga de superficie de particulas como
nanoparticulas, proteinas, lipossomas, entre outros.

A superficie da particula estd organizada numa dupla camada eléctrica, composta
pela regido interna ou camada de Stern (em que os iGes estdo fortemente ligados a
superficie) e a regido externa ou camada difusa (em que os ides estdo ligados a superficie de

um modo mais fraco). Dentro da camada difusa existe uma fronteira em que os ides e as
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particulas formam uma entidade estavel, denominada de plano deslizante e o potencial

existente nesta fronteira é designado de potencial zeta, como ilustra a figura 1.5.

Dupla camada eléctrica

Plano deslizante

Particula carregada
negativamente

o 50

Camada de Stern :

=100

mV

Distancia a partir da
superficie da particula

Figura 1.5 Representac¢do esquematica do potencial zeta (adaptado da referéncia [42]).

Quando o campo eléctrico interage com as particulas carregadas, estas sdo atraidas
para o eléctrodo de carga oposta. A velocidade da particula mediante o campo eléctrico
refere-se a mobilidade electroforética. O {-potencial estd relacionado com a mobilidade

electroforética pela equacdo de Henry (equacdo 2).

_2¢&(

UE—?

f(kR) (2)

U: é a mobilidade electroforética, € e n sdo a constante dieléctrica e a viscosidade do solvente,

respectivamente, { é o potencial zeta e f(kR) a fungdo de Henry.

Dois valores sdo normalmente usados como aproximacGes para f(kR). Se o calculo
do potencial zeta for efectuado para sistemas aquosos, f(kR) é igual a 1,5 referindo-se a
aproximacdo de Smoluchowski, se no entanto for efectuado para sistemas ndo aquosos,
f(kR) é igual a 1,0 e refere-se a aproximacao de Huckel [42, 43].

Neste trabalho o potencial zeta permitiu comprovar a formacao e analisar o efeito

do pH em bionanoconjugados Cyt c-AuNP.
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Capitulo 2. Estudo por Espectroscopia de Ressondncia de Raman da Transferéncia Electronica em Citocromos ¢z adsorvidos a
Eléctrodos de Prata

2.1 Introdugao

A Espectroscopia de Ressonancia de Raman (RR) é uma ferramenta eficaz para
estudos estruturais e dinamicos das proteinas hémicas. Em particular, a Espectroscopia de
Ressonancia de Raman Aumentada pela Superficie (SERRS) tem sido aplicada com sucesso ao
estudo da transferéncia electrénica em proteinas hémicas adsorvidas a monocamadas auto-
montadas (SAM) formadas a superficie de eléctrodos de prata [1-4].

As SAM proporcionam uma superficie biologicamente favoravel a adsor¢dao de
proteinas e assemelham-se a membranas fosfolipidicas, evitando altera¢des estruturais
irreversiveis na proteina imobilizada [4].

A SERRS apresenta grande selectividade, proporcionando o espectro vibracional do
grupo hémico apenas para as proteinas adsorvidas, além de informacdo dindmica dos sitios
redox durante o processo interfacial [2, 5].

O citocromo ¢ tem sido a proteina hémica utilizada como modelo nos estudos de
SERRS, devido ao interesse no estudo da estrutura desta proteina e das suas propriedades
de transferéncia electréonica quando adsorvida a eléctrodos de prata [1].

Neste capitulo apresenta-se o estudo da transferéncia electrénica do citocromo c;
do Tipo Il adsorvido a SAM de acido mercaptoundecandico ou de neoglicoconjugado de
maltose a superficie de eléctrodos de prata, pela aplicacdo de SERRS. O mesmo estudo foi
aplicado ao citocromo c; do Tipo |, para comparagao.

Os citocromos c; estudados sdo proteinas tetra-hémicas de baixa massa molecular
(cerca de 13,5 a 15 kDa), isoladas a partir de uma bactéria redutora de sulfato do género
Desulfovibrio. Actuam nas reac¢Oes de transferéncia electrénica e tém um papel
fundamental na transdugdo de energia bioldgica [6, 7]. Os citocromos c; apresentam quatro
grupos hémicos ligados covalentemente por ligacGes tioéter a residuos de cisteina da cadeia
polipeptidica e uma coordenacdo axial bis-histidina [6].

O citocromo ¢3 do Tipo Il (Tpll-c3) foi obtido a partir de fracgdes membranares da
bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio vulgaris Hildenborough e a sua estrutura
tridimensional foi resolvida por difraccdo de raios-X [8, 9]. A molécula de Tpll-c3 apesar de
apresentar uma estrutura tridimensional praticamente idéntica ao citocromo c¢3 do Tipo |
(Tpl-c3), apresenta diferente distribuicdo de carga a superficie e diferentes papéis fisioldgicos
[8]. O Tpl-c3 encontra-se nas fraccdes citoplasmaticas da mesma bactéria e também contém
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quatro hemos do tipo ¢, € uma proteina abundante e tem sido extensivamente estudada
como modelo deste tipo de citocromos tetra-hémicos [8].

A SAM de acido mercaptoundecandico (Cy;-acido) tem sido amplamente usada no
estudo do equilibrio redox de proteinas hémicas, homeadamente do citocromo ¢ mono-
hémico [4] e Tpl-c3 [10, 11]. Esta monocamada foi analisada para comparacdo com a SAM de
maltose, em que foi investigada a possibilidade deste neoglicoconjugado funcionalizado com
o grupo tiol (C;;-maltose) [12] formar uma SAM a superficie do eléctrodo de prata, para o
estudo espectroelectroquimico de proteinas.

A SAM de 4cido forma-se a superficie do eléctrodo de prata através da ligacdo
covalente (-SAg), como é visivel na figura 2.1 e interage com os citocromos adsorvidos via
interacgOes electrostaticas, entre os grupos carboxilato (COO’) e a carga positiva da regido

rica em lisinas da proteina [13, 14].

Figura 2.1 Representacdo esquematica do citocromo c; adsorvido na SAM de C,;-acido que reveste o

eléctrodo de prata.

Os hidratos de carbono (como a maltose, lactose, glucose) tém um importante
papel na adesdo e comunicacgdo celular, ligam-se a proteinas como por exemplo selectinas e
galectinas, estando envolvidos em processos patolégicos e fisioldgicos, como inflamacgdes,
infeccOes, metdstases e embriogénese. As interac¢des dos hidratos de carbono sdo
caracterizadas pela forte dependéncia de catides divalentes (Ca*), elevada especificidade e

baixa afinidade, que é compensada por ligandos multivalentes [15, 16].
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A SAM de maltose foi utilizada devido a sua novidade em estudos
espectroelectroquimicos de proteinas hémicas, apresentando a vantagem adicional da
interaccao ser independente do pH, pois pode estabelecer multiplas ligagdes de hidrogénio
com a proteina, ao contrario da SAM de acido que na sua forma desprotonada interage
predominantemente por efeitos electrostaticos.

Os ligandos tiolados (figura 2.2 a) que formam a SAM de maltose ligam-se a
superficie do eléctrodo de prata através de uma ligacdo covalente (-SAg), formando SAM
estaveis e altamente ordenadas, como previamente demonstrado por AFM para uma
superficie de ouro [17]. Este ligando pode formar SAM mistas com propriedades de adsorc¢ao
ideais para as proteinas [18] e possivelmente interage com as proteinas adsorvidas por
pontes de hidrogénio e/ou empacotamento hidrofdbico entre a maltose e as cadeias laterais
de aminodacidos da proteina [19]. Representa-se esquematicamente na figura 2.2 b a SAM de

maltose com o citocromo ¢z adsorvido a sua superficie.

(a) B) A AN A "
I AVAN AN AN I
Y VAV ANV VAN
o™ O\ HO,
oH—" | \ O/\A/O s VA NVANVEVAVEVAN ;: {
HO/ OH W

Figura 2.2 (a) Estrutura quimica do neoglicoconjugado de maltose e (b) Representagdo esquematica

do citocromo c; adsorvido na SAM de C;;-maltose que reveste o eléctrodo de prata.

Os resultados electroquimicos de SERRS do presente estudo mostraram a existéncia
de interacgdo entre os citocromos ¢z e as SAM, sendo que a interacgdo entre as proteinas e a
SAM de maltose que recobre o eléctrodo de prata ocorre com grande afinidade, permitindo

a determina¢dao dos potenciais de reduc¢dao dos quatro hemos do Tpll-cs e Tpl-c3. A
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monocamada de maltose demonstrou um melhor desempenho electroquimico em
comparacdo com a SAM de acido.
Parte do trabalho de investigagdao desenvolvido neste capitulo encontra-se

publicado [20].

2.2 Procedimento Experimental

2.2.1  Preparacao dos citocromos c3

O Tpl-c3 de Desulfovibrio vulgaris Hildenborough foi purificado a partir do respectivo
extracto bacteriano, como previamente descrito [21] e o Tpll-c3 recombinante foi purificado a
partir do extracto bacteriano de Escherichia coli (E. coli) onde se encontra sobrexpresso [20].

O processo de purificagdo para ambas as proteinas foi efectuado pela Doutora
Patricia M. Pereira, no Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica da Universidade Nova de

Lisboa.

2.2.2  Monocamadas auto-montadas de acido mercaptoundecandico ou

neoglicoconjugado de maltose

O &cido 11-mercaptoundecandico (HS(CH;);0CO,H, grau de pureza de 95%) foi
obtido comercialmente a partir da Sigma-Aldrich e usado sem purificagao adicional.
0 neoglicoconjugado  de maltose, 11-mercapto-undecanil-B-maltésido

(HS(CH3)11-maltose) foi sintetizado e purificado como descrito no apéndice I.

2.2.3  Medidas de Espectroscopia de Raman

Os espectros de Raman foram medidos a temperatura ambiente, com um laser de
Kr* (Coeherent Innova 320) a um comprimento de onda de excita¢gdo de 413 nm e com uma

poténcia de cerca de 40 mW na amostra. A luz dispersa foi detectada perpendicularmente
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ao feixe de excitacdo e focada no feixe de entrada do duplo monocromador (ISA U1000)
trabalhando como um espectrografo e equipado com camara CCD arrefecida com azoto
liquido.

A resolucdo espectral do sistema espectroscépico foi de 3 cm™, o comprimento de
onda por cada ponto 0,5 cm™ e o tempo de acumulacdo total do espectro de 15 s.

Os espectros de SERRS foram medidos usando um eléctrodo rotacional de forma a
evitar a degradacdo da proteina causada pela irradiacdo do laser. A célula electroquimica foi
extensivamente purgada pelo continuo fluxo de argon, para que esteja isenta de oxigénio.

Os eléctrodos de prata activados (como descrito em apéndice Il) foram imersos
numa solucdo de Cy;-acido ou Cy3-maltose a 2 mM em etanol absoluto (grau de pureza de
99,8%, Riedel-de-Haén) durante a noite. Os eléctrodos com a SAM formada foram
enxaguados suavemente com etanol, agua destilada e secos com argon. Os eléctrodos
modificados foram colocados na célula electroquimica contendo uma solugcdo tampdo de
Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, glicerol a 10% e K,SO4 a 12,5 mM (preparada em agua bi-destilada
fervida e sob drgon, para remocdo de oxigénio) e adicionaram-se 10 plL da proteina para
uma concentracao final em proteina de aproximadamente 0,1 uM. A esta concentracdo de
proteina, somente o aumento de sinal a partir da proteina adsorvida pode ser detectado.

Para as experiéncias de RR, as proteinas foram preparadas numa concentracdo de
50 uM na mesma solugdo tampao das experiéncias de SERRS, e medidas num tubo de RMN,
num sistema Raman 101 (Princeton Photonics), com rotacdo, para evitar o aguecimento e a
fotorredugdao da amostra. A solugdo de proteina totalmente reduzida foi obtida pela adigdo
de ditionito de sédio (Sigma) a amostra desarejada.

O fluxo de argon foi mantido durante as experiéncias e os espectros analisados na
regido de alta frequéncia de 1250 a 1600 cm™. Cada experiéncia foi repetida trés vezes para
garantir a reprodutibilidade dos resultados e as medidas foram efectuadas no laboratdrio de
Espectroscopia de Raman do Instituto de Tecnologia Quimica e Biolégica da Universidade

Nova de Lisboa.
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2.2.4  Tratamento de Resultados

Os espectros foram analisados usando uma desconvolugdao em bandas Lorentzianas,
pelo utilitario disponivel comercialmente PeakFit v.4.12 (Seasolve Software Inc.). Os ajustes
aos espectros foram realizados com todos os parametros livres: largura, centro e amplitude
de cada banda Lorentziana, assim como o declive e a intercepc¢do da linha de base.

A determinacdo dos potenciais de reducdo para os quatro hemos dos citocromos c3
foi efectuada usando equagdes de ajuste no utilitdrio Origin 6.0. Este procedimento é

descrito na secgao 2.3.4.

2.3 Resultados

2.3.1 Medidas de Espectroscopia de Ressonancia de Raman (RR)

Os espectros de Ressonancia de Raman (RR) de ambos os citocromos c; em solugao
foram analisados nos estados totalmente oxidado ou reduzido, para a determinacdo dos
componentes individuais dos espectros.

A figura 2.3 ilustra os espectros de RR do Tpll-cs em solucdo totalmente oxidado ou
reduzido. O intervalo espectral inclui as bandas marcadoras vi4, 15 e 1, [22]. As frequéncias
das bandas estdo associadas ao estado de oxidagdo do ferro (v4), ao estado de spin e a
coordenacdo do ferro no hemo (13 e ;) [14].

O Tpll-c3 nos estados totalmente oxidado ou reduzido revela bandas marcadoras
caracteristicas de uma configuracdo hexacoordenada de spin baixo para o ido ferro. O Tpl-c3
em solugdo nos estados totalmente oxidado ou reduzido apresenta bandas marcadoras de
RR em posicGes idénticas as apresentadas para Tpll-cs, como mostra a tabela 2.1, e idénticas

as descritas na literatura [10].
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Figura 2.3 Espectros de RR do Tpll-cz;em solugdo (a) no estado oxidado e (b) no estado reduzido.

Tabela 2.1 Parametros espectrais de RR do Tpll-c; e Tpl-c; nos estados totalmente oxidado e

totalmente reduzido.

g

Frequéncia (cm™) - 14
Frequéncia (cm™) - 15

Frequéncia (cm™) - v,

Tpll-c;
Oxidado : Reduzido
1374 gL_'_'_'i'a_'s_é ______
1504 ér"'"i'ié_z' ______

Tpl-c3
Oxidado : Reduzido
''''''' 1?75'_'_'_'gL'_'_'_IéEé'_'_'_'J'
''''''' 1_'5_0'21'_'_'_'?'_'_'_Idé'im“
1588 | 1591
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2.3.2  Medidas de Espectroscopia de Ressonancia de Raman Aumentada pela Superficie

(SERRS)

As medidas espectroscdpicas de Ressonancia de Raman Aumentada pela Superficie
(SERRS) foram realizadas a diferentes potenciais aplicados (de 0 a -0,6 V vs Ag/AgCl) para o
Tpll-c3 adsorvido a eléctrodos de prata revestidos com a SAM de maltose e a SAM de acido.
Experiéncias semelhantes foram efectuadas com o Tpl-cs.

Os espectros de SERRS de ambos os citocromos c; apresentaram bandas a
frequéncias caracteristicas de ido ferro em hemo do tipo ¢ hexacoordenado de spin baixo.
Estas bandas ocorreram a frequéncias semelhantes as determinadas nos espectros de RR
das respectivas proteinas em solucao.

A andlise dos espectros foi centrada na linha v4 (uma vez que esta é a linha
marcadora do estado de oxidacdo) e verificou-se que em ambos 0s conjuntos de espectros
correspondentes as duas SAM, as contribui¢cGes dos estados oxidado e reduzido encontram-
se em diferentes propor¢des dependendo do potencial aplicado ao eléctrodo, como ilustra a
figura 2.4.

Na SAM de C;;-maltose a proteina encontra-se no estado totalmente oxidado (1375
cm™ - v4) a 0,0 V e mantém-se no estado predominantemente oxidado até -0,375 V. A partir
deste potencial o estado reduzido (1358 cm™ - v4) torna-se maioritério e ao potencial de -0,5
V a proteina encontra-se no estado totalmente reduzido (figura 2.4 a). Na SAM de C,;-acido
o Tpll-c3 esta no estado totalmente oxidado a 1374 cm™ a 0,0 V, e maioritariamente no
estado oxidado até -0,375 V, a partir do qual o estado reduzido a 1358 cm™ torna-se

predominante e a proteina estd no estado totalmente reduzido a -0,5 V (figura 2.4 b).
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Figura 2.4 (a) Espectros de SERRS do Tpll-c; adsorvido na SAM de C;;-maltose que reveste o
eléctrodo de prata a potenciais aplicados de 0,0 V a -0,5 V (b) Espectros de SERRS do Tpll-c;
adsorvido na SAM de C,;-4cido que reveste o eléctrodo de prata aos potenciais aplicados de 0,0 V a -
0,5 V. (Ambos os conjuntos de espectros foram obtidos nas mesmas condi¢des experimentais de

modo a permitir comparagoes).

Os espectros do Tpll-c3 adsorvidos ao eléctrodo de prata revestido com a SAM de

maltose e a SAM de acido mostraram que o sinal de SERRS é mais intenso na SAM de
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maltose comparativamente com a SAM de acido. Obtiveram-se resultados semelhantes para
Tpl-cs.

As medidas de SERRS também foram efectuadas no Tpll-c3 e Tpl-c3 com adsor¢ao
directa a superficie do eléctrodo de prata na auséncia de SAM de acido ou de maltose. Os
resultados ndo sdo apresentados uma vez que ndo foram reprodutiveis, provavelmente
devido a ocorrerem problemas de desnaturacdo da proteina, pela interac¢do directa da

mesma com o metal, o que ndo ocorreu na presenga das SAM.

2.3.3  Anadlise de desconvolugdo dos espectros de RR e SERRS

A andlise dos espectros de RR e SERRS (a cada potencial aplicado ao eléctrodo de
prata) das proteinas foi realizada pela desconvolugao dos espectros em bandas Lorentzianas,
sendo focada nas intensidades relativas do 14 (a linha marcadora do estado de oxidacao) e
tendo como base as bandas anteriormente obtidas para os estados completamente oxidado
e completamente reduzido.

Os resultados obtidos pela desconvolucdo dos espectros de RR e SERRS sdo
apresentados na tabela 2.2.

Em solucdo (RR) a linha v, para ambas as proteinas pode ser decomposta em duas
espécies oxidadas e uma espécie reduzida.

Em SERRS, para o Tpll-c3 adsorvido nas duas monocamadas a linha v, pode ser
ajustada a duas espécies oxidadas e uma espécie reduzida, e para o Tpl-c; em SAM de
maltose a linha v, pode ser ajustada a uma espécie oxidada e duas espécies reduzidas,
engquanto que para a SAM de acido se obtém duas espécies oxidadas e duas espécies

reduzidas, tal como apresentado por Rivas e colaboradores para esta ultima proteina [11].
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Tabela 2.2 Parametros espectrais do Tpll-cz e Tpl-c; oxidado e reduzido, imobilizado na SAM de
maltose e na SAM de acido que reveste o eléctrodo de prata e em solugdo, apds desconvolugdo dos

espectros em bandas Lorentzianas.

SAM de C;;-maltose |

i i SAM de Cy;-acido | Solugao i
| Proteina|  Modo | Oxidado | Reduzido | Oxidado | Reduzido | Oxidado | Reduzido |
S P A S N A i
| ' Erequénci 1 L1375 . 1374 1374 | |
| Tpll-c; | rrequencia (cm | .1 1358 i __ ... 1358 i .. _ . i 1358 |
! ! Vs ! 1368 ! ! 1368 ! ! 1369 ! :
P T T T 1366 | 1375 | 1364 | 1373 | |
| Tplc; | Frequéncia(em®) | 4375 | T [ o Lo i 1358 |
| f Vs g g 1357 | 1369 | 1358 | 1369 i |

Como exemplo a figura 2.5 reproduz o ajuste das diferentes intensidades relativas
das trés espécies no espectro de SERRS do Tpll-c3 adsorvido na SAM de C;;-maltose para um
potencial redox aplicado ao eléctrodo de -0,40 V, ao qual ambas as espécies (oxidada e

reduzida) estdo presentes.

Intensidade Relativa (u.a.)

1300 1350 1400 1450

Frequéncia (cm™)

Figura 2.5 Espectro de SERRS (linhas v;) do Tpll-c; adsorvido na SAM de C;;-maltose que reveste o
eléctrodo de prata ao potencial aplicado ao eléctrodo de -0,40 V. Os circulos representam os pontos
experimentais e a linha preta continua resulta da soma do ajuste em linhas Lorentzianas dos
componentes individuais do espectro: as linhas cor-de-rosa correspondem as duas espécies oxidadas

(1368 e 1375 cm™) e a linha azul corresponde a espécie reduzida (1358 cm™).
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Para a andlise quantitativa dos espectros de SERRS [14] de ambas as proteinas, as
areas das bandas correspondentes as espécies oxidadas e reduzidas foram convertidas em
concentragdes relativas em func¢do do potencial aplicado ao eléctrodo de prata, assumindo

gue os quatro hemos contribuem de igual modo para o espectro, como ilustra a figura 2.6.

B Reduzidoa 1358 cm’

1,0 - 1
- A Oxidado a 1368 cm
- ® Oxidadoa1375cm’”
© 0,8 | °
] [ ]
E o0 ® L o
o ° °
)
o 0,6 n
° [ ]
S °
© | |
T 04} °
S n
s °
(@)
02}k ° . : AAA A A A A A A
| |
[ ] A A ] -
o, A [ ]
0,0 A A N 1 N 1 N ! . | | | | -
-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
Potencial (V)

Figura 2.6 Concentragdes relativas das trés espécies envolvidas na andlise do espectro de Tpll-c3
adsorvido na SAM de C;;-maltose que reveste o eléctrodo de prata, em fungdo de cada potencial
aplicado ao eléctrodo: estado oxidado a 1368 cm™ [Areas espécie oxidada / ¥ (Areas das duas
espécies oxidadas + Areas espécie reduzida)], estado oxidado a 1375 cm™ e estado reduzido a 1358

cm’™ [Areas espécie reduzida / Y (Areas das duas espécies oxidadas + Areas espécie reduzida)].

2.3.4  Determinacdo dos potenciais de reducao

Os potenciais de reducdo para os quatro hemos de cada citocromo c¢3 nas duas
diferentes monocamadas, foram calculados pela razdo da concentracdo [Reduzido] /
[Oxidado] determinada para cada potencial, em que a [espécie reduzida] = ) (Areas espécies
reduzidas) / 3 (Areas espécies oxidadas + reduzidas), e a [espécie oxidada] = Y (Areas espécies

oxidadas) / Y (Areas espécies oxidadas + reduzidas).
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Estes dados foram ajustados a curva de Nernst (equacdo 1), no utilitario Origin 6.0,
como ilustra a figura 2.7, assumindo que os hemos se encontram em equilibrio 1:1 entre o
estado oxidado e o reduzido, como previamente descrito para o Tpl-c3 [10, 11].

A atribuicdo dos potenciais de reducdo aos hemos |, II, Il e IV! foi efectuada de

acordo com a simulac¢do dindmica molecular descrita por Rivas e colaboradores [11].

b,
[Red] 2i=1TF k, 0
[0x] a4 1
i=11 4 ki
sendo

k= exp |~ (E ~ E)|

E; é o potencial de reducdo correspondente ao hemo, E é o potencial do eléctrodo, F a constante de

Faraday, R a constante de gases perfeitos e T a temperatura absoluta.

10

[Reduzido] / [Oxidado]

Potencial (V)

Figura 2.7 Razdo da concentracdo [Reduzido] / [Oxidado] do Tpll-c; imobilizado na SAM de
C,1i-maltose que reveste o eléctrodo de prata em fungdo do potencial aplicado ao eléctrodo. Os
circulos representam os dados experimentais e a linha representa o melhor ajuste obtido a partir da

equacado de Nernst.

' A autora agradece ao Doutor Roberto Di Paolo a determinagdo dos potenciais de redugao.
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Este procedimento permitiu determinar os potenciais de reducdo para os quatro
hemos em ambas as superficies e citocromos, como apresentado nas tabelas 2.3 e 2.4 e

ilustrado nas figuras 2.8 e 2.9.

Tabela 2.3 Potenciais de reducdo em volt (referem-se ao eléctrodo normal de hidrogénio, ENH) do

Tpll-c3 adsorvido as SAM que revestem os eléctrodos de prata e em solugao.

Titulagdo redox por

g Tpll-c; g SAM de C;;-maltose g SAM de C,;-4cido g UV-vis do g

! Hemo | ! -0,20 + 0,03 ! -0,19 + 0,01 ! -0,17 !
L e b e . 1
g Hemo Il | -0,24 + 0,01 | -0,26 + 0,02 g -0,24 g
. Hemom [ 0,29+0,01 . 0,27+002 I 026 ‘;

: Hemo IV ; -0,31 +0,02 ; -0,40 + 0,01 ; -0,33 ;

Tabela 2.4 Potenciais de reducdo em volt (referem-se ao eléctrodo normal de hidrogénio, ENH) do

Tpl-c3 adsorvido as SAM que revestem os eléctrodos de prata e em solugao.

Titulagdo redox por

i Tpl-c; i SAMde C;;-maltose | SAMde Cy-acido | RMNdo Tpl-c;em |
; : : : solugdo [23] :

| Hemo | | -0,15 + 0,01 | -0,23£0,02 | 0,35 |
f'_'_'_'_'ﬁgﬁié'ii _________ ________ 0,25+0,02 f_'_'_'_lb',Ei'E'blb'i ''''''' '''''''''''' 031
T Hemom T I 0,28+0,03 s30T 030 ‘
T THemew T B305002 T oasreer T 035 T

Para o Tpll-c3 verifica-se que os valores de potencial de reduc¢do para os hemos/|, Il e
Il nas SAM de Cii;-maltose e de Cii-acido sdo semelhantes entre si, e sdo semelhantes,
dentro do erro, aos valores obtidos em solugdo pela titulagdo redox por UV-vis da proteina
[8]. O potencial de reducdo do hemo IV é para a SAM de C;;-maltose semelhante, dentro do

erro, ao valor de potencial obtido pela titulagdao redox, mas para a SAM de Cj;-acido o
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potencial de redugao difere em cerca de 20% do potencial descrito na literatura [8], como

ilustra a figura 2.8.
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Figura 2.8 Potenciais de redugao do Tpll-c; para os quatro hemos da SAM de C;;-maltose, SAM de

C,1-acido e titulagdo redox por UV-vis do Tpll-c; em solugao.

Para o Tpl-c3 na SAM de maltose os potenciais de reducdao nos hemos I, Il e IV sdo
proximos, dentro do erro, aos obtidos em solucdo pela titulacdo redox por RMN [23]. O
potencial de redugao no hemo | difere em cerca de 60% do potencial de redugao
apresentado na literatura.

A SAM de acido apresenta potenciais de redugao nos hemos Il e Ill semelhantes,
dentro do erro, aos obtidos em solucdo por RMN e apresenta no hemo | e hemo IV
potenciais de reducdo que diferem em cerca de 30% e 70%, respectivamente, dos potenciais

de reducdo obtidos pela titulagdo redox por RMN da proteina em solugao (figura 2.9).
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Figura 2.9 Potenciais de reduc¢ao do Tpl-c3 para os quatro hemos da SAM de C;;-maltose, SAM de Cy4-

acido e titulagdo redox por RMN do Tpl-c; em solugéo.

Comparando as duas proteinas, os valores de potencial de redugdo para os quatro

hemos revelaram ser semelhantes para a mesma SAM (figuras 2.8 e 2.9).

Foram observadas diferengcas no comportamento do Tpll-c3 e Tpl-c3 adsorvido na
SAM de maltose e na SAM de acido em diferentes estados redox da proteina (no estado
totalmente oxidado: 0,0 V e no estado totalmente reduzido: -0,5 V), como ilustrado na figura
2.10 e apresentado na tabela 2.5. Os espectros para os dois estados de oxidacdo extremos
foram obtidos para a mesma amostra, garantindo-se assim a possibilidade de comparacao

de intensidades dos respectivos espectros para ambos os estados de oxidacao.
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Figura 2.10 (a) Espectros de SERRS (linhas v;) do Tpll-cs (linha cinzenta) e Tpl-c3 (linha preta)
adsorvidos na SAM de C;;-maltose ao potencial aplicado ao eléctrodo de 0,0 V (linhas sélidas) e
-0,5 V (linhas tracejadas) e (b) Espectros de SERRS (linhas v;) do Tpll-c; (linha cinzenta) e Tpl-c; (linha
preta) adsorvidos na SAM de Cy;-acido ao potencial aplicado ao eléctrodo de 0,0 V (linhas sélidas) e

-0,5 V (linhas tracejadas).
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Tabela 2.5 Intensidade relativa maxima da espécie oxidada e reduzida e respectiva razao, para o Tpll-

s e Tpl-cz3 adsorvidos na SAM de C;;-maltose e na SAM de C,;-acido.

SAM de C;;-maltose SAM de C,;-acido i

| |

| |
ir i Intensidade | Intensidade Ir i Intensidade . Intensidade i i
i : maxima : méxima | Espécie | maxima : maxima : Espécie :
' Proteina | Paraa | paraa | reduzida/ : paraa ; paraa | reduzida/ |
! ! espécie ! espécie ! Espécie ! espécie ! espécie ! Espécie !
i i oxidada | reduzida | oxidada | oxidada i reduzida | oxidada i
i Mwa) o wa) b0 (ua) i (wa) f o
i\ Tpll-c; | 12147 | 28437 | 2,3 i 11150 ; 17543 | 1,6 |
I | \ e ___ | ____ - ____] e ____ e ___1 I | |
: Tpl-c3 : 16265 : 51359 : 3,2 : 21157 : 15872 : 0,75 :

Pela analise da tabela verifica-se que a razdo da intensidade relativa maxima
(espécie reduzida/espécie oxidada) é para ambos os citocromos c; mais elevada na SAM de
maltose, comparativamente com a SAM de 4cido. Na SAM de maltose a razdo é maior no
Tpl-csem relagdo ao Tpll-cz enquanto que na SAM de acido se verifica o oposto.

O Tpll-c3 apresenta na SAM de maltose uma razdo da intensidade relativa maxima
(espécie reduzida/espécie oxidada) que é ligeiramente superior a da SAM de acido,
enquanto que o Tpl-cz apresenta uma razao na SAM de maltose cerca de quatro vezes

superior a da SAM de acido.

2.4 Discussao de Resultados

No presente capitulo foi confirmada pelas medidas de SERRS a interacgdo entre
cada citocromo c; e as SAM de acido ou de maltose que recobrem o eléctrodo de prata, e
determinados os potenciais de reducdo para os quatro hemos.

A semelhanga das frequéncias caracteristicas do hemo do tipo ¢ na coordenagdo
hexacoordenada de spin baixo entre os espectros de SERRS e os espectros de RR de ambas
as proteinas, parecem indicar que a imobilizagdo das proteinas nao causa alteragdes
estruturais apreciaveis dos sitios de reducao.

Os potenciais de redugdao determinados para os hemos individuais do Tpll-c; em

ambas as SAM foram semelhantes aos potenciais de redug¢ao obtidos em solugdo pela
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titulagdo por UV-vis [8], com excepgao do potencial de redugao do hemo IV na SAM de acido
gue mostrou uma diferenca de cerca de 20% quando comparado com o potencial de
redugao da SAM de maltose ou com a titulagdao redox por UV-vis da proteina em solugao.

Contrariamente, os potenciais de reducdo determinados para os quatro hemos do
Tpl-cs em SAM de maltose e em SAM de acido, apresentaram diferencas significativas
comparativamente com os potenciais de redugdo obtidos em solugdo pela titulagao por
RMN da proteina. As diferencas foram observadas na SAM de maltose em que o potencial de
redu¢ao no hemo | apresentou uma diferenga em cerca de 60% do potencial de redugao
descrito na literatura [23], € na SAM de acido em que o hemo | e hemo IV apresentaram
potenciais de redugao com uma diferenga em cerca de 30% e 70%, respectivamente, dos
potenciais de reducdo obtidos pela titulagcdo redox por RMN da proteina em solucdo.

Verificaram-se diferencas significativas no comportamento do Tpll-c3 e Tpl-c3 em
SAM de 4cido ou de maltose no estado totalmente reduzido e totalmente oxidado.

O facto da razdo da intensidade relativa maxima (espécie reduzida/espécie oxidada)
na SAM de maltose ser superior a SAM de acido para ambos os citocromos, pode estar
relacionado com a adsorcdo diferencial de massa nas monocamadas dos diferentes estados
redox da proteina. Tal efeito foi observado para o Tpl-c; imobilizado num eléctrodo de ouro
modificado com um dador electrénico (metilviologénio), em que medidas simultaneas de
amperometria e acumulacdo de massa (medida com balanca de cristal de quartzo)
permitiram concluir que o estado reduzido da proteina apresenta um efeito de acumulacao
de massa e electrdes [24].

A maior apeténcia de ambos os citocromos no estado reduzido para a SAM de
maltose relativamente a SAM de acido pode estar relacionada com o modo de adsorgao da
proteina a SAM de maltose que reveste o eléctrodo de prata. Este modo de adsorgao serd
possivelmente através de pontes de hidrogénio entre os grupos OH da maltose (agucar) e as
cadeias laterais polares da proteina, possivelmente mediada por moléculas de agua [19].

A existéncia de ligacGes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo na maltose foi
proposta por Yates e colaboradores [25], confirmando que este aglcar forma uma rede de
ligacGes por pontes de hidrogénio de estrutura ndo disruptiva e compete com o solvente
aquoso para a interaccdo directa com as cadeias laterais da estrutura da proteina.

Para testar a hipdtese de outras SAM com grupos OH poderem também ser

eficazes, o Tpll-cs foi adsorvido a 11-mercaptoundecanol (HS(CH,):10H, grau de pureza de
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97%, Sigma-Aldrich,) que reveste os eléctrodos de prata, nas mesmas condicdes
experimentais.

Foi observado um sinal de SERRS muito pouco intenso (o que mostra que a
qguantidade de proteina ligada foi muito pequena) comparativamente com os sinais intensos
de SERRS obtidos para a proteina adsorvida na SAM de C;;-maltose, o que é concordante
com o anteriormente publicado por Murgida e Hildebrandt, em que ndao foram detectados
guaisquer sinais de SERRS no citocromo ¢ de coracdo de cavalo adsorvido a eléctrodos de
prata revestidos com 11-mercaptoundecanol [14]. Este resultado mostra que a estrutura do
ligando de maltose é essencial para a formacdo de uma ligacdo por pontes de hidrogénio

estavel, permitindo a adsorgdo e a transferéncia electrénica entre a proteina e o eléctrodo.

2.5 Conclusoes

Este estudo demonstrou que a SAM de C;;-maltose é uma superficie favoravel para
a espectroelectroquimica das proteinas tetra-hémicas estudadas, e permitiu a determinacdo
dos potenciais de redugdo individuais para os quatro hemos.

Embora a SAM de acido seja extensivamente usada com sucesso em estudos de
SERRS com o Tpl-c3 e citocromo ¢ de coragdao de cavalo, a SAM de maltose apresenta-se
como uma superficie mais adequada para SERRS, uma vez que ha uma maior intensidade do
sinal de SERRS da proteina adsorvida na SAM de maltose comparativamente com a SAM de
acido. Tal efeito pode dever-se ao facto da interac¢do entre a SAM de maltose e a proteina
ocorrer possivelmente via ligacdo por pontes de hidrogénio formando uma rede ndo
disruptiva e independente do pH, contrariamente a interacgdo entre a proteina e a SAM de
acido, que ocorre por via electrostatica.

Em conclusdo, a SAM de maltose constitui uma superficie promissora e adequada

para a espectroelectroquimica das proteinas hémicas analisadas.
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Capitulo 3. Imobilizag¢do da Ferroquelatase em Monocamadas Auto-Montadas a Superficie de Ouro

3.1 Introdugao

No presente capitulo é estudada a imobilizagao da ferroquelatase recombinante de
figado de rato em monocamadas auto-montadas (SAM) de alcanotidis a superficie de ouro
por microscopia de forga atdomica (AFM), com vista a formacdo de um biossensor.

Este trabalho foi desenvolvido tendo como base a investigacdo levada a cabo por
Rotello e colaboradores, ao nivel da adsorcdo de proteinas a agentes de revestimento
tiolados que recobrem a superficie de nanoparticulas [1].

A ferroquelatase (ferro-liase do protohemo, EC 4.99.1.1) é uma enzima que actua
no ultimo passo da via biossintética do hemo, catalizando a insercdo do atomo de ferro
(Fe®*) na protoporfirina IX para dar origem ao protohemo IX (hemo), como ilustra a figura 3.1

[2-6].

COOH COOH COOH O0H
Protoporfirina IX Protohemo IX

Figura 3.1 Reaccdo catalisada pela ferroquelatase (adaptado da referéncia [6]).

In vitro, a enzima pode também quelar outros ides metdlicos divalentes, como por
exemplo: Zn2+, Co?* e Cu** [2]. A enzima estd ancorada & membrana mitocondrial interna nos
eucariotas com o centro activo virado para o interior da matriz mitocondrial e também pode
estar associada a membrana citoplasmatica dos procariotas [6]. A ferroquelatase é funcional
como um dimero no ambiente membranar e contém um centro de ferro-enxofre [2Fe-2S] [3,
7]1. O centro encontra-se presente nas ferroquelatases de figado de rato e humana,
contrastando com a ferroquelatase de levedura, bactérias e plantas, em que estd ausente
[7].
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Esta enzima tem um importante papel na saude humana, no que respeita o
metabolismo do ferro no corpo. Perturbacdes da biossintese do hemo causadas pela
diminuigdo da actividade da ferroquelatase e consequente acumulagdao de protoporfirina na
pele e no figado, conduzem a uma doenca designada por porfiria eritropoiética, que se
manifesta principalmente por dermatites sensiveis a luz e insuficiéncia hepatica [3, 4].

Neste estudo, imobilizou-se ferroquelatase recombinante de figado de rato em
SAM de alcanotidis com diferentes funcionalidades, com vista a obtencdo de uma superficie
com propriedades cataliticas.

As SAM s3o muito versateis, podendo apresentar uma diversidade de
funcionalidades e caracteristicas quimicas favordveis a imobilizacdo das enzimas a superficie
do ouro. A simplicidade do método de preparacao, estabilidade, retencdo das propriedades
funcionais da superficie, controlo molecular e reprodutibilidade, permitem que sejam
extensivamente usadas para estudos de adsorcdo de proteinas e enzimas [8]. Com vista a
preservagao da capacidade catalitica da enzima, sao favorecidas SAM que gerem superficies
que liguem a enzima sem alterar apreciavelmente a sua estrutura tridimensional e activa.
Assim, afiguram-se particularmente vantajosas SAM que liguem a proteina por interac¢des
fracas e ndo disruptivas, como sejam interac¢es electrostaticas, por oposicao a SAM as
quais a ligacdo da proteina ocorre com base em modificagbes covalentes dos residuos
laterais da cadeia polipeptidica. Este tipo de ligacao covalente é extensivamente utilizado na
imobilizacdo de proteinas em superficies, mas leva na maioria dos casos a inactivacdo de
uma elevada percentagem da proteina imobilizada.

As SAM estudadas foram obtidas com alcanotidis apresentando grupos terminais
com diferentes caracteristicas quimicas (catidnicos, anidnicos e neutros-hidrofdbicos). Estes
alcanotidis foram utilizados para formar SAM puras, contendo sé um tipo de ligando; ou
SAM mistas em que se misturam dois desses alcanotidis. A ferroquelatase adsorveu as SAM
electrostaticamente ou por imobilizagdo covalente. A imobilizacao covalente foi efectuada
pela reac¢ao da enzima com os grupos terminais de acido carboxilico da SAM, através dos
agentes de acoplamento EDC/NHS [cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida/N-hidroxisuccinimida], figura 3.2, e pela reac¢do da enzima com uma SAM de

DSP (propionato de ditio-bis succinimidil), figura 3.3.
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Figura 3.2 Representagao esquematica da imobiliza¢do da ferroquelatase em SAM de COOH activada

com EDC/NHS a superficie de ouro.
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Figura 3.3 Representacdo esquematica da imobilizacdo da ferroquelatase em SAM de DSP puro a

superficie de ouro.

A imobilizacdo da ferroquelatase nas SAM acima descritas a superficie de ouro foi
demonstrada e caracterizada por microscopia de forca atémica.

A AFM permite estudar a morfologia da superficie, visualizar proteinas adsorvidas
nas superficies de ouro modificadas com SAM, observar biomoléculas individuais e
proporcionar informacao acerca da interaccdo proteina-superficie [9].

A proteina adsorveu em todas as monocamadas estudadas a superficie do ouro,
preferencialmente na SAM pura hidrofébica (100% CH3) e na SAM mista
anidnica/hidrofdbica (50% COO : 50% CHs). Uma elevada adsor¢do da proteina foi observada

nos casos de ligagcdo covalente a SAM de COOH activada por EDC/NHS e SAM de DSP puro.
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3.2 Procedimento Experimental

3.2.1 Preparacao da ferroquelatase

O gene da ferroquelatase de figado de rato foi clonado, sequenciado e expresso em
E. coli [6] e sobre-expresso por Ferreira [10]. A autora inseriu o gene que codifica a
ferroquelatase de figado de rato num plasmideo (pGF42) que foi transformado para células
de E. coli DH5a. Este plasmideo ao crescer num meio de cultura com fosfato limitante
induziu a sobre-expressao do gene da ferroquelatase que se encontra sob o controlo de um
promotor de fosfatase alcalina [10].

Para a obtencdo da ferroquelatase recombinante de figado de rato procedeu-se ao
seu isolamento e purificacdo a partir de culturas de células de E. coli contendo o plasmideo
(pGF42), nas quais a proteina se encontra clonada e em sobre-expressdo (consultar apéndice

).

3.2.2  Preparacdo dos substratos de ouro para imobilizacdo da ferroquelatase

O ouro evaporado em camada fina, de espessura 200 nm (Arrandee) foi imerso na
solugdo “piranha” (3:1 H,SO4 concentrado / 30% H,0;) durante alguns minutos, enxaguado
com etanol absoluto (grau de pureza de 99,8%, Riedel-de-Haén) e agua ultra-pura (sistema
de agua Milli-Q, Millipore, 18,2 MQ.cm), secado com azoto e aquecido com uma chama de
gas (“flame-annealed”) para produzir uma superficie de ouro plana com uma orientacdo
cristalografica predominante (Au-111).

Os substratos de ouro foram incubados directamente na solugdo de cada um dos
alcanotidis a 1mM, durante 12 horas a temperatura ambiente, enxaguados com etanol
absoluto, 4gua ultra-pura e secos com azoto.

Os alcanotidis usados para formar as diferentes superficies das SAM foram
seleccionados com base em diferentes grupos terminais, de modo a variar as propriedades
(hidrofobicidade e carga) da superficie [8, 11, 12]. Os compostos puros e as misturas utilizadas

na preparacado das SAM formadas apresentam-se na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 Monocamadas auto-montadas de alcanotidis formadas a superficie de ouro.

Designagao dos Alcanotiodis

SAM (obtidos comercialmente a partir da Concentragao
... Slgma-Aldrich e Fluka)
SAM puras
Catidnica Cloridrato de 11-amino-1-undecanotiol
(terminacdo NH;") HS(CH,)1:NH,.HCl
1 mMem
etanol
Neutra-Hidrofébica 1-Hexanotiol absoluto
(terminacdo CHs) HS(CH,)sCHs
Anidnica Acido 11-mercaptoundecandico
(terminagdo COQ) HS(CH,)1,COOH
SAM mistas
50% anidnica : 50% hidrofébica 50% HS(CH;)10COOH : 50% HS(CH,)sCHs 1 mMem
etanol
80% anidnica : 20% hidrofdbica 80% HS(CH,)1,COOH : 20% HS(CH;)sCH3 absoluto
90% DSP (ligagdo covalente): 90% DSP (propionato de ditio-bis succinimidil 1 mMem
10% C4SH (hldrOféblca) C14H16N20452) :10% HS(CH2)3CH3 = C4SH acetona
_______________________________________________________________ (butanotiol) .
Ligagdo covalente
EDCa 50 mM
SAM de COOH activada com EDC [cloridrato de 1-etil-3-(3- e NHSa 10
EDC/NHS dimetilaminopropil) carbodiimida CgH,7N3.HCI] / mM em agua
NHS (N-hidroxisuccinimida C;H;NOs) ultra-pura
1 mMem
SAM de DSP puro DSP (C14H16N>0,S;) acetona

Os substratos de ouro modificados com as SAM foram imersos na solucdo de
ferroquelatase a 1 pg/mL diluida no tampdo Tris-HCI 20 mM, pH = 8 (inferior ao ponto
isoeléctrico, pl da proteina = 8,87, determinado pelo programa “Compute pl/Mw” do portal
ExPASy [13]), glicerol a 10% e NaCl a 150 mM, durante 30 min. a 4 °C; com excepg¢ao dos
ensaios realizados com a SAM de NH,, em que a proteina foi diluida no mesmo tampao, mas

a pH = 6,5 (para que o NH, esteja parcialmente protonado). Apds o periodo de 30 min. os
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substratos de ouro foram enxaguados com agua, secos com azoto e observados por
microscopia de forca atémica.

Para a ligacdo covalente da proteina a SAM de COOH, os substratos de ouro
modificados com a referida SAM foram imersos numa solucdo de EDC a 50 mM e solucdo de
NHS a 10 mM durante 30 min. a temperatura ambiente, enxaguados com agua e imersos na
solucdo de ferroquelatase a 1 pg/mL.

A preparagdao dos substratos de ouro foi realizada no laboratério de SPM da

Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa.

3.2.3 Medidas de Microscopia de Forga Atomica (AFM)

As medidas de AFM foram efectuadas num microscopio de forca atédmica,
Multimode (Digital Instruments, Veeco), com um controlador Nanoscope llla, a temperatura
ambiente e ao ar. O microscépio foi operado no modo intermitente (“tapping”) e foram
usadas pontas de silicio montadas em bracos (“cantilevers”) rectangulares (TAP300,
BudgetSensors), com uma frequéncia de ressonancia tipica de 300 kHz. As amostras foram
varridas a velocidades entre 1,5 e 1,9 Hz e as imagens seleccionadas sdo representativas de
um conjunto de medidas estaveis e reprodutiveis, a partir de trés amostras de cada SAM
preparadas e medidas nas mesmas condicdes experimentais mas em dias diferentes.

As imagens de AFM foram obtidas pela Doutora Ana Viana, no laboratério de SPM

da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa.

33 Resultados

3.3.1 Caracterizacdo dos substratos de ouro por AFM
Efectuou-se uma caracterizagdo prévia do substrato de ouro limpo, do substrato de
ouro com as SAM a superficie e do substrato de ouro com a proteina imobilizada, como

controlo para a caracterizacdo da ferroquelatase imobilizada em SAM a superficie de ouro.

55



Parte I. Interacgéo de Proteinas com Superficies Nanoestruturadas de Ouro

A imagem de AFM do substrato de ouro apresenta uma superficie plana de ouro
atémico com a presenga de terracos monoatdmicos (figura 3.4 a). Na presenga de uma
monocamada obtida a partir do derivado HS(CH,);:NH,.HCI com aproximadamente 2 nm de
altura, é possivel verificar por AFM que o substrato de ouro modificado, embora
ligeiramente mais rugoso, ainda apresenta terracos monoatdmicos, tal como ilustra a figura
3.4 b. Em contrapartida, apds a adsorcao da proteina directamente no ouro (na auséncia de
SAM) ndo se observam as caracteristicas do substrato, mas sim, estruturas globulares

depositadas na superficie do ouro (figura 3.4 c).

0.5

300

200
0.2

100

0 0
0

i b)) ‘ i () ' i

Figura 3.4 Imagens topograficas de AFM no modo intermitente (a) superficie de ouro (b) superficie
de ouro recoberta com a SAM catiénica HS(CH,);1NH,.HCI e (c) superficie de ouro recoberta com a

ferroquelatase.

3.3.2  Caracterizacdo da ferroquelatase imobilizada em monocamadas auto-montadas a

superficie de ouro por AFM

A imobilizacdo da ferroquelatase em SAM puras, mistas e através de ligacdo

covalente a SAM foi demonstrada e caracterizada por AFM.
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3.3.2.1 Caracterizagao da ferroquelatase imobilizada em monocamadas auto-montadas

puras a superficie de ouro

A ferroquelatase foi imobilizada em SAM puras, tais como: catidnica (terminagdo
NHs"), anidnica (terminagdo COO’) e neutra-hidrofébica (terminacdo CH3).

As imagens de AFM mostram que a ferroquelatase adsorveu nas trés monocamadas
estudadas, com diferencas na sua distribuicdo a superficie.

A proteina adsorve preferencialmente na SAM hidrofébica (figura 3.5),

comparativamente com a SAM catidnica (figura 3.6) e anidnica (figura 3.7).

(a)

z (altura) =5 nm

(b) 250

1
100 200
nm

Figura 3.5 (a) Imagem topogréfica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM pura neutra-hidrofébica HS(CH,)sCHs e (b) Analise de sec¢do da proteina.
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Figura 3.6 (a) Imagem topografica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM pura catidnica HS(CH,)1:NH,.HCl e (b) Andlise de seccdo da proteina.
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Figura 3.7 (a) Imagem topogréfica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM pura aniénica HS(CH;);0COOH e (b) Analise de secgdo da proteina.
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As imagens de AFM apresentadas para a ferroquelatase imobilizada em cada uma
das SAM puras sdo representativas de um conjunto de imagens obtidas a partir de trés
amostras preparadas e medidas nas mesmas condigdes experimentais mas em dias
diferentes. Destas imagens pode concluir-se que ocorre uma maior adsor¢cdo da
ferroquelatase na SAM pura hidrofébica (terminacdo CHs), seguindo-se a SAM pura catidnica
(terminac3o NH3") e por Ultimo observou-se uma menor adsor¢do da proteina na SAM pura
anidénica (terminacdo COQ).

A proteina apresenta-se maioritariamente na forma individualizada, embora
também apareca na forma aglomerada. Esta ultima forma é muito visivel na imagem
topogréfica tridimensional de AFM da SAM anidnica (figura 3.7 a), assim como na analise de
seccdo da proteina (figura 3.7 b), em que a distancia vertical (4 nm) é cerca do triplo da
apresentada nas SAM catidnica (1,3 nm) e hidrofébica (1,4 nm), e a distancia horizontal

ligeiramente superior.

3.3.2.2 Caracterizacdo da ferroquelatase imobilizada em monocamadas auto-montadas

mistas a superficie de ouro

As SAM mistas estudadas foram compostas por 50% COO" : 50% CHs, 80% COO :
20% CHs e 90% DSP: 10% C,SH.

As caracteristicas globulares observadas na superficie das SAM confirmaram a
presenca da ferroquelatase.

A adsorcao da proteina é maior na SAM mista contendo maior percentagem de
alcanotiol hidrofébico (50% COO™ : 50% CHs), como ilustra a figura 3.8 em comparagao com
a SAM mista em que esta percentagem é menor (80% COO : 20% CHjs), figura 3.9, o que esta
de acordo com os resultados obtidos nas SAM puras, em que a maior adsorcdao da

ferroquelatase ocorreu na SAM hidrofébica (100% CHs).
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Figura 3.8 (a) Imagem topogréfica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM mista 50% HS(CH,)1,COOH : 50% HS(CH,)sCHs e (b) Anadlise de sec¢do da proteina.

Figura 3.9 (a) Imagem topografica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM mista 80% HS(CH,);,COOH : 20% HS(CH,)sCHs e (b) Analise de sec¢do da proteina.
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A monocamada mista covalente/hidrofébica de 90% DSP : 10% C4SH (figura 3.10)
revelou uma superficie com distintas regides com e sem proteina, semelhante a um “favo de
mel”. Este tipo de estrutura foi anteriormente observado na imobilizagao da lacase numa
SAM mista 20 : 1 (DSP : C4SH), em que foi considerada como um resultado pouco satisfatério
e sugeridos ensaios posteriores com SAM mistas com diferentes percentagens de cada um

destes componentes [8].

2,8 nm
Y

200 300 400
nm

Figura 3.10 (a) Imagem topografica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase
adsorvidas a SAM mista covalente 90% DSP (C14H16N,0,S,) : 10% HS(CH;)3CHs e (b) Andlise de secgdo

da proteina.

3.3.2.3 Caracterizacdo da ferroquelatase imobilizada covalentemente em monocamadas

auto-montadas a superficie de ouro

Com o objectivo de se aumentar a adsorcdo da proteina a SAM anidnica, o grupo

terminal COOH foi activado com os agentes de acoplamento EDC/NHS, formando-se uma

ligacdo covalente entre a ferroquelatase e a SAM, tal como descrito em [12].
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Verificou-se que a ferroquelatase adsorve a esta monocamada em grande extensao,
apresentando a formagdo de alguns agregados, como é visivel na figura 3.11,
comparativamente com a menor adsor¢cdo da proteina nas SAM anteriormente analisadas,
nas quais a adsorgdo ocorreu por via electrostatica ou hidrofdbica, sendo a maior diferenca

observada em comparac¢dao com a SAM anidnica pura.

(b) 400

2nm 15 nm

100 200
nrm

Figura 3.11 (a) Imagem topografica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM HS(CH,);oCOOH activada com EDC/NHS e (b) Analise de sec¢do da proteina.

A ligacdo covalente da proteina a monocamada também foi testada pelo uso da
SAM de DSP puro. Uma elevada adsor¢do da proteina sob a forma individualizada foi
observada nesta monocamada, como ilustra a figura 3.12.

Comparando as imagens de AFM da SAM de DSP puro e da SAM mista
covalente/hidrofébica (90% DSP : 10% C,;SH) anteriormente descrita, observaram-se
diferencas na distribuicdo da proteina a superficie da monocamada. Verifica-se uma
adsorc¢do da ferroquelatase de forma globular na SAM de DSP puro, comparativamente com
a SAM mista contendo DSP, em que se obtiveram estruturas de proteina distendida do tipo

“favo de mel”, como se pode constatar por comparacdo das figuras 3.10 e 3.12.
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Figura 3.12 (a) Imagem topografica de AFM em 3 dimensdes (3D) das moléculas de ferroquelatase

adsorvidas a SAM de DSP puro e (b) Andlise de sec¢do da proteina.

34 Discussao de Resultados

Pela andlise dos resultados verificou-se que a ferroquelatase adsorveu com sucesso
em todas as monocamadas estudadas: sejam puras ou mistas, em que a adsor¢ao ocorreu
por via electrostatica ou hidrofébica por forgas de Van der Waals, assim como por ligagao
covalente em SAM a superficie de ouro.

A adsor¢ao da proteina ocorreu maioritariamente sob a forma individualizada com
uma distancia horizontal de 10 a 17 nm e uma distancia vertical de 0,8 a 4 nm, como

representado na tabela 3.2.

63



Parte I. Interacgdo de Proteinas com Superficies Nanoestruturadas de Ouro

Tabela 3.2 Medidas de distancia horizontal e vertical da ferroquelatase em cada uma das SAM

analisadas por AFM.

Analise de secgdo da ferroquelatase

SAM
Distancia horizontal (nm) Distancia vertical (nm)
‘SAMpuras
Neutra-hidrofdbica 11 1,4
Cationica 14 1,3
Anidnica 17 4
‘SAMmistas
50% anidnica : 50% hidrofdbica 10 0,8/1,7
80% anidnica : 20% hidrofdbica 12 1,8
90% DSP : 10% C,SH 12/16 1,7/2,8
‘ligagdo covalente
SAM de COOH activada 15 2
com EDC/NHS
SAM de DSP puro 12 1,5

Para a proteina nas SAM de alcanotiois foi medida uma largura entre 10 e 17 nm e
uma altura entre 0,8 e 4 nm. A altura obtida por AFM é na maior parte dos casos estudados
inferior as menores dimensdes determinadas por cristalografia de raios-X da ferroquelatase
humana, em que o mondmero tem uma dimensao de aproximadamente 65 x 45 x 40 A3 [14);
enguanto que a largura obtida por AFM é mais do dobro da maior dimensao cristalografica.

A técnica de AFM é reconhecida pela precisdio na medicdo da altura de
biomoléculas na superficie [15] e ndo tanto pela resolucdo lateral que depende muito da
forma/qualidade da ponta; o que justifica claramente as larguras medidas serem superiores
a esperada. Outros factores podem explicar o aumento da largura, como o facto da proteina
se poder encontrar nas SAM sob a forma dimérica, dado que cristaliza como um dimero [14];
e também a alteragdo da forma da proteina quando esta interage com a superficie,
especialmente se tiver muitos locais de interaccdo como parece acontecer com a superficie
hidrofdébica e catidnica.

Relativamente a altura medida ser inferior a esperada (com excepc¢ao da SAM

aniodnica, cuja altura é de 4 nm, possivelmente pelo facto da proteina aparecer sob a forma
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de aglomerados), esta pode ser condicionada igualmente pela alteragdo da forma da
proteina ao interagir com a superficie e pode ainda ser explicada pela interac¢do da ponta
com a superficie maledvel da proteina.

Os valores de diametro horizontal e vertical medidos sao da mesma ordem de
grandeza dos apresentados por Bonanni e colaboradores [16], no que respeita a andlise de
seccdo do citocromo c¢ de levedura (YCc) adsorvido no substrato de ouro. Este citocromo
apresentou uma altura média de 2,6 + 0,7 nm e uma largura no intervalo de 20-30 nm. Estes
autores verificaram que a largura medida é superior aos resultados cristalograficos de raios-
X do YCc, devido ao efeito de alargamento da ponta, tal como observado no presente
estudo.

A proteina adsorveu preferencialmente na SAM pura neutra-hidrofébica
relativamente as SAM catidnica ou anidnica, o que se pode tentar explicar pela andlise dos
potenciais de superficie electrostaticos da proteina. Espera-se que estas Ultimas SAM
estabelegcam interacgdes electrostaticas com a proteina, dado que a monocamada de COOH
com um pk, de cerca de 6,5 [12] deve estar desprotonada a pH 8 e assim estara disponivel
para estabelecer uma interaccdo electrostatica com as superficies catidnicas da proteina;
enquanto que a monocamada de NH, com um pK, entre 6,4 e 6,8 [11] deve estar
parcialmente protonada a pH 6,5 e pode estabelecer assim interaccdo electrostatica com as
superficies anidnicas da proteina.

Os potenciais de superficie electrostaticos da estrutura tridimensional (3D) de raios-
X da ferroquelatase humana foram assim analisados com o objectivo de relacionar estes
potenciais com a distribuicdo da proteina nas diferentes SAM a superficie de ouro. Utiliza-se
a estrutura da ferroquelatase humana uma vez que esta apresenta uma sequéncia em
aminoacidos 88% homodloga a sequéncia de aminodcidos da ferroquelatase de figado de rato
[6], para a qual ainda ndo é conhecida a estrutura cristalografica de raios-X.

A figura 3.13 mostra uma distribuicdo de cargas difusa a superficie da proteina, sem
zonas alargadas carregadas positiva ou negativamente. Esta observacdo pode explicar a
distribuicdo da proteina na monocamada a superficie de ouro, uma vez que a ferroquelatase
adsorve preferencialmente em superficies de ouro neutras, relativamente a superficies

carregadas.
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Figura 3.13 Potenciais electrostaticos de superficie da estrutura 3D de raios-X da ferroquelatase
humana (cédigo de acesso PDB: 1HRK), com uma distribuicdo de cargas uniforme em que ndo existe
qualquer face extensa preferencial para contacto com a SAM, que seria caracterizada por uma
concentracao de residuos carregados positiva ou negativamente. As zonas representadas a vermelho
correspondem aos potenciais negativos e a azul aos potenciais positivos, num intervalo de potenciais

de -5 a 5 KTe™. As figuras foram preparadas usando o utilitario Swiss-Pdb Viewer 3.7.

Nas SAM mistas, a ferroquelatase apresentou uma maior adsor¢ao em 50% COO' :
50% CHs, comparativamente com a SAM 80% COO" : 20% CHjs, o que pode ser explicado pelo
facto da proteina preferir SAM hidrofdbicas. Deste modo, ao se variar as percentagens de
CH; e COO" uma maior adsorcdo da ferroquelatase é esperada na monocamada com uma
maior percentagem da SAM hidrofébica, como efectivamente é comprovado pelas imagens
de AFM.

Observou-se uma elevada adsor¢cdo de proteina por ligacdo covalente a SAM de
COOH, pelo facto desta monocamada ter sido activada com EDC/NHS, comparativamente
com a ligacdo electrostatica que ocorre entre a ferroquelatase e a SAM anidnica pura.

A elevada imobilizacdo covalente da ferroquelatase também foi observada na SAM
de DSP puro, na qual a proteina se apresenta sob a forma globular, contrariamente a forma
menos globular presente na SAM mista (90% DSP : 10% C4SH). Esta ultima monocamada ndo
parece assim adequada para a obtencdo de proteina adsorvida na forma globular e
provavelmente activa, uma vez que a proteina se apresenta em estruturas distendidas do

II'

tipo “favo de mel” provavelmente correspondentes a proteina desnaturada.
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Tendo como objectivo a formacao de superficies modificadas com ferroquelatase
com propriedades cataliticas, foram realizados estudos preliminares para se determinar a

actividade da proteina adsorvida, mas por razées experimentais tal ainda ndo foi possivel.

3.5 Conclusoes

Neste capitulo a imobilizagdo da ferroquelatase recombinante de figado de rato em
SAM a superficie de ouro foi comprovada e caracterizada por medidas de AFM.

A proteina adsorveu em todas as monocamadas estudadas, por via electrostatica ou
hidrofdbica e por via covalente. Nos sistemas de adsor¢dao ndo covalente, observou-se uma
maior adsorcao da ferroquelatase na SAM pura neutra-hidrofébica e na SAM mista 50%
COO : 50% CHs. A ferroquelatase também adsorveu em grande extensdo por via covalente
na SAM de COOH activada por EDC/NHS e na SAM de DSP puro.

Os resultados permitiram concluir que apesar da ligagao covalente constituir um
modo preferencial de imobilizacdo de proteinas em superficies, a adsorcao de proteinas por
interacg®es mais fracas do tipo Van der Waals ou electrostaticas, permite igualmente uma
imobilizacdo aprecidvel de proteina. Tal apresenta vantagens do ponto de vista da
manuteng¢ado da actividade enzimatica, ja que a ligagao covalente ao utilizar cadeias laterais
de residuos da cadeia polipeptidica, pode ser responsavel por alteracdes estruturais na
proteina, com consequéncias para a sua actividade enzimatica. Assim, o modo de adsorcdo
da proteina a superficie de ouro podera determinar o tipo de SAM a usar e a capacidade de
controlar a adsorcdo da ferroquelatase na superficie de ouro, podendo ajudar a definir
superficies promissoras para o desenvolvimento de biossensores com elevada

especificidade.
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Capitulo 4. Formagdo de Bionanoconjugados Citocromo c - Nanoparticulas de Ouro

4.1 Introdugao

As nanoparticulas de ouro (AuNP) tém sido extensivamente estudadas pelas suas
propriedades dpticas Unicas, responsaveis pela vasta aplicacdo em ensaios bioldgicos,
diagnostico clinico e terapéutico [1, 2].

Neste contexto, o estudo de interac¢do entre proteinas e AuNP reveste-se de
especial importancia devido a elevada afinidade entre ambas, que conduz a formacdo de
bionanoconjugados propicios para interac¢des biolégicas [1, 3-9].

A caracterizacdo dos processos fisicos envolvidos na interacgdo de proteinas com
AuNP e a estabilidade e robustez dos bionanoconjugados é assim de extrema relevancia [10,
11].

No presente capitulo é descrita a formacdo e caracterizacao de bionanoconjugados
formados pela interacgao de proteinas - citocromo ¢ de coragdo de cavalo ou citocromo ¢ de
levedura com nanoparticulas de ouro revestidas com citrato de sédio.

A formacao dos bionanoconjugados foi demonstrada por medidas de potencial zeta
(C-potencial), dispersdo de luz dindmica (DLS), espectroscopia de UV-visivel e visualizada por
microscopia de for¢ca atémica (AFM) e microscopia electrénica de transmissao (TEM). Os
diferentes modos de ligacdo das proteinas estudadas as AuNP avaliados por dicroismo
circular (CD), conduzem a diferentes propriedades de superficie dos bionanoconjugados.

As AuNP s3o sintetizadas pela reducdo quimica de um sal de ouro (lll) a ouro
metalico, na presenc¢a de um agente de revestimento com forte afinidade para o ouro, como
o citrato de sdédio, ou outros agentes de revestimento como tidis, aminas e carboxilatos [2].
O método mais comum para preparagao das AuNP é o método de redugao de citrato de
sdédio, desenvolvido por Turkevich em 1951 [12].

As solugdes coloidais de AuNP esféricas sao vermelhas devido a oscilagdao colectiva
de electrdes condutores, designada por ressonancia plasménica superficial (SPR) [13]. Esta
banda de SPR estda centrada em redor dos 520 nm para AuNP esféricas, sendo o seu
comprimento de onda fortemente dependente da forma da AuNP e da distancia
inter-particula [14, 15], e sensivel ao tamanho da particula e ao indice de refraccdo do meio

[16-18].
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O citocromo ¢ (Cyt c¢) é uma proteina de baixa massa molecular (cerca de 12 kDa),
qgue contém um grupo hemo. O Cyt ¢ pode ser facilmente obtido na sua forma pura e
mantém-se estavel em solucdo, sendo resistente a desnaturacdo e a alteracdes da sua
estrutura tridimensional nativa em condi¢cGes adversas de temperatura, pH e forga idnica
[19].

O citocromo ¢ proveniente de coracdo de cavalo (HCc) é considerado como uma
proteina modelo (amplamente estudada) devido as suas func¢des bioldgicas, pois é
responsavel pelo transporte de electrées na cadeia respiratdria dos organismos aerdbios e
desempenha um importante papel na apoptose (morte celular programada) [20-22].

O citocromo c derivado de levedura unicelular Saccharomyces cerevisiae (YCc) tem
particular interesse por conter um Unico residuo de cisteina livre a superficie (cisteina 102),
que se pode utilizar para ligacdo a um substrato de ouro, permitindo orientar a proteina,
para uma transferéncia electrénica rapida e reversivel, o que Ihe permite ser explorado para
aplicagbes em bioelectrdnica, biossensores e biocatdlise [23-25]. As sequéncias de
aminoacidos das duas proteinas estudadas sao altamente homalogas, pois apresentam 80%
de similaridade (como determinado pelo utilitdrio para alinhamento da sequéncia de
aminoacidos - CLUSTAL W [26]), no entanto, o YCc ndo pode substituir o HCc em certos
aspectos de regulacdo celular, como por exemplo na activacdo de proteases como a caspase
[21]. Tanto YCc como HCc apresentam uma regido rica em lisinas na sua estrutura
tridimensional, em que a carga é positiva a pH neutro, permitindo interaccbes
electrostdticas dos citocromos ¢ com outras proteinas envolvidas em transferéncia
electrdnica [27, 28]. Em YCc, o residuo de cisteina 102 localiza-se préximo da superficie que
expode o residuo de glutamato do terminal C, e no lado oposto a regido rica em lisinas [23], 0
gue permite uma ligacdo covalente as AuNP, contrariamente a ligacdo do HCc. Uma vez que
o HCc nao possui o residuo de cisteina livre, a interac¢do com a superficie do metal ocorre
por via electrostatica entre a carga negativa do citrato que reveste as AuNP, e a carga
positiva do HCc que Ihe é conferida pela regido rica em lisinas, mesmo a pH basico.

Este trabalho demonstra a formacao de bionanoconjugados estaveis compostos por
AuNP e citocromos c. Esta formacdo foi comprovada por um desvio de 5 nm da banda de
ressonancia plasmodnica superficial das AuNP, aumento do valor de potencial zeta e

visualizagao directa por AFM. As alteragdes conformacionais das proteinas foram analisadas
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por CD, sendo pouco significativas na estrutura secundaria da proteina do HCc-AuNP mas
apreciaveis em YCc do YCc-AuNP.

Parte dos resultados apresentados neste capitulo encontram-se publicados [29].

4.2 Procedimento Experimental

4.2.1  Preparagdo dos bionanoconjugados

Os conjugados HCc-AuNP e YCC-AuNP (bionanoconjugados) foram preparados pela
incubacdo durante a noite da solugcdo de AuNP, ajustada a pH 11 (com excepgdo das
medidas de CD em que é ajustada a pH 10) pela adicdo da solu¢cdo de NaOH 0,1 M, com a
quantidade apropriada da solu¢do de citocromo ¢, para se obterem os bionanoconjugados
Cyt c - AuNP com a razdo [Cyt c] / [AuNP] desejada.

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas segundo o método de reducdo de
citrato de sddio [30] como descrito em apéndice IV e as solugdes de citocromo ¢ foram

preparadas como apresentado no apéndice V.

4.2.2 Medidas de Espectroscopia e Microscopia

4.2.2.1 Espectroscopia de UV-visivel

Os espectros de absorcdo das AuNP (concentracdo final = 5 nM) e dos

bionanoconjugados a pH 11 foram efectuados num espectrofotometro UV-visivel, modelo

UV2, UNICAM, em células de quartzo (Hellma, Alemanha), a temperatura ambiente, num

intervalo de comprimento de onda de 300 a 900 nm.
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4.2.2.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

As experiéncias de dicroismo circular foram efectuadas num espectropolarimetro
Jasco-810, a temperatura controlada de 25 °C (controlador de temperatura, Julabo) e num
intervalo de comprimento de onda de 195 a 260 nm. As amostras (concentracdo final de
AuNP = 12 nM) a pH 10 foram medidas numa cuvete de quartzo (Hellma, Alemanha) de 1
mm de espessura, com uma velocidade de 20 nm min™, um intervalo entre amostras de 0,1
nm e um tempo de resposta de 16 s.

A anadlise dos espectros de CD foi realizada online, usando o programa DICHROWEB
(www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html) com o algoritmo de determinacdo de estrutura
secundaria CDSSTR? [31, 32]. Os resultados foram expressos em elipticidade média por
residuo de aminodcido, (©), em deg cm? dmol™ a 222 nm, sendo os espectros seleccionados
0s que apresentaram menor razdo sinal-ruido. As experiéncias de CD foram efectuadas no
Laboratério de Patologia Molecular do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz,

Monte de Caparica.

4.2.2.3 Microscopia de Forga Atémica (AFM)

Para os ensaios de AFM as amostras de AuNP e de bionanoconjugados foram
centrifugadas durante 25 min. a 9300 rpm (centrifuga 5810R, Eppendorf), seguido da
remoc¢dao do sobrenadante. O precipitado foi lavado duas vezes com 100 pL de dgua para
biologia molecular (Sigma-Aldrich), e ressuspendido em 60 pL da mesma 4gua, para eliminar
cristais de sal e/ou tampdo que poderiam afectar as medidas de AFM.

Pipetaram-se 20 pL da amostra para uma mica clivada e deixou-se secar a
temperatura ambiente. As imagens foram obtidas com um microscépio de forca atémica,
Multimode (Veeco), equipado com um controlador Nanoscope IVa.

A AFM foi operada a temperatura ambiente e ao ar, no modo intermitente

(“tapping”). Utilizaram-se pontas de silicio montadas em bracos (“cantilevers”) rectangulares

? A autora agradece ao Dr. Luis M. A. Oliveira a andlise dos espectros de CD através do programa DICHROWEB.
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com uma frequéncia de ressonancia de cerca de 300 kHz (AppNano, CA) e as imagens foram
seleccionadas com base num conjunto de medidas estaveis e reprodutiveis.
As imagens de AFM foram obtidas pelo Doutor Peter Eaton no

REQUIMTE/Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

4.2.2.4 Microscopia Electrénica de Transmissao (TEM)

Depositaram-se 20 puL da amostra numa matriz de cobre revestida a carbono e
secou-se a temperatura ambiente. As imagens de TEM foram obtidas num microscépio
HITACHI H-8100, operado com uma voltagem de aceleracdo de 200 kV e analisadas com o
utilitdrio Imagel e Origin Pro 8.0, sendo apresentadas as imagens representativas de um
conjunto de medidas estaveis e reprodutiveis.

Este trabalho foi realizado pelo Dr. Pedro Quaresma no MicrolLab - Laboratério de

Microscopia Electrénica do Instituto Superior Técnico, Universidade Técnica de Lisboa.

4.2.3 Medidas de Dispersao de Luz

As medidas de dispersdo de luz dindmica (DLS) e de potencial zeta ({-potencial)
foram realizadas usando um Zetasizer Nano-ZS da Malvern Instruments, com um laser de
He-Ne (comprimento de onda = 633 nm) a 4 mW e com um angulo fixo de deteccdo de 173°,
para DLS, e de 17°, para as medidas de potencial zeta. Todas as medidas foram obtidas a
temperatura controlada de 25 °C e tiveram inicio 15 min. apds a amostra atingir o equilibrio
térmico. As medidas foram repetidas para se poder estimar o erro associado.

Este estudo foi desenvolvido na Unidade de Biomembranas do Instituto de

Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.
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4.2.3.1 Medidas de Dispersdo de Luz Dinamica (DLS)

Filtrou-se 1 mL da amostra a pH 11, previamente diluida em agua ultra-pura
(sistema de agua Milli-Q, Millipore, 18,2 MQ.cm) numa seringa estéril (concentracdo final de
AuNP aproximadamente de 0,3 nM e concentracdo de Cyt ¢ varidvel de acordo com a razao
desejada), através de um filtro de nylon de 0,45 um de diametro de poro (Whatman) para
uma cuvete descartdvel com tampa (poliestireno, tamanho 10 x 10 x 48 mm, Sarsted,
Alemanha) e agitou-se. Mediu-se a absorvancia da amostra ao comprimento de onda de
633 nm. Efectuaram-se medicGes de DLS 15 vezes em cada amostra e em cada medida foram
realizadas de 13 a 45 aquisigdes.

Pelo utilitario da Malvern (incorporado no equipamento), a funcdo de auto-
correlagdo da intensidade de luz dispersa foi analisada pelo programa CONTIN
(transformacdo inversa de Laplace [33, 34]), e o didametro hidrodindmico, d (H), foi calculado

usando a equacgao de Stokes-Einstein (equagao 1):

_ kT
~ 3mnD

d (H) €y

d (H) descreve o diametro hidrodinamico, D o coeficiente de difusdo translacional, k a constante de

Boltzman, T a temperatura absoluta e n a viscosidade.

4.2.3.2 Medidas de Potencial Zeta ({-potencial)

Filtrou-se 1 mL da amostra a pH 11, previamente diluida em agua ultra-pura numa
seringa estéril (concentracado final de AuNP aproximadamente de 3 nM e concentracdo de
Cyt c varidvel de acordo com a razao desejada), através de um filtro de nylon de 0,45 um de
diametro de poro (Whatman), transferiu-se lentamente para uma célula limpa de potencial
zeta (poliestireno com eléctrodos metdlicos revestidos a ouro, Malvern, UK), de forma a
garantir que a amostra ndo possui bolhas de ar dentro da célula e que os eléctrodos estdo
completamente imersos quando da colocacdo das tampas nas extremidades, e por ultimo

foram colocadas as placas de contacto térmico (proporcionam uma maior estabilidade da
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temperatura). Cada amostra foi medida 25 vezes e em cada medida foram realizadas 65
aquisicoes.
O valor de potencial zeta foi calculado pelo utilitario da Malvern através da equagao

de Henry (equagdo 2), que relaciona a mobilidade electroforética com o {—potencial.
Us = 225 F(kR) @

U: é a mobilidade electroforética, € e n sdo a constante dieléctrica e a viscosidade do solvente,

respectivamente, { é o potencial zeta e f(kR) a fungdo de Henry.

A func¢do de Henry foi aproximada pela aproximag¢do de Smoluchowski, f(kR) = 1,5,
devido ao facto das medidas de potencial zeta terem sido realizadas em solucdo aquosa.
Os dados obtidos para as diferentes razdes [Cyt c] / [AuNP] foram ajustados a uma

isotérmica de adsorc¢do de Langmuir, usando o utilitario Origin Pro 8.0.

4.3 Resultados

4.3.1 Caracterizagao das nanoparticulas de ouro

A solucdo de AuNP a pH 11 exibiu cor vermelha e uma banda de SPR a 520 nm,
como expectdvel para este tipo de solugao coloidal e confirmado por espectroscopia de UV-
visivel (seccdo 4.3.3).

O diametro médio das AuNP foi determinado por AFM, DLS e TEM.

As medidas de AFM (seccdo 4.3.4) revelaram um diametro médio para as
nanoparticulas de 11,5 £ 1,7 nm em concordancia com o valor de didmetro hidrodindmico de
11,7 £ 1,6 nm determinado por DLS (sec¢do 4.3.2.1).

O valor de didametro médio das AuNP calculado por TEM a partir da contagem de
1754 AuNP foi de 13,9 + 3,3 nm, como ilustra o histograma da figura 4.1. Este valor de
diametro estd em conformidade com os valores determinados por AFM e DLS, tendo em

consideracdo as limitacdes das diferentes técnicas.
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As AuNP apresentam uma forma esférica e estao dispersas individualmente como

se pode observar na figura 4.2.

Contagens
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Didmetro = 13,9 nm

700 Desvio Padrdo = 3,3 nm

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Diametro (nm)

Figura 4.1 Histograma de distribuicdo de tamanhos da contagem de 1754 AuNP com didametro médio

de 13,9+ 3,3 nm.

)

Figura 4.2 Imagem de TEM da solu¢cdo de AuNP a pH 11. A barra de escala corresponde a 200 nm.

4.3.2

Avaliagao da superficie de revestimento dos bionanoconjugados

Para comprovar a formacdo dos bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-AuNP foram

realizadas medidas de DLS e de potencial zeta das AuNP com diferentes concentragdes de

proteina (Cyt c).
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4.3.2.1 Medidas de Dispersao de Luz Dinamica

A dispersao de luz dinamica permite determinar o diametro hidrodinamico dos
bionanoconjugados e avaliar a cobertura de superficie das AUNP pela proteina.

Os bionanoconjugados HCc-AuNP apresentaram valores de d (H), muito préximos
dentro do erro, aos valores de d (H) da solu¢do de AuNP (11,7 = 1,6 nm) como ilustra a figura
4.3 a. Este resultado pode indicar que ndo ocorre formacdo de bionanoconjugados, no
entanto este resultado sera contraposto pelas medidas de potencial zeta (seccdo 4.3.2.2),
que mostram que os bionanoconjugados sdo de facto formados mesmo a razdes [Cyt c] /
[AuNP] baixas.

No que respeita aos bionanoconjugados YCc-AuNP, os valores de d (H) aumentaram
cerca de 7 nm até a razdo [Cyt c] / [AuNP] de 45, a partir desta razdo os resultados sdo
condicionados pela agregacdo das nanoparticulas (figura 4.3 b). Em HCc-AuNP a agregacdo
ocorreu acima da razao de 60.

Para as proteinas sozinhas, o valor de d (H) é de 2,5+ 0,2 nm para HCce de 2,7 £ 0,2
nm para YCc, sendo estes valores de d (H) uma média dos valores obtidos para trés
concentragdes diferentes de proteina (50, 100 e 150 uM). Estes resultados foram
concordantes com os valores de diametro tedrico calculados pelo programa Malvern
(http://www.malvern.co.uk/common/concentration_calc/concentration_calc.htm), com base no
valor da massa molecular da proteina e assumindo que se trata de uma proteina globular.

Os valores de didametro hidrodinamico para ambos os bionanoconjugados sao

representados na figura 4.3 a razdes [Cyt c] / [AuNP] entre O e 60.
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Figura 4.3 (a) Diametro hidrodinamico dos bionanoconjugados HCc-AuNP em funcdo da razao
[HCc] / [AuNP] a pH 11 e (b) Diametro hidrodindmico dos bionanoconjugados YCc-AuNP em fungdo
da razdo [YCc] / [AuNP] a pH 11. Cada barra corresponde a uma média de experiéncias em triplicado

e as barras de erro representam o desvio padrdao médio.

A agregacao foi um factor que afectou as medidas de DLS sendo detectada a razées
[Cyt c] / [AUNP] muito baixas e por este motivo ndo sdo apresentados resultados para razoes
superiores a 60. A DLS é muito sensivel a agregacdo, mesmo de agregados de pequena

dimensdo, como também foi observado por outros autores [35].
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Independentemente do método usado no tratamento dos resultados, no que
respeita ao isolamento da contribuicdo de grandes agregados a partir dos histogramas de
distribuicdo de tamanhos, a elevada contribuicao destes ndao permitiu a utilizagdo dos
resultados obtidos. Esta técnica é mais sensivel a particulas com um maior diametro
hidrodinamico, uma vez que a intensidade de dispersao de luz é proporcional a d® [36]. Assim,
a intensidade de dispersdao de luz proveniente destas, pode mascarar a dispersao de luz
proveniente de particulas com um menor d (H), sendo a DLS uma técnica com menor
sensibilidade para particulas de menores dimensdes existentes numa mistura. Pelas razoes

referidas a DLS ndo foi a técnica mais adequada para este estudo.

4.3.2.2 Medidas de Potencial Zeta

O potencial zeta mede o potencial eléctrico a superficie dos bionanoconjugados. A
grandeza deste potencial de superficie estd relacionada com a carga da superficie e a
espessura da dupla camada, dependendo assim da quantidade de proteina (considerada
como um polimero carregado) adsorvida a superficie do bionanoconjugado. E esperado que
com o aumento da concentracdo de Cyt ¢, a carga de superficie aumente até atingir um valor
estavel quando deixar de ser possivel adsorver mais proteina ao bionanoconjugado. O
mesmo se verificou noutros trabalhos de investigacdo apresentados na literatura, referentes
a adsorcdo de proteinas em particulas de ceramica [37] e determinacdo da superficie de
cobertura de pontos quanticos (“guantum dots”) pela enzima P450 [36].

Para se medir os valores de potencial zeta, as solu¢cdes de AuNP e de
bionanoconjugados foram preparadas como descrito no procedimento experimental.
Incubaram-se concentragdes crescentes de ambos os citocromos com a mesma
concentra¢do de AuNP, ocorrendo assim um aumento sucessivo da razdo, até 500 moléculas
de proteina por AuNP, a temperatura constante de 25 °C.

A solucao de AuNP apresentou um potencial zeta de -49,0 + 4,2 mV, concordante
com o apresentado na literatura [3].

Para os bionanoconjugados HCc-AuNP, o potencial zeta aumenta até a razdo [HCc] /
[AuNP] de 200, apresentando um valor de potencial de -30,5 mV * 1,1 mV, que se mantém

com valores aproximados nas razdes mais elevadas, como ilustra a figura 4.4.
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Figura 4.4 Potencial Zeta dos bionanoconjugados HCc-AuNP em func3o da razdo [HCc] / [AuNP] a pH
11. Cada ponto é uma média de experiéncias em triplicado e as barras de erro representam o desvio
padrdo médio. A linha preta representa o ajuste a uma isotérmica de adsor¢dao de Langmuir

(equagdo 3).

O potencial zeta dos bionanoconjugados HCc-AuNP é cerca de 20 mV menos
negativo do que o obtido para a solucdao de AuNP, o que parece indicar que o HCc transmite
carga de superficie mais positiva as AUNP.

O mesmo se verifica para os bionanoconjugados YCc-AuNP, em que o potencial zeta
aumenta até atingir o valor de -35,3 mV *+ 2,4 mV a razdo [YCc] / [AuNP] de 200, mantendo
um valor praticamente constante a partir desta razao (figura 4.5).

As proteinas em solucdo apresentaram um potencial zeta préoximo de 0 mV (-0,30 +
1,4 mV) para YCc e -14,3 mV * 1,6 mV para HCc. Estes valores de potencial zeta foram
obtidos a duas concentracdes diferentes de proteina (1,5 e 10 uM), sendo reprodutiveis.

O facto de ambas as proteinas apresentarem valores de potencial zeta préximos de
zero, pode ser explicado pelas medidas terem sido realizadas a pH 11.

Este pH é proximo do ponto isoeléctrico (pl) de ambas as proteinas (pl = 9,6 para o
HCc e pl = 9,5 para o YCc, como determinado pelo programa “Compute pl/Mw” do portal

ExPASy [38]).
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Figura 4.5 Potencial Zeta dos bionanoconjugados YCc-AuNP em funcdo da razdo [YCc] / [AuNP] a pH
11. Cada ponto é uma média de experiéncias em triplicado e as barras de erro representam o desvio
padrdo médio. A linha preta representa o ajuste a uma isotérmica de adsorgdo de Langmuir

(equagao 3).

Em estudos de adsorcdo de proteina a superficie de ouro a temperatura constante,
a isotérmica de adsor¢ao de Langmuir pode ser ajustada as alteragdes de frequéncia do
cristal de quartzo de ouro como fungao da concentracdo de proteina [3, 39]. A partir destes
resultados, torna-se possivel estabelecer para este trabalho um paralelismo entre as
alteracOes de frequéncia e o potencial zeta, constituindo este uma medida indirecta da
adsorcdo de proteina.

O potencial zeta estd relacionado com a carga de superficie da por¢do de proteina
adsorvida a AuNP, os resultados obtidos ilustram que quanto mais proteina adsorve a
superficie da nanoparticula, mais o potencial zeta do bionanoconjugado aumenta, até que
estabiliza (figuras 4.4 e 4.5), o que corresponde a uma cobertura homogénea da superficie
da AuNP pela proteina.

As figuras mostram o potencial zeta para cada bionanoconjugado em funcdo da
razdo [Cyt c] / [AuNP], sendo os pontos experimentais ajustados pela isotérmica de adsorc¢do
de Langmuir, usando a equac¢do 3 no utilitario Origin Pro 8.0. Os parametros obtidos para o

ajuste dos dados experimentais estdo representados na tabela 4.1.
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_ t.rmaxKLR

& 1+KLR )

C, é o C,—potencial medido para o bionanoconjugado com a superficie de cobertura R = [Cyt c] /
[AuNP], Cmaxé o valor maximo de C-potencial e K, é a constante de ligacdo, que corresponde ao valor

do inverso das razdes de concentra¢do (1/R), para metade do Cmax.

Tabela 4.1 Parametros de ajuste da isotérmica de adsorcdo de Langmuir a partir da equacao 3, para

ambos os bionanoconjugados.

| |
i Cmax (mV) KL Cmax-KL(mv) '
| |
e T
| HCc-AuNP | 27,4424 0,025 + 0,010 -0,69 |
] L d
| YCc-AuNP | -28,4+3,1 0,011 + 0,004 -0,31 |
| | |

De acordo com a teoria da isotérmica de adsor¢do de Langmuir, 0 {max.KL esta

relacionado com alteragdes de entalpia que ocorrem no processo de adsor¢ao [40].

O numero efectivo de moléculas de proteina presentes numa camada de proteina
pode ser calculado assumindo um empacotamento maximo de proteinas a superficie da
nanoparticula de ouro, ou seja, um empacotamento cubico de face centrada. Assim sendo,
foi possivel determinar o numero de moléculas de citocromo ¢ que teoricamente podem
adsorver a superficie da AuNP (consultar apéndice VI).

Foi necessario considerar a adsor¢do de duas monocamadas para cada
bionanoconjugado (correspondendo a 212 moléculas de HCc ou 188 moléculas de YCc por
cada AuNP) de modo a explicar a estabilizacdo dos valores de potencial zeta em cerca de 200
moléculas de proteina por cada AuNP.

O ajuste dos dados de potencial zeta pela isotérmica de adsor¢cao de Langmuir
assume que a adsor¢cdo ndo excede uma Unica monocamada, no entanto, foi considerado
que a proteina adsorve em 2 monocamadas, propondo-se um modelo dinamico de adsor¢ao

na discussdo de resultados.
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Para se garantir que a carga de superficie dos bionanoconjugados se encontra
totalmente estavel (estando a AuNP completamente recoberta pela proteina), foram
preparados bionanoconjugados com uma razdo [Cyt c] / [AuNP] = 250. Na literatura
descreve-se uma razdo semelhante (200 citocromos por AuNP) [5], com base num estudo
espectrofotométrico para a determinacdo da menor razdo de citocromo ¢ necessaria para

recobrir as AUNP de forma a evitar a agregacdo induzida por electrdlito.

4.3.3  Caracterizacdo dos bionanoconjugados por Espectroscopia de UV-visivel

Os bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-AuNP foram preparados a razdo de [Cyt c] /
[AuNP] = 250. Ambos os Cyt ¢ com uma concentracdo final de 1,2 uM foram incubados
durante a noite com uma solug¢do de AUNP com uma concentracdo final de 5 nM, a pH 11.

Ambos os bionanoconjugados apresentaram cor vermelha, uma banda de Soret a
408 nm e uma banda de SPR com um comprimento de onda mdaximo de 525 nm.

A banda de Soret demonstra a presenca da proteina e o desvio para o vermelho de
5 nm comparativamente com a banda de SPR a 520 nm apresentada pelas AuNP em solugao,
corresponde a alteracdes no indice de refraccdo das AuNP devido a presenca da camada de

proteina adsorvida, o que comprova a formacgao dos bionanoconjugados (figura 4.6).

AuNP
—o—YCc-AuNP
— ©—HCc-AuNP

Absorvancia

0,0 \ L \ 1 1 \ . 1 T
300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.6 Espectros de absor¢do de UV-visivel da solugdo de AuNP e de ambos os

bionanoconjugados a razdo de 250 e a pH 11.
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4.3.4  Caracterizagao dos bionanoconjugados por Microscopia de Forga Atdmica

A AFM foi realizada em amostras secas dos bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-
AuNP. O bionanoconjugado YCc-AuNP revela estruturas individuais com um didmetro médio
de 13,9 + 2,0 nm (figura 4.7 a e b), um aumento de cerca de 2,4 nm de didmetro em relacdo

a solucdo de AuNP (didmetro médio de 11,5+ 1,7 nm).
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Figura 4.7 (a) Imagem de AFM no modo intermitente do bionanoconjugado YCc-AuNP a razdo = 250
e a pH 11 e (b) Histograma de comparacdo entre as alturas da solucdo de AuNP (barras brancas) e do

bionanoconjugado YCc-AuNP (barras pretas).
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A visualizagdo de estruturas com 14 nm de diametro indicaram que o YCc esta
ligado as AuNP, a proteina resistiu a secagem da amostra e formou-se uma camada de
proteina. Contrariamente, o HCc-AuNP mostrou maioritariamente particulas pequenas de
didmetro médio = 3,0 + 0,4 nm, e muito poucas particulas maiores que 10 nm. Estas
pequenas estruturas provavelmente correspondem ao HCc que se libertou da AuNP, pois o
didmetro medido é concordante com o didmetro médio determinado por DLS para esta
proteina (2,5 + 0,2 nm).

Estes resultados parecem indicar que os bionanoconjugados HCc-AuNP sao instaveis
nas condi¢des em que as medidas de AFM foram realizadas, possivelmente a secagem da

amostra é responsdavel pela separacao da proteina da AuNP.

4.3.5 Caracterizacdo dos bionanoconjugados por Microscopia Electrénica de Transmissdo

O bionanoconjugado YCc-AuNP apresenta particulas esféricas, distribuidas
individualmente e de forma homogénea, com um didmetro médio de 13,6 + 2,2 nm,
calculado a partir da contagem de 2094 particulas, como se pode visualizar nas figuras 4.8 e
4.9. Este diametro é semelhante ao determinado por TEM para a solucdo de AuNP sozinha
(diametro médio de 13,9 £ 3,3 nm), o que se deve ao facto desta técnica ndo distinguir zonas

de baixa densidade, isto &, matéria organica.

Figura 4.8 Imagem de TEM do bionanoconjugado YCc-AuNP a razdo de 250 e a pH 11. A barra de

escala corresponde a 200 nm.
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Figura 4.9 Histograma de distribuicdo de tamanhos da contagem de 2094 YCc-AuNP com diametro

médio de 13,6 £ 2,2 nm.

No que respeita o HCc-AuNP, as imagens de TEM apresentaram um reduzido
numero de particulas (figura 4.10), ndo permitindo calcular o valor de diametro médio.
A formacdo dos bionanoconjugados ndo foi demonstrada por TEM, mas

comprovada pelas técnicas anteriores.

L]
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Figura 4.10 Imagem de TEM do bionanoconjugado HCc-AuNP a razdo de 250 e a pH 11. A barra de

escala corresponde a 200 nm.
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4.3.6  AlteragOes estruturais da proteina nos bionanoconjugados por Espectroscopia de

Dicroismo Circular

A espectroscopia de CD é frequentemente realizada no ultravioleta longinquo para
caracterizar a estrutura secunddria da proteina em solucdo e determinar as quantidades
relativas dos diferentes elementos da estrutura secundaria de uma proteina.

Neste trabalho o CD permitiu avaliar as alteracdes conformacionais que ocorreram
na proteina adsorvida a superficie da AUNP, comparativamente com a proteina em solugdo.

Os bionanoconjugados a razdo = 250 e a solucdo de proteina a mesma concentracao
final da razdo estudada (concentracdo final = 3 uM) foram ajustados a pH 10 e analisados
por espectroscopia de CD no ultravioleta longinquo de 195 a 260 nm.

As amostras foram ajustadas a pH 10 uma vez que se verificaram alteragdes
conformacionais a pH 11 no YCc sozinho em solugdo (diminuicdo do conteido em hélice a e
aumento do conteudo em espiral aleatdria), comparativamente com os restantes valores de
pH. Apesar de no HCc ndao se observarem tais alteragdes conformacionais, o pH 10 foi
escolhido em substituicdo do pH 11 para o ajuste de pH das solucbes de proteina e dos
bionanoconjugados.

A figura 4.11 ilustra os espectros de CD para ambas as proteinas em solucdo e na
presenca da AuNP (bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-AuNP) a pH 10.

No bionanoconjugado HCc-AuNP ndo se verificam alteragOes significativas de
estrutura secundaria do HCc quando adsorvido a AuNP, comparativamente com o HCc em
solugdo. Os espectros de CD (figura 4.11 a) mostram 2 minimos negativos a 208 e 222 nm,
caracteristicos do elevado conteido em hélice a do HCc [41].

O mesmo nao se verifica com o YCc que sofre alteragdes consideraveis de estrutura
secunddria pela interaccdo com a AuNP, o espectro apresenta um minimo negativo a 204 nm

(figura 4.11 b), que nao se encontra presente no espectro da proteina em solugao.

91



Parte Il. Interacgdo de Proteinas com Nanoparticulas de Ouro

10000 {,  (a) HCc
L —0—HCc-AuNP
%
(o]
(o]
o~ 5000} %
— o
o 0
_g % Comprimento de onda (nm)
(o] ) 0 IOD " 1 " 1 " 1 " 1 " m;“nm
g 200 210 220 250
- [e)
[eT] o
Q o
'c )
— -5000 | %
= 2
2
-10000
YCc
10000 |
(b) —a—YCc-AuNP
— 5000
Comprimento de onda (nm)
ok ] \ 1 , 1 , 1 A 1 — |
B 200 210 220 250

[6] (deg.cm?.dmol™

o
o
o
5000 F T,
!

-10000

Figura 4.11 (a) Espectros de CD no ultravioleta longinquo do HCc em solugdo e do bionanoconjugado
HCc-AuNP a razdo de 250 e a pH 10 e (b) Espectros de CD no ultravioleta longinquo do YCc em

solucdo e do bionanoconjugado YCc-AuNP a razdo de 250 e a pH 10.

A desconvolucdo dos espectros através do algoritmo de determinacdo de estrutura
secunddaria CDSSTR indicou que o HCc em solucdo a pH 10 apresentou uma conformacgdo em
hélice a com um conteudo de 23%, um contéudo de 19% em folha B e 40% em espiral
aleatdria (“random coil”). Quando a proteina adsorve as AuNP, formando o

bionanoconjugado, nao se verificaram alteragdes significativas destas conformacgdes.
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O YCc em solugdo mostrou maioritariamente uma conformagao em hélice a com
um contéudo de 31%, 14% em folha B e 38% em espiral aleatéria (“random coil”). No
bionanoconjugado o contéudo em folha B praticamente ndo se alterou, mas diminuiu
consideravelmente o contelddo em hélice a (de 31% em solucdo para 22% no
bionanoconjugado) e aumentou significativamente a conformagdo em espiral aleatéria de
38% em solugdo para 52% no bionanoconjugado. A diminui¢gdo do conteido em hélice a e o
aumento do conteddo em espiral aleatéria do YCc apds conjugacdo com a AuNP,
relativamente ao YCc em solugdo, indicam uma perda de estrutura secundaria, ndo

observada no HCc.

4.4 Discussao de Resultados

No presente capitulo demonstrou-se a formacdo dos bionanoconjugados HCc-AuNP
e YCc-AuNP por UV-visivel, AFM e medidas de potencial zeta e analisaram-se as
caracteristicas das proteinas adsorvidas as AUNP por CD.

Detectou-se um desvio de 5 nm para o vermelho da banda de SPR das AuNP por
espectroscopia de UV-visivel, comprovando a formac¢do dos bionanoconjugados com ambos
os citocromos. Os resultados de AFM mostraram ligacdo de YCc a AuNP pela formacdo de
uma monocamada de proteina com cerca de 2 nm, que ndo é removida aguando da
secagem da amostra. O mesmo ndo se verificou no caso dos bionanoconjugados com HCc,
em que a proteina possivelmente desadsorve da AuNP quando a amostra é seca.

Apesar da DLS detectar formas agregadas para os bionanoconjugados a partir de
razdes [Cyt c] / [AuNP] relativamente baixas, foi possivel observar um aumento de didmetro
hidrodinamico de cerca de 12 nm (AuNP sozinhas) para cerca de 19 nm no caso dos
bionanoconjugados YCc-AuNP a razao de 45. Este aumento de d (H) de cerca de 7 nm, que
nao foi observado para os bionanoconjugados HCc-AuNP, corresponderd a uma coroa
esférica de proteina com cerca de 3,5 nm de raio nos bionanoconjugados YCc-AuNP, de
acordo com os resultados de AFM.

Os resultados de potencial zeta demonstraram a formacdo de ambos os

bionanoconjugados pela perda da carga negativa das AuNP em solugdo, quando incubadas
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com concentracbes crescentes de qualquer um dos citocromos ¢, até atingirem uma
estabilizacdo; demonstrando a formag¢do de uma camada de proteina a superficie da AuNP,
tal como anteriormente verificado por Niemeyer e colaboradores para a ligacdo de
citocromo P450 a superficie de pontos quéanticos (“quantum dots”) [36].

Os dados de potencial zeta foram ajustados a uma isotérmica de adsorcdo de
Langmuir, assumindo que a adsor¢dao ocorre via monocamada simples. Para se explicar a
formacdo de bionanoconjugados estaveis com cerca de 200 moléculas de proteina por
AuNP, ao passo que a adsor¢dao em uma monocamada assumiria cerca de metade desse
valor (consultar apéndice VI), considerou-se que o processo de adsorcdo excede o limite de
empacotamento, implicando que as proteinas apresentem mobilidade lateral significativa,
permitindo assim a formacdo de uma monocamada densa. Esta mobilidade pode ocorrer em
HCc que se liga as AuNP por interacgdes electrostaticas, mas em YCc esta mobilidade é
reduzida pela ligacdo covalente a AuNP através do residuo de cisteina disponivel. A
diminuicdo observada do conteddo em hélice a no YCc do bionanoconjugado poderd ocorrer
a fim de possibilitar um empacotamento mais denso da proteina a superficie da AuNP.

A partir dos pardametros de ajuste da isotérmica de adsorcdo de Langmuir para
ambos os bionanoconjugados (consultar tabela 4.1, sec¢dao 4.3.2.2), verificou-se que o valor
maximo de potencial zeta é semelhante para ambos os bionanoconjugados, mas que o valor
de K. para o HCc é mais do dobro do valor para o YCc. O produto {max.Ki esta relacionado
com alteracdes de entalpia durante o processo de adsorcdo, sendo maiores na ligacdo do
HCc a AuNP do que na ligacdo do YCc as nanoparticulas, o que pode ser explicado pelo facto
do HCc se ligar a AuNP por interaccoes electrostaticas, enquanto o processo de ligacdo do
YCc ocorre via ligacdo covalente através da cisteina 102. Como para HCc ndo se verificam
alteracdes na conformacgdo da proteina ligada (tal como determinado por CD), existe apenas
a possibilidade de poderem estar envolvidos outros factores como por exemplo, factores
entropicos.

A associacdo proteina-nanoparticula pode ser um processo controlado por factores
entrdpicos, com libertacdo de um grande nimero de moléculas de agua e/ou contra-ides. A
libertacdo de moléculas de agua (provenientes da desidratacdo de partes da molécula de
proteina, da AuNP, ou de ambas) é frequentemente o factor de ligagdo mais importante
entre proteinas e a superficie das AuNP, e assim durante o processo de formacdao dos

bionanoconjugados ocorreriam alteragdes minimas na conforma¢do da proteina
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concomitantemente com o aumento da entropia do sistema, tal como proposto por Dawson
e colaboradores [42].

Considerando que na adsorgdao a AuNP, a proteina retém a sua conformagao nativa
e activa, a libertacdo de moléculas de agua podera constituir a forca motriz para a ligacdo da
proteina a superficie da AUNP e ndo a energia associada a alteracGes na conformacdo da
proteina.

Com o objectivo de se desenvolver um modelo estrutural para a interac¢do do Cyt ¢
com a AuNP, foi analisado o potencial de superficie electrostatico das estruturas
tridimensionais (3D) de raios-X dos citocromos. A figura 4.12 ilustra a superficie que estd
mais provavelmente em contacto com as AuNP e a superficie oposta, que é a face exposta a
solugdo, quando a proteina esta ligada a AuNP.

Para o HCc a superficie seleccionada para contacto com as AuNP é a face rica em
lisinas [27], e para o YCc a superficie escolhida para interagir com a AuNP é a face onde esta
presente o residuo de cisteina 102, estando a face oposta de ambos os citocromos em
contacto com a solugdo. A figura 4.12 mostra que para o HCc a face que estd em contacto
com a AuNP apresenta um potencial de superficie extremamente positivo (as zonas azuis
correspondem aos potenciais positivos), e a face que estd em contacto com a solu¢do uma
carga menos positiva. O YCc apresenta residuos de carga neutra e negativos (as zonas
representadas a vermelho correspondem aos potenciais negativos e a branco aos potenciais
neutros) em torno da cisteina 102 (representada pela seta) na face que esta em contacto
com a AuNP, e na face oposta uma carga mais positiva. A interacgao “forgada” do YCc
através da ligacdo covalente a carga negativa das AuNP, tem sido considerada como a
responsdavel pela destabilizacdo da estrutura secunddria da proteina [43]. Esta destabilizacdo
podera explicar a diminuicdo do conteddo em hélice a observada para o YCc no
bionanoconjugado, comparativamente com o respectivo conteiudo em solucdo, como
verificado por CD. Ocorreu uma diminuicdo de 9% em hélice a e um aumento de 14% em

III

espiral aleatéria (“random coil”), o que indicou uma perda da estrutura secundaria nativa do
YCc no bionanoconjugado. Resultados semelhantes estdao descritos na literatura [7, 44]. A
carga positiva existente na face exposta para a solugdo de ambas as proteinas pode ser
responsavel pelo aumento de potencial zeta observado nos bionanoconjugados com

diferentes razdes [Cyt c] / [AuUNP].
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Face em contacto com as AuNP

HCc YCc

Face exposta a solugao

Figura 4.12 Potenciais electrostaticos de superficie da estrutura 3D de raios-X dos citocromos HCc
(codigo de acesso PDB: 1HRC) e YCc (codigo de acesso PDB: 1YCC), exibindo a face que estd mais
provavelmente em contacto directo com as AuNP e a face oposta, que estd mais provavelmente
exposta a solucdo. A seta representa a localizacdo da cisteina 102. As zonas representadas a
vermelho correspondem aos potenciais negativos e a azul aos potenciais positivos, num intervalo de

potenciais de -2 a 12 KTe™. As figuras foram preparadas usando o utilitario Swiss-Pdb Viewer 3.7.

4.5 Conclusoes

Neste trabalho foi demonstrada a formacdo de bionanoconjugados constituidos
pela adsorcao de HCc ou YCc a AuNP e analisaram-se as suas caracteristicas de superficie.
O desvio de 5 nm observado na banda de SPR em relagdo a AuNP em solucao, a

formacdo de uma camada de proteina de cerca de 2 nm em torno da AuNP no
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bionanoconjugado YCc-AuNP, e um potencial zeta uniforme correspondente a cerca de 200
moléculas de proteina por AuNP, sdo evidéncias da formacdo dos bionanoconjugados.

Os dois citocromos apresentam uma sequéncia de aminoacidos semelhante, mas
formam bionanoconjugados com propriedades de superficie distintas em termos de
potenciais de superficie. Tal diferenca pode ser explicada pelo facto de ambas as proteinas
interagirem com a AuNP de forma diferente: HCc interage com a AuNP por interac¢des
electrostaticas, enquanto que YCc interage com a nanoparticula através de uma ligacdo
covalente. Esta ligacdo covalente é provavelmente responsdvel pela destabilizacdo da
estrutura secundaria nativa do YCc no bionanoconjugado conferindo-lhe diferentes
propriedades de superficie, comparativamente com o bionanoconjugado HCc-AuNP.

Em conclusdo, este trabalho de investigacdo mostra que é possivel formar
bionanoconjugados Cyt c-AuNP em que a proteina apresenta propriedades de superficie

distintas da sua forma em solucgdo.
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Capitulo 5. Formagdo de Bionanoconjugados Citocromo c - Nanoparticulas de Ouro Funcionalizadas

5.1 Introdugao

As nanoparticulas de ouro para além das suas propriedades épticas Unicas, robustez
e elevada area de superficie, podem ser funcionalizadas com ligandos tiolados,
apresentando na extremidade oposta funcionalidades anidnica, catidnica, hidrofdbica, etc;
formando uma monocamada que interage especificamente com biomoléculas [1, 2].

No capitulo 4 foi demonstrada a formacdo dos bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-
AuNP sendo as AuNP revestidas com citrato de sédio. Este agente de revestimento pode ser
substituido por um tiol como por exemplo o acido mercaptoundecandico (MUA),
frequentemente descrito na literatura [1, 3, 4]. Este alcanotiol no substrato de ouro permite a
formacao de superficies bem definidas com funcionalidades quimicas controladas [1].

Neste capitulo descreve-se a formacdo dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP,
pela interac¢do do citocromo ¢ de coragao de cavalo com nanoparticulas de ouro revestidas
com acido mercaptoundecandico (MUA-AuNP), demonstrada por medidas de potencial zeta,
espectroscopia de UV-visivel e microscopia de forca atdmica. Nao foi estudada a interaccao
entre o YCc e a MUA-AUNP para formacdo de um bionanoconjugado, devido ao facto do YCc
se ligar covalentemente através do residuo de cisteina 102 a superficie do ouro [5-7] e sofrer
alteracdes de estrutura secundaria na presenca das AuNP, como apresentado no capitulo
anterior.

O 4cido mercaptoundecandico forma uma monocamada a superficie das AuNP
apresentando uma terminacao carboxilato (COO’). Esta monocamada favorece a interaccdo
electrostdtica entre a proteina e a superficie da AuNP e pode proporcionar informacao
acerca do processo de transferéncia electrdnica [8, 9]. O MUA liga-se a superficie do ouro
através da ligagao covalente, pela terminagdo -SH [10, 11] e interage com o HCc através do
terminal COO™ de forma electrostatica, através da formacdo de pontes salinas com os grupos
de lisinas da proteina [9], como ilustra a figura 5.1. Um estudo semelhante foi desenvolvido
por Rotello e colaboradores relativamente a formagdo de monocamadas mistas contendo
terminais anidnicos protectoras das nanoparticulas para reconhecimento da superficie e
inibicdo da actividade da alfa-quimiotripsina (ChT); este estudo revelou que as AuNP
interagem com a ChT através de dois passos: uma rapida inibicdo reversivel, seguido de um
processo lento e irreversivel que conduz a desnaturagado da ChT a superficie da monocamada
da AuNP [12, 13].
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Figura 5.1 Representagdo esquematica do bionanoconjugado HCc-MUA-AuUNP.

A interac¢do da proteina com as nanoparticulas funcionalizadas conduziu a uma
alteracdo do indice de refraccdo do meio que envolve a nanoparticula, alterando a distancia
inter-particula e provocando um desvio para o vermelho de 2 nm da banda de ressonancia
plasmaénica superficial (a posicdo da banda de SPR para uma particula esférica depende do
indice de refraccdo do meio envolvente [14-16]), o que demonstrou a formacdo dos

bionanoconjugados, também comprovada por medidas de potencial zeta.

5.2 Procedimento Experimental

5.2.1  Preparacdo das nanoparticulas de ouro funcionalizadas e dos bionanoconjugados

As nanoparticulas de ouro funcionalizadas com acido 11-mercaptoundecandico,
MUA, (HS(CH,)10CO,H, grau de pureza de 95%, Sigma-Aldrich), foram preparadas segundo o
procedimento seguinte:

A solucdo de AuNP foi sintetizada pelo método de reducdo de citrato de sédio [17],

como apresentado em apéndice IV e seguidamente a solucdo de MUA-AuUNP foi preparada
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pela adi¢gdo de um volume de uma solugdo de MUA em etanol absoluto (grau de pureza de
99,8%, Riedel-de-Haén) numa concentracdo de 3,1 mM, de forma a corresponder a uma
razdo molar final de [MUA] / [AuNP] = 120. A adic3do foi efectuada a temperatura ambiente e
sob agitacio magnética®.

A concentracdo das nanoparticulas de ouro funcionalizadas foi determinada pela lei
de Lambert-Beer, assumindo que a absortividade molar calculada para a banda de
ressonancia plasmodnica superficial a 526 nm é de 2,33 x 10°Mtem™ 18], A concentracdo das
MUA-AuUNP obtida através deste método situa-se entre os 11 - 13 nM. A solu¢do de MUA-
AuNP foi diluida em agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore, 18,2 MQ.cm) para se obterem
concentragdes inferiores a concentracdao determinada apds a sintese. Apresentou um
maximo de comprimento de onda na banda de SPR de cerca de 523 nm, exibiu cor vermelho
escuro e um pH ligeiramente acido.

Os bionanoconjugados foram preparados pela incubacdo durante a noite da solugdo
de MUA-AuUNP, ajustada a pH 11 pela adicdo da solugcdo de NaOH 0,1 M, com a quantidade
apropriada da solug¢ao de citocromo ¢, para se obterem os bionanoconjugados HCc-MUA-
AuNP com a razdo [HCc] / [MUA-AuNP] desejada.

A solugao de HCc foi preparada como descrito no apéndice V.

5.2.2 Medidas de Espectroscopia e Microscopia

Foram realizadas medidas espectroscopicas e microscépicas utilizando
espectroscopia de UV-visivel e microscopia de forca atdmica. Os procedimentos
experimentais foram os mesmos dos descritos no capitulo 4 em 4.2.2.1 e 4.2.2.3, sendo as
amostras estudadas a solucdo MUA-AUNP e os bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP ao

mesmo pH e concentragao.

* A autora agradece ao Dr. Pedro Quaresma pela preparac¢ao da solugdo de MUA-AuUNP.
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5.2.3  Medidas de Dispersao de Luz

As medidas de dispersao de luz dinamica e de potencial zeta foram efectuadas
segundo o procedimento descrito no capitulo 4 em 4.2.3.1 e 4.2.3.2, mantendo-se a mesma
concentracdo e pH nas amostras MUA-AuNP e bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP.

Os resultados de potencial zeta obtidos para as diferentes razdoes [HCc] / [MUA-
AuNP] foram ajustados a uma isotérmica de adsorcao de Langmuir através do utilitario

Origin Pro 8.0.

53 Resultados

5.3.1 Caracteriza¢do das nanoparticulas de ouro funcionalizadas

A solugdao de MUA-AUNP a pH 11 apresentou cor vermelha e uma banda de SPR a
523 nm determinada por espectroscopia de UV-visivel, como ilustra a figura 5.2.
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Figura 5.2 Espectros de absorgao de UV-visivel da solugao de AuNP e de MUA-AuUNP a pH 11.

Verifica-se um ligeiro desvio para um comprimento de onda maior,

comparativamente com a banda de SPR da solugdo de AuNP (méaximo a 520 nm), devido ao
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facto do MUA estar ligado a superficie da AuNP, o que conduz a alteragdes na constante
dieléctrica do meu envolvente (o indice de refraccdo do meio estd directamente relacionado
com a constante dieléctrica) [19-21]. A variacdo observada (3 nm) ndo é contudo muito
significativa dado que o erro associado a medicdo é de £ 2 nm.

As AuNP funcionalizadas revelam por AFM estruturas individuais com uma coroa
organica em redor da AuNP, como evidenciado na figura 5.3, sendo o didmetro médio
determinado de 14,0 + 2,0 nm, que é concordante com o valor de d (H) obtido por DLS de

13,5+1,5nm.

Figura 5.3 Imagem de AFM no modo intermitente de AuNP funcionalizadas com MUA.

Verificou-se um aumento de diametro de cerca de 3,8 nm, comparativamente com
a solucdo de AuNP ndo funcionalizadas, analisada por AFM no mesmo dia e nas mesmas
condicdes experimentais, para a qual se determinou um diametro médio de 10,2+ 0,9 nm a
partir da contagem de nanoparticulas individuais, como destacado na figura 5.4.

Observou-se também um aumento de cerca de 1,8 nm de didmetro relativamente a
solugdo de AuNP (d (H) = 11,7 + 1,6 nm) determinado por DLS. Estes resultados demonstram

a formacao da monocamada MUA-AuNP.
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Figura 5.4 Imagem de AFM no modo intermitente de AuNP nao funcionalizadas.

A ligacdo do MUA a superficie da AuNP foi também confirmada por espectroscopia
de emissdo atémica por plasma acoplado indutivamente (ICP). As amostras analisadas por
ICP foram preparadas como descrito no apéndice VII.

A analise por ICP mostrou para a solucdo de MUA-AUNP uma concentracdo de
enxofre de 0,023 mg/L, comparativamente com a solu¢cdo de AuNP que ndo possui este
elemento (concentracdo de enxofre = 0,000 mg/L), o que confirma que o MUA esta presente
na amostra. Dada a elevada afinidade do enxofre pelo ouro, é muito provavel que a
extremidade tiolada do ligando que contém enxofre esteja de facto ligada a superficie da

AuUNP.

5.3.2  Avaliacdo da superficie de revestimento dos bionanoconjugados

A formacgdo dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP foi confirmada pelas medidas
de potencial zeta, dado que através desta técnica foi possivel medir a variacdo da carga
apresentada pela superficie do bionanoconjugado com o aumento da razdo [HCc] / [MUA-
AuNP].

A solucao de MUA-AuUNP e dos bionanoconjugados foi preparada como descrito no
procedimento experimental, em que se incubaram concentragdes crescentes do HCc para
uma mesma concentracdo de MUA-AuNP, formando-se bionanoconjugados com diferentes
razoes, até a uma razdo maxima [HCc] / [MUA-AuNP] de 500.
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O potencial zeta medido para a solucdo MUA-AuNP foi -49,8 £ 1,5 mV, semelhante
ao descrito na literatura [3].

Para os bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP, o potencial zeta aumenta muito
rapidamente até a razdo [HCc] / [MUA-AuNP] de 100, apresentando um valor de potencial
de -29,7 + 1,2 mV. Valores de potencial zeta semelhantes a este foram medidos nas razoes

mais elevadas, como mostra a figura 5.5.
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Figura 5.5 Potencial Zeta dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP em fungdo da razdo [HCc] / [MUA-
AuNP] a pH 11. Cada ponto é uma média de experiéncias em triplicado e as barras de erro
representam o desvio padrdao médio. A linha preta representa o ajuste a uma isotérmica de adsorcao

de Langmuir.

Nos bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP o potencial zeta vai sendo cada vez menos
negativo a medida que a razao aumenta, até que atinge um patamar, em que o potencial
zeta estabiliza em torno de -30 mV, o que corresponde a uma cobertura uniforme da MUA-
AuUNP pela proteina.

O numero de moléculas de HCc que teoricamente se podem ligar as MUA-AuNP
recobrindo-as completamente, foi determinado assumindo um empacotamento cubico de
face centrada como descrito no apéndice VI.

Numa primeira monocamada podem adsorver 92 moléculas de HCc e numa

segunda monocamada 172 moléculas de proteina por MUA-AuUNP, o que mostra que a
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estabilizagao dos valores de potencial zeta em cerca de 100 moléculas de proteina por MUA-
AuUNP ocorre logo numa primeira monocamada formada. A fim de garantir um recobrimento
total das AuNP funcionalizadas, pelo HCc, foram preparados bionanoconjugados com uma
razdo [HCc] / [MUA-AuNP] = 150.

Como a adsorgdo ocorre numa Unica monocamada, os pontos experimentais foram
ajustados a uma isotérmica de adsor¢do de Langmuir [3, 22], sendo os parametros obtidos
para o ajuste dos dados experimentais apresentados na tabela 5.1, através da equacdo 1
(Origin Pro 8.0).

Cz QmaXKLR (1)

1+KL R

{ é o {-potencial medido para o bionanoconjugado com a superficie de cobertura R = [Cyt c] /
[AuNP], Cmaxé o valor maximo de C-potencial e K, é a constante de ligacdo, que corresponde ao valor

do inverso das razdes de concentracdo (1/R), para metade do Qmax.

Tabela 5.1 Parametros de ajuste da isotérmica de adsor¢do de Langmuir para os bionanoconjugados

HCc-MUA-AuUNP.

Cmax (mV) KL Cmax- KL (mV) :

289 +0,72 0,145 + 0,037 4,19 i

| HCc-MUA-AuNP

5.3.3  Caracteriza¢do do bionanoconjugado por Espectroscopia de UV-visivel

O bionanoconjugado HCc-MUA-AuUNP foi preparado a razdo de 150 e a pH 11 (o HCc
de concentragdo final 0,74 uM foi incubado durante a noite numa solugdao de MUA-AuNP
com uma concentracgao final de 5 nM). Esta solucdo apresenta cor vermelha, uma banda de
SPR com um comprimento mdaximo de 525 nm e uma banda de Soret a 408 nm, como ilustra
a figura 5.6. Verifica-se um desvio para o vermelho de 2 nm em compara¢ao com a banda de
SPR a 523 nm caracteristica da solu¢cdo de MUA-AuUNP. Este desvio corresponde a alteracdes
no indice de refraccdo do MUA-AuUNP pela presenca do HCc, e estd dentro do erro associado
a medicdo (* 2 nm).
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Figura 5.6 Espectros de absorcdo de UV-visivel da solucdo de MUA-AUNP e do bionanoconjugado

HCc-MUA-AUNP a razdo de 150 e a pH 11.

5.3.4  Caracteriza¢do do bionanoconjugado por Microscopia de Forca Atédmica

O bionanoconjugado HCc-MUA-AUNP apresentou maioritariamente moléculas de
proteina individuais de didmetro reduzido, o que demonstra que a proteina se libertou do
MUA-AuUNP. Possivelmente a secagem da amostra efectuada antes da andlise por AFM é
responsavel pela separacdo do HCc do MUA-AuUNP, formando-se bionanoconjugados pouco
estdveis. O mesmo foi verificado anteriormente aquando da formac¢do do bionanoconjugado

HCc-AuNP.

5.4 Discussao de Resultados

A formacdo do bionanoconjugado HCc-MUA-AuNP foi comprovada por
espectroscopia de UV-visivel e por medidas de potencial zeta.

Pela espectroscopia de UV-visivel verificou-se um desvio de 2 nm para o vermelho
da banda de SPR das MUA-AuNP aquando da formacdo do bionanoconjugado, sendo esse

desvio de 5 nm se compararmos a posi¢cdao da banda de SPR nas AuNP revestidas com citrato
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(antes da formagdo da monocamada de MUA) com a posi¢do da banda de SPR nos
bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP. Este desvio corresponde a alteracdes no indice de
refraccdo das AuNP pela presenca da monocamada organica assim como do revestimento
com proteina. A posicdo da banda de SPR a 525 nm foi observada para ambos os
bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP e HCc-AuNP, o que parece reflectir que o tipo de
estrutura em torno das AuNP é semelhante.

As medidas de potencial zeta mostraram uma diminuicdo da carga negativa dos
MUA-AuUNP em solugdo (-49,8 + 1,5 mV) com o aumento da razdo [HCc] / [MUA-AuUNP], até
gue o potencial zeta estabiliza a partir da razdo = 100 moléculas de proteina por MUA-AuNP,
de acordo com o valor tedrico calculado para uma monocamada (92 moléculas de citocromo
c), 0 que comprova que a proteina recobre a superficie da AuNP funcionalizada numa Unica
monocamada.

Comparativamente com os resultados de potencial zeta obtidos no capitulo anterior
relativamente a formagao dos bionanoconjugados HCc-AuNP, verificou-se que os valores de
potencial zeta aumentam mais acentuadamente com o aumento da quantidade de proteina
presente para os bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP e estabilizam em valores préximos dos

determinados para o HCc-AuNP, como mostra a figura 5.7.
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Figura 5.7 Potencial Zeta dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP e HCc-AuNP, em funcdo da razao
[HCc] / [MUA-AuUNP] e [HCc] / [AuNP] a pH 11. Cada ponto é uma média de experiéncias em

triplicado e as barras de erro representam o desvio padrdao médio.
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T

A estabilizagao dos valores de potencial zeta para o bionanoconjugado HCc-MUA-
AuNP ocorreu a uma razdo [HCc] / [MUA-AuNP] de 100, uma razdo inferior a observada para
o bionanoconjugado HCc-AuNP (razdo [HCc] / [AuNP] = 200), o que demonstra que as MUA-
AuUNP estdo totalmente recobertas com a proteina numa monocamada simples ao contrario
da monocamada densa presente no bionanoconjugado HCc-AuNP.

Comparando o ajuste dos pontos experimentais a uma isotérmica de adsorc¢do de
Langmuir para ambos os bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP e HCc-AuNP (tabela 5.2),
verifica-se que o {max determinado para os bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP é préximo
do obtido para o HCc-AuNP. O valor de K, para o HCc-MUA-AuUNP é mais do quintuplo do
valor determinado para o HCc-AuNP, o que mostra que a constante de ligacdo é favorecida
pela presenga da monocamada de MUA a superficie da AuNP. O produto {m..K. estd
relacionado com alteracdes de entalpia, que sdo cerca de seis vezes superiores no
bionanoconjugado HCc-MUA-AUNP em comparagao com o HCc-AuNP.

Esta diferenca significativa em termos de alteragdes de entalpia, tendo em conta
que a ligacdo de HCc a superficie das nanoparticulas ocorre principalmente através de
interac¢BGes electrostdticas, podera ser explicada por uma maior densidade de carga (e
possivelmente uma distribuicdo de carga mais homogénea) apresentada pela monocamada
de MUA comparativamente com o revestimento com citrato apresentado pelas AuNP nao
funcionalizadas. Em ambos os casos, para além das alteracdes de entalpia, também o factor
entropia esta presente, uma vez que a ligacdo da proteina as nanoparticulas funcionalizadas
ou ndo funcionalizadas, é também influenciada pelo aumento de entropia que acompanha a
libertagao das moléculas de agua que constituem a camada de hidratagdo da nanoparticula

[8, 23].

Tabela 5.2 Parametros de ajuste da isotérmica de adsorcdo de Langmuir para os bionanoconjugados

HCc-MUA-AUNP e HCc-AuNP.

: Cmax (mV) KL Cmax- KL(mV) |
————————————————————————————— e o
HCc-MUA-AuUNP ! -28,9+0,72 0,145 + 0,037 -4,19 -
| |
—— e e e i _________________________________________________________________________________________ L]
HCc-AuNP g 27,4+2,4 0,025 + 0,010 -0,69
i
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Os potenciais electrostaticos de superficie da estrutura tridimensional de raios-X do
HCc (figura 4.12 apresentada no capitulo anterior) sugeriram que a face que esta em
contacto com a terminagao carboxilato é a face rica em lisinas com um potencial de
superficie extremamente positivo, ao passo que a face exposta a solugdo apresenta uma
carga menos positiva, provavelmente responsdvel pelo aumento dos valores de potencial
zeta do bionanoconjugado HCc-MUA-AuUNP a medida que a superficie de cobertura vai sendo

maior.

5.5 Conclusoes

No presente capitulo foi comprovada a formacdo do bionanoconjugado HCc-MUA-
AuNP, por espectroscopia de UV-visivel e medidas de potencial zeta.

Verificou-se que a banda de SPR do bionanoconjugado apresenta um maximo de
comprimento de onda que esta desviado para o vermelho 2 nm relativamente a banda de
SPR da MUA-AuUNP em solugdo e 5 nm relativamente a banda de SPR das AuNP ndo
funcionalizadas.

As medidas de potencial zeta mostraram um potencial de superficie estavel para
uma proporgao de cerca de 100 moléculas de HCc por nanoparticula de ouro funcionalizada,
formando assim uma monocamada simples que recobre a superficie da MUA-AuUNP.

Os bionanoconjugados formados entre HCc e a AuNP funcionalizada com uma
monocamada de MUA apresentam valores de entalpia e de constante de equilibrio
associados ao processo de ligacdo da proteina, que sdo cerca de uma ordem de grandeza
superior aos observados para o bionanoconjugado HCc-AuNP estudado no capitulo anterior.
Tal parece reflectir um modo de interac¢do electrostatica mais eficaz entre os MUA e a
proteina relativamente a superficie de citrato apresentada pelas AuNP nao funcionalizadas,
e indicia a funcionalizacggo como uma estratégia eficaz para a obtencdo de

bionanoconjugados proteina/AuNP mais estdveis e robustos.
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Capitulo 6. Estudo do Efeito do pH nos Bionanoconjugados - Perspectiva de Utilizagdo como Biossensor

6.1 Introdugao

Os bionanoconjugados de nanoparticulas de ouro e proteinas sdao muito
importantes pelas propriedades relevantes que exibem: as nanoparticulas destacam-se pelas
suas propriedades Opticas, electrénicas e magnéticas enquanto as proteinas pelas
propriedades de reconhecimento, cataliticas, transporte e de inibicdo, podendo encontrar
utilizacGes diversas no campo dos biossensores. Diversos sensores tém sido desenvolvidos,
como por exemplo sistemas bioelectronicos baseados em hibridos nanoparticulas-enzimas e
AuNP funcionalizadas para amplificacdo da deteccdo dptica de complexos de trombina em
solucdo e a superficie [1, 2].

As interacgdes entre AUNP e MUA-AUNP com citocromos do tipo ¢ foram descritas
nos capitulos 4 e 5, formando-se bionanoconjugados estaveis, com distintas propriedades de
superficie.

Diversos factores como a variacdo de pH, temperatura, forca idnica, concentracao,
podem influenciar a agregacao destes bionanoconjugados.

A agregacdo ocorre quando a distancia inter-particulas se torna menor que o raio da
particula [3], sendo facilmente detectada por espectroscopia de UV-visivel ao nivel do desvio
para o vermelho e alargamento da banda de SPR, assim como altera¢do de cor da solugdo de
vermelho (sem agregacdo) para azul (com agregacdo). O processo de agregacdo podera
conduzir a alteragGes conformacionais e estruturais da proteina.

Neste contexto, sdo especialmente relevantes as alteracdes de estrutura secundaria
da proteina, que podem ser avaliadas por espectroscopia de dicroismo circular. As
alteracdes de estrutura secundaria da proteina esperadas estdo relacionadas com a
formacao de estruturas em folha B, que podem conduzir a agregacao das proteinas [4]. Tal é
concordante com a estrutura das fibras amildides, caracteristicas de varias patologias
degenerativas onde se destacam a doenca de Alzheimer, Parkinson, diabetes do tipo Il e
cataratas [5, 6].

No presente capitulo foi analisado o efeito do pH nos bionanoconjugados Cyt c-
AuNP e HCc-MUA-AUNP estudados nos capitulos anteriores, por espectroscopias de UV-
visivel e CD e por medidas de potencial zeta, na perspectiva destes poderem ser usados

como biossensores.

119



Parte Il. Interacgdo de Proteinas com Nanoparticulas de Ouro

Os estudos de UV-visivel mostraram um padrdo de protonagdo distinto com a
agregacdo pelo pH a 8,8 e 6,2 para os bionanoconjugados YCc-AuNP e HCc-AuNP
respectivamente, e de pH 6,2 para HCc-MUA-AuNP.

Nao foram verificadas por CD altera¢Ges aprecidveis na estrutura secundaria do HCc
no bionanoconjugado em funcdo do pH, em oposicdo as alteracbes significativas de
estrutura secundaria do YCc no YCc-AuNP. A agregacdo nos bionanoconjugados HCc-MUA-
AuNP foi comprovada por medidas de potencial zeta.

A alteracgdo de cor nas solugdes dos bionanoconjugados observada aos diferentes
valores de pH, pode ser vantajosa como um biossensor para o estudo das alteracdes de
conformacao da proteina [7].

Parte dos resultados apresentados neste capitulo estdo publicados como referéncia

8.

6.2 Procedimento Experimental

6.2.1 Preparac¢ao dos bionanoconjugados

Os bionanoconjugados Cyt c-AuNP com uma razao de 250 e HCc-MUA-AUNP com

uma razdo de 150, foram preparados como descrito nos capitulos 4 e 5.

6.2.2  Medidas de Espectroscopia

6.2.2.1 Ajuste de pH nos bionanoconjugados para Espectroscopia de UV-visivel

O valor de pH de cada amostra de bionanoconjugado foi variado com a adicdo de
pequenas gotas da solucdo de HCl 0,1 M. Este processo foi também realizado nas solugdes
de AuNP, MUA-AuUNP e nas solugbes de proteina.

O pH foi medido num medidor de pH Basic 20, Crison. A escolha de HCl e NaOH para
o ajuste de pH tem por objectivo simplificar o contelddo iénico da solugdo, tanto quanto

possivel, pela limitacdo das espécies dissolvidas em i&es monovalentes Na*, CI, H" e OH".
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A utilizagdo de tampdes para controlo de pH foi descartada apds ensaios
preliminares que mostraram ocorrer agregagao das AUNP mesmo para concentragbes de
cerca de 30 mM de tampdes pouco complexos quimicamente, como o tampao de citrato de
sodio (utilizado na gama de pH 2 - 3) ou o tampdo de acetato de sédio (utilizado na gama de
pH 4 -5).

Os espectros de absor¢do foram efectuados imediatamente apds o ajuste do valor
de pH, no espectrofotémetro UV-visivel, modelo UV2, UNICAM, em células de quartzo
(Hellma, Alemanha), a temperatura ambiente e num intervalo de comprimento de onda de

300 a 900 nm.

6.2.2.2 Ajuste de pH nos bionanoconjugados para Espectroscopia de Dicroismo Circular

Em cada amostra de bionanoconjugado e em cada solugao de proteina a pH 10 foi
efectuado o ajuste de pH com a adicdo de pequenas gotas de dacido fosférico 0,1 M
(Pronalab). O HCI é substituido pelo H3PO4 no ajuste de pH nas medidas de CD, uma vez que
o cloreto tem uma forte absorcao, interferindo com o sinal de CD.

As experiéncias de dicroismo circular foram efectuadas num espectropolarimetro
Jasco-810, a temperatura controlada de 25 °C (controlador de temperatura, Julabo), no
laboratdrio de Patologia Molecular do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz,
Monte de Caparica.

As amostras ao pH pretendido foram medidas numa cuvete de quartzo (Hellma,
Alemanha) de 1 mm de espessura, num intervalo de comprimento de onda de 195 a 260 nm,
com uma velocidade de 20 nm min™, um intervalo de amostragem de 0,1 nm e um tempo de
resposta de 16 s.

A andlise dos espectros de CD foi realizada online, usando o programa DICHROWEB
(www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html) com o algoritmo de determinacdo de estrutura
secundaria CDSSTR* [9, 10]. Os resultados foram expressos em elipticidade média por residuo
de aminoacido, (©), em deg cm? dmol™ a 222 nm, sendo os espectros seleccionados os que

apresentaram menor razao sinal-ruido.

* A autora agradece ao Dr. Luis M. A. Oliveira a analise dos espectros de CD através do programa DICHROWEB.
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6.2.3  Medidas de Dispersao de Luz

6.2.3.1 Ajuste de pH nos bionanoconjugados para Medidas de Potencial Zeta

Filtrou-se 1 mL da amostra a pH 11, previamente diluida em agua ultra-pura numa
seringa estéril, através de um filtro de nylon de 0,45 um de diametro de poro (Whatman) e
ajustou-se o pH com HCI 0,1 M usando um medidor de pH Basic 20, Crison.

A amostra foi lentamente transferida para uma célula limpa de potencial zeta
(poliestireno com eléctrodos metdlicos revestidos a ouro, Malvern, UK), de forma a garantir
que a amostra ndo possui bolhas de ar dentro da célula e que os eléctrodos estao
completamente imersos quando da colocacdo das tampas nas extremidades, e foram
colocadas as placas de contacto térmico a fim de proporcionar uma maior estabilidade da
temperatura.

As medidas de potencial zeta foram efectuadas num Zetasizer Nano-ZS da Malvern
Instruments, com um laser de He-Ne (comprimento de onda = 633 nm) a 4 mW e com um
angulo fixo de 17°. As medidas foram obtidas a temperatura controlada de 25 °C e tiveram
inicio 15 min. apds a amostra atingir o equilibrio térmico. Cada amostra foi medida 25 vezes
e em cada medida foram realizadas 65 aquisicdes, sendo as medidas repetidas para se
estimar o erro associado.

O potencial zeta foi calculado pelo software da Malvern através da equacdo de
Henry (equacdo 2 descrita no capitulo 4).

Este estudo foi desenvolvido na Unidade de Biomembranas do Instituto de

Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.
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6.3 Resultados
6.3.1 Estudo do efeito do pH nas solu¢des de AUNP e MUA-AuNP
6.3.1.1 Efeito do pH determinado por Espectroscopia de UV-visivel

A solucdo coloidal de AuNP estudada por espectroscopia de UV-visivel de pH 11 a 2,
mostra uma banda de SPR centrada a 520 nm de pH 11 a pH 4 e um desvio abrupto da banda
de SPR para 639 nma pH 3 e 678 nm a pH 2 (figura 6.1).

De pH 11 a 4 as solugdes coloidais de AuNP ndao mostraram alteracdes na cor
vermelha da solug¢do, nem desvios da banda de SPR. Apresentaram cor azul a pH 3 e 2, o que

demonstra agregacao das AuNP a pH inferior a 4.
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Figura 6.1 Espectros de absorcdo de UV-visivel das solu¢des de AUNP em funcdo do pH.

As solucdes de MUA-AUNP analisadas de pH 11 a 2, mostram uma banda de SPR
centrada a 523 nm de pH 11 a 4 e um ligeiro desvio do comprimento de onda maximo para
524 nmapH3,5e3,525nmapH 2,5e 527 nm a pH 2, como ilustra a figura 6.2. Este desvio
foi visivel pela mudanga de cor da solugdo a pH inferior a 4. As solu¢cbes de MUA-AuNP

apresentaram cor vermelha de pH 11 a 4 que se alterou para a cor arroxeada de pH 3,5 a 2.
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Verificou-se também que a banda de SPR alarga a medida que o pH diminui, especialmente

abaixo de pH 4.
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Figura 6.2 Espectros de absorcdo de UV-visivel das solugdes de MUA-AuNP em funcdo do pH.

A valores de pH inferiores a 4, observou-se um ligeiro desvio para o vermelho na
solucdo de MUA-AuUNP, contrariamente ao desvio acentuado verificado na solucdo de AuNP.
Esta diferenca deve-se provavelmente ao facto da presenca da monocamada de MUA que
reveste as nanoparticulas, tornando-as mais estaveis e impedindo a agregagao.

As razbes de absorvancia entre as espécies agregadas (maximo de absorvancia a
678 nm para a solucdo de AuNP e maximo de absorvancia para a componente agregada a
630 nm para a solu¢cdo de MUA-AuUNP) e as espécies ndao agregadas (maximo de absorvancia
a 520 nm para a solucdo de AuNP e 523 nm para a solucdo de MUA-AuUNP), sdo

representadas graficamente em fung¢ao do pH na figura 6.3.
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Figura 6.3 Variacdo da razdo de absorvancia da banda de SPR na forma agregada e ndo agregada em
funcdo do pH. As razdes para as solu¢des de AUNP e MUA-AUNP s30 (A g7 nm / A 5200m) € (A 630nm / A

523nm), FE€SPECtivamente.

Pela andlise da figura verifica-se que para ambas as solu¢Ges a agregacdo ocorre a
pH inferior a 4, mas que o padrdo de agregacdo é diferente. Na solucdo de AuNP a agregacao
ocorre de forma abrupta abaixo de pH 4, contrariamente a uma lenta agregacdo observada
na solucdo de MUA-AuUNP. Estes resultados sdo visualmente detectados pela mudanca de
cor de ambas as solugdes a pH inferior a 4, a solugao de AuNP altera a cor vermelho para
azul enquanto que a solucdo de MUA-AUNP altera a cor vermelho para arroxeado.

O processo de agregacdo da solucdo de AuNP a pH inferior a 4 é concordante com o
valor de pK,3 = 3,13 para o citrato de sédio [11], o agente de revestimento presente nas
AuNP. Tal agregac¢ao pode ser explicada pelo facto de a pH inferior a 4 o citrato de sddio se
encontrar na forma neutra.

O processo de agregacao da solucdo de MUA-AuUNP abaixo de pH 4 é provavelmente
influenciado por factores cinéticos, sendo mais lento que o processo de agregacdo da
solucdo de AuNP, ou seja, a curva de agregacdo ndo sofre uma subida brusca abaixo deste
valor de pH. A agregacdo inicia-se a um valor de pH que reflecte o valor de pK, em

superficies de 5,7 + 0,2 (a uma forca idnica de 0,1 M) [12].
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6.3.1.2 Efeito do pH determinado por Medidas de Potencial Zeta

As solugdes de AuUNP e MUA-AUNP foram estudadas por medidas de potencial zeta

de pH 11 a 4, como ilustra a figura 6.4.
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Figura 6.4 Potencial Zeta das solu¢des de AUNP e MUA-AuUNP em func¢do do pH. Cada ponto é uma

média de experiéncias em triplicado e as barras de erro representam o desvio padrdo médio.

Em ambas as solugdes o potencial zeta aumenta sucessivamente a medida que o pH
diminui, sendo este aumento mais significativo a pH inferior a 6.

Para a solu¢dao de AuNP verifica-se um aumento de potencial zeta de -49,0 £ 4,2 mV
a pH 11 para -27,1 + 2,2 mV a pH 4, e para a solucdo de MUA-AUNP um aumento de
potencial de -49,8 + 1,5 mV a pH 11 para -31,6 + 0,8 mV a pH 4. Os valores de potencial zeta
medidos para a solucdo de AuNP s3o ligeiramente mais positivos que os valores de potencial
zeta medidos para a solugao de MUA-AuUNP, o que podera ser explicado pela presenga da
monocamada de MUA, que confere uma carga mais negativa as nanoparticulas,
relativamente a um revestimento com citrato.

O aumento mais significativo de potencial abaixo de pH 6 para a solugao de MUA-
AuNP, pode estar provavelmente relacionado com a protonacdao do grupo acido do MUA,
para o qual se observou um valor de pK, em superficies de 5,7 £ 0,2 (a uma forca idnica de

0,1 M) [12].
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6.3.2  Estudo do efeito do pH nos bionanoconjugados Cyt ¢ - AuNP
6.3.2.1 Efeito do pH nos bionanoconjugados determinado por Espectroscopia de UV-visivel

Os bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-AuNP a razdo de 250 foram analisados por
espectroscopia de UV-visivel de pH 11 a pH 4. A figura 6.5 a ilustra os espectros de absorcao

dos bionanoconjugados HCc-AuNP em func¢do do pH.

A banda de SPR mantém o seu comprimento de onda maximo a 525 nm de pH 11 a
pH 6,8, apresenta um desvio para 535 nm a pH 6,6 e desvia-se para 565 nm até pH 5,9,

mantendo-se em torno dos 579 nm de pH 5,7 a 4.
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Figura 6.5 (a) Espectros de absorcao de UV-visivel dos bionanoconjugados HCc-AuNP a razdo de 250,
em funcdo do pH e (b) Efeito visual do pH nos bionanoconjugados HCc-AuNP. O valor de pH dos
vasos reaccionais é 11,0; 10,1; 9,2; 8,2; 7,3; 6,2; 5,0 e 4,0. As fotografias foram tiradas imediatamente

apos a realizacdo do espectro de absor¢do a cada valor de pH.
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Os espectros de absorcdo dos bionanoconjugados YCc-AuNP a mesma razao,
mostram que de pH 11 a pH 9,2 a banda de SPR mantém o seu comprimento de onda
maximo a 525 nm, desvia abruptamente para o vermelho a 551 nm ao pH 8,8 e
seguidamente desvia-se para 570 nm a pH 7. Este comprimento de onda maximo mantém-se
praticamente inalterado até pH 4 (figura 6.6 a).

Resultados semelhantes estdo descritos na literatura, relativamente a altera¢des na
banda de SPR com a diminuicdo do pH, de conjugados como o YCc-AuNP [7] e a albumina de

soro de bovino (BSA) adsorvida a nanoparticulas de ouro [13].
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Figura 6.6 (a) Espectros de absorcdo de UV-visivel dos bionanoconjugados YCc-AuNP a razdo de 250,
em funcdo do pH e (b) Efeito visual do pH nos bionanoconjugados YCc-AuNP. O valor de pH dos vasos
reaccionais é 11,0; 10,1; 9,2; 8,2; 7,3; 6,2; 5,0 e 4,0. As fotografias foram tiradas imediatamente apds

a realizacao do espectro de absorgao a cada valor de pH.

Em ambos os bionanoconjugados, verificou-se um desvio da banda de SPR
observada por espectroscopia de UV-visivel, a medida que o pH diminui de 11 a 4, também

visualmente detectada pela alteracdo de cor das solugdes de vermelho para azul, o que
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corresponde a agregacado dos bionanoconjugados em solucdo, como ilustraram as figuras 6.5
beb6.6b.

Apébs 2 a 3 horas, as solucdes agregadas de cor azul formam precipitados que se
depositam no fundo do vaso reaccional. Resultados semelhantes estdo descritos na
literatura [7, 13].

As razOes de absorvancia entre as espécies agregadas (mdximo de absorvancia a
579 nm para os bionanoconjugados HCc-AuNP e a 570 nm para os bionanoconjugados YCc-
AuNP) e as espécies ndo agregadas (maximo de absorvancia a 525 nm para ambos os

bionanoconjugados), sdo representadas graficamente em func¢do do pH na figura 6.7.
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Figura 6.7 Variacdo da razdo de absorvancia da banda de SPR na forma agregada e ndo agregada em
funcdo do pH. As razbes para os bionanoconjugados HCc-AuNP e YCc-AuNP s30 (A s79 nm) / (A 525 nm) €

(A 570 nm) / (A s25 nm), respectivamente.

A derivada de cada representacao permitiu determinar o ponto de viragem para o
processo de agregacdo dos bionanoconjugados, ocorrendo a pH 6,2 para o HCc-AuNP e a pH

8,8 para o YCc-AuNP.

O citocromo c isolado apresenta algumas alteragbes na sua estrutura quando se

varia o pH da solucdo, nomeadamente, numa titulacdo de pH seguida por espectroscopia de
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UV-visivel foram revelados 4 pK, diferentes [14]. Estas diferentes formas da proteina derivam
de alteragdes no enrolamento da proteina e coordenacdo axial do ferro do hemo [15].

No estado nativo do citocromo ¢, o grupo hemo na proteina esta covalentemente
ligado ao residuo de His18 e Met80 [7]. A denominada “transicdo alcalina” que ocorre a um
pH superior a 8, corresponde a alteracdo do ligando axial do grupo hemo, onde a Met80 é
substituida pelo residuo de lisina (Lys73 ou Lys79 ou em alguns casos Lys72) [16].

Nos bionanoconjugados a pH 11, a banda de Soret foi detectada a 408 nm, um valor
praticamente idéntico ao apresentado pela proteina em solu¢do (407 nm para HCc e 409 nm
para YCc), como ilustram as figuras 6.8 e 6.9. Esta banda é originada pelo hemo e é muito
menos intensa que a banda de SPR das AuNP.

Para os bionanoconjugados HCc-AuNP, a banda de Soret desviou-se de 406 nm a pH

10,2 para 409 nm a pH 8,2, e manteve-se para valores de pH inferiores (figura 6.8).
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Figura 6.8 Comprimento de onda maximo da banda de Soret em funcdo do pH, para os

bionanoconjugados HCc-AuNP e para a solugdo de HCc.

Para os bionanoconjugados YCc-AuNP o desvio verificou-se de 408 nm a pH 10,2
para 412 nm a pH 7,3, estabilizando para valores de pH inferiores (figura 6.9).

As solucdes de proteina apresentaram desvios da banda de Soret semelhantes aos
obtidos nos bionanoconjugados, conforme o esperado para a transicao alcalina que ocorre a

pH 8,3 parao HCc e a pH 9,7 para o YCc [15].
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A observagdo da transigdo alcalina de cada bionanoconjugado é semelhante a da
proteina em solucdo, o que mostra que a integridade do hemo é provavelmente pouco

afectada pela ligagdo da proteina as AuNP.
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Figura 6.9 Comprimento de onda maximo da banda de Soret em funcdo do pH, para os

bionanoconjugados YCc-AuNP e para a solu¢do de YCc.

6.3.2.2 Efeito do pH nos bionanoconjugados determinado por Espectroscopia de Dicroismo

Circular

A espectroscopia de CD é um dos métodos mais comuns usados para o estudo das
conformacgdes da proteina em solugao e adsorvida a superficies coloidais.

Com o objectivo de se compreender o comportamento conformacional do HCc e
YCc nos bionanoconjugados aos diferentes valores de pH, realizaram-se as medidas de CD.

Os bionanoconjugados a razdo de 250 e a solugcdo de proteina a mesma
concentracdo final da razdo estudada (concentracdo final de 3 uM) foram analisados no
ultravioleta longinquo de 195 a 260 nm de pH 10 a pH 4.

Para este estudo escolheram-se valores de pH correspondentes as condi¢des de ndo
agregacao (pH 10), condicdes de agregacado (pH 4) e uma situacgdo intermédia (pH 7).

Como controlo, efectuaram-se espectros de CD de ambos os citocromos ¢ em

solugdo a pH 10, 7 e 4 (figuras 6.10 a e 6.11 a).
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Os espectros de ambas as proteinas em solucdo exibiram aos trés valores de pH
dois minimos negativos a 208 e 222 nm caracteristicos do elevado conteido em hélice a da
proteina [17].

Nos bionanoconjugados HCc-AuNP ndo se verificam alteragbes significativas da
estrutura secunddria do HCc aos diferentes valores de pH e comparativamente com a
proteina em solugdo, os bionanoconjugados mantém uma conformac¢do maioritariamente

em hélice a, como se pode observar na figura 6.10.
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Figura 6.10 (a) Espectros de CD no ultravioleta longinquo do HCc em solugdo a pH 10, 7 e 4 e

(b) Espectros de CD no ultravioleta longinquo dos bionanoconjugados HCc-AuNP a pH 10, 7 e 4.
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A desconvolugdo dos espectros pelo algoritmo CDSSTR mostra que o HCc em
solugdo apresenta a pH 10, 7 e 4, um conteiudo em hélice a, folha B e espiral aleatoria

III

(“random-coil”) semelhante ao dos bionanoconjugados HCc-AuNP, tal como apresentado na

tabela 6.1.

Tabela 6.1 Conteldo em hélice a, folha B e espiral aleatdria (“random coil”) do HCc em solugdo e nos

bionanoconjugados.

Contetudo em

Contetido em Contetiido em
pH Amostra Espiral aleatéria
Hélice a (%) Folha B (%)

(%)

S 10  HCe 23 19 . 0
HCc-AuNP 22 18 41

S 7 Hce 23 19 38
HCc-AuNP 20 22 40

. 4 Hee 25 17 38
HCc-AuNP 23 20 37

Contudo, o YCc sofreu alteragdes significativas de estrutura secundaria quando
interage com as AuNP aos trés valores de pH estudados, como ilustra a figura 6.11.
O conteudo de estrutura secundaria do YCc em solugdao e nos bionanoconjugados

aos trés valores de pH esta representado na tabela 6.2.

Tabela 6.2 Contelido em hélice a, folha B e espiral aleatéria (“random coil”) do YCc em solugdo e nos

bionanoconjugados.

Contetido em

Conteudo em Conteuido em
pH Amostra Espiral aleatéria
Hélice a (%) Folha B (%)

(%)

S 0 Y 31 14 38
YCc-AuNP 22 12 52

S 7 Y 25 17 39
YCc-AuNP 18 18 43

S 4 yee 2 2 36
YCc-AuNP 15 22 45

133



Parte Il. Interacgdo de Proteinas com Nanoparticulas de Ouro
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Figura 6.11 (a) Espectros de CD no ultravioleta longinquo do YCc em solucdo a pH 10, 7 e 4 e

(b) Espectros de CD no ultravioleta longinquo dos bionanoconjugados YCc-AuNP a pH 10, 7 e 4.

Nos bionanoconjugados YCc-AuNP a pH 10 verificou-se uma diminuigao de 9% em
hélice a, um aumento de 14% em espiral aleatéria (“random coil”) e um conteddo em folha
B semelhante ao da proteina em solugao.

O conteudo estrutural secundario determinado para o YCc em solucdo
comparativamente com o bionanoconjugado a pH 7, mostrou uma diminuicdo em 7% do

conteudo em hélice a e ndo exibiu diferencas significativas em folha B e espiral aleatéria.
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A pH 4, o conteddo em hélice a do YCc-AuNP é cerca de metade do determinado
para o YCc em solugdo, o conteido em folha B é cerca do dobro do apresentado em solucdo,
e um aumento de 9% em espiral aleatdria foi determinado no bionanoconjugado,
comparativamente com a proteina em solugdo.

Comparando o conteudo de cada conformacdo aos trés valores de pH, verificou-se
que nos bionanoconjugados YCc-AuNP de pH 10 a 4, ocorre uma diminuicdo em hélice a e
em espiral aleatdria e um aumento de folha B.

A figura 6.12 representa o conteddo em hélice a e folha B aos trés valores de pH
estudados. A diminuicdo do contelddo em hélice a do YCc nos bionanoconjugados
relativamente ao YCc em solucdo, corresponde a perda da estrutura secunddria a medida
gue o pH diminui e o aumento da estrutura em folha B indica agregacdo da proteina, sendo
0 seu conteudo mais elevado a pH 4, o que mostra claramente a agrega¢ao do YCc a pH

baixo.
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Figura 6.12 Percentagem de hélice a e folha  do YCc nos bionanoconjugados a pH 10, 7 e 4.
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6.3.3  Estudo do efeito do pH nos bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP
6.3.3.1 Efeito do pH nos bionanoconjugados determinado por Espectroscopia de UV-visivel

Os bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP a razdo de 150 foram analisados de pH 11 a

4 por espectroscopia de UV-visivel. Pela figura 6.13 a, é possivel observar que a banda de

SPR apresenta um maximo a 525 nm de pH 11 a 8,3 e desvia-se progressivamente para o
vermelho de 527 nm a 593 nm, entre pH 7 e 4, respectivamente.

Os desvios na banda de SPR sdo comprovados visualmente, como ilustra a figura

6.13 b.

14 - Diminuig3o de pH
1,2
1,0 k
0,8

0,6

Absorvancia

0,4

0,2

00 . 1 . 1 . 1 . = — i = |

"300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)

(b)

pH 11 pH 4
e /

Figura 6.13 (a) Espectros de absor¢do de UV-visivel dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP a razdo
de 150, em fungdo do pH e (b) Efeito visual do pH nos bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP. O valor
de pH dos vasos reaccionais é 11,0; 10,1; 9,2; 8,2; 7,3; 6,2; 5,0 e 4,0. As fotografias foram tiradas

imediatamente apds a realizacdo do espectro de absorc¢do a cada valor de pH.

A cor da solugdo dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP a razao de 150 vai sendo
alterada de vermelho para azul a medida que o pH diminui, o que mostra a formacdo de
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agregados a pH baixo. Ao fim de poucas horas, as solu¢des agregadas precipitaram,
depositando-se os precipitados no fundo do vaso reaccional.

A representagao grafica da razdo de absorvancia entre a espécie agregada e a
espécie ndo agregada (maximo de absorvancia a 593 nm e 525 nm, respectivamente) em
funcdo do pH, é apresentada na figura 6.14.

O ponto de viragem determinado para o processo de agregacao dos

bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP, através da derivada da representacdo ocorreu a pH 6,2.
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Figura 6.14 Variacdo da razdo de absorvancia da banda de SPR na forma agregada e ndo agregada

(A 593nm / A 525 nm) €m funcdo do pH, para os bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP.

6.3.3.2 Efeito do pH nos bionanoconjugados determinado por Medidas de Potencial Zeta

Os bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP a razdo de 150, a solucdo de proteina a
mesma concentracdo final da razdo estudada (concentracgdo final de 0,5 uM) e a solucdo de
MUA-AuUNP (apresentada na sec¢do 6.3.1.2) foram estudados por medidas de potencial zeta

de pH 11 a 4, como ilustra a figura 6.15.
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Figura 6.15 Potencial Zeta dos bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP a razdo de 150, da solugdo de
MUA-AUNP e de HCc, em fungdo do pH. Cada ponto é uma média de experiéncias em triplicado e as

barras de erro representam o desvio padrdao médio.

Em todos os casos estudados, a diminui¢cdo do pH levou a um aumento dos valores
de potencial zeta para valores menos negativos.

Os bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP mostraram um aumento gradual do valor
de potencial zeta a medida que o pH diminui de -37,7+2,5mV apH 11 para 14,4+2,5mV a
pH 4. Valores de potencial zeta positivos sdao observados a pH inferior a 6. Os
bionanoconjugados apresentam valores de potencial zeta mais positivos que a solucdo de
MUA-AuUNP, devido a carga positiva da proteina em solugao.

O HCc sozinho em solucdo apresenta valores de potencial zeta que se aproximam
de 0 mV abaixo de pH 10, e sdo positivos aos valores de pH inferiores a 9 mostrando um
potencial de 8,94 + 3,94 mV a pH 4. Pela figura 6.15 é possivel identificar o ponto isoeléctrico
do HCc a pH =9, que é concordante com o pl de 9,6 determinado teoricamente para esta

proteina.

Com o objectivo de se analisar a carga de superficie dos bionanoconjugados sem a

presenga da monocamada de MUA, foram realizadas medidas de potencial zeta em fungao
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do pH em bionanoconjugados HCc-AuNP a mesma razdo ([HCc] / [AuNP] de 150) que se
utilizou para o estudo com bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP.

Apresentam-se os resultados na figura 6.16. Pela andlise da figura verifica-se que
nos bionanoconjugados HCc-AuNP os valores de potencial zeta aumentam a medida que o
pH diminui de -32,6 + 7,5 mV a pH 11 para 16,1 = 1,75 mV a pH 4, sendo prdéximos dos

valores de potencial zeta determinados para HCc-MUA-AuUNP.
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Figura 6.16 Potencial Zeta dos bionanoconjugados HCc-MUA-AUNP e HCc-AuNP a razdo de 150, em
funcdo do pH. Cada ponto é uma média de experiéncias em triplicado e as barras de erro

representam o desvio padrdao médio.

6.4 Discussao de Resultados

A estabilidade em solucdo dos bionanoconjugados Cyt c-AuNP estudada por
espectroscopia de UV-visivel e por dicroismo circular mostrou uma forte dependéncia com o
pH, sendo a principal observagdo a ocorréncia de agregacao a valores de pH basico e acido, e
correspondente alteracao da cor da solucdo, que passa de vermelho a azul, a medida que o
pH diminui de 11 a 4, em oposicdo a solucdo coloidal de AuNP.

Nos bionanoconjugados Cyt c-AuNP a agregacdo iniciou-se a um pH mais alto para
YCc-AuNP do que para HCc-AuNP, pH 8,8 e 6,2, respectivamente. Esta diferenca pode estar

relacionada com a estabilidade da estrutura da proteina, sendo mais instavel nos
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bionanoconjugados YCc-AuNP comparativamente com HCc-AuNP, como reflectido nos
resultados de CD.

A banda de SPR dos bionanoconjugados agregados a pH 4 ocorreu a 570 nm para o
YCc-AuNP e 579 nm para o HCc-AuNP, o que parece indicar que a distancia inter-particulas é
mais pequena no HCc-AuNP do que no YCc-AuNP, dado que agregados maiores de AuNP
levam ao deslocamento para o vermelho da banda de SPR [18].

Os resultados de CD mostraram que as alteracdes de conformacado da proteina sdo
praticamente ausentes nos bionanoconjugados HCc-AuNP aos valores de pH estudados. Pelo
contrdario, em YCc-AuNP verificou-se uma diminuicdo do conteido em hélice a de 22% na
forma ndo agregada (a pH 10) para 15% na forma agregada (a pH 4), o que indica uma perda
de estrutura secundaria da proteina. O conteddo em folha B no bionanoconjugado YCc-AuNP
a pH 10 aumentou para cerca do dobro a pH 4, correspondendo este aumento a alteracdes
na estrutura secunddria da proteina que conduzem a sua agregacdo [19]. Estando estas
alteracdes na estrutura secunddria do YCc nos bionanoconjugados pelo efeito do pH,
associadas a agregacdo dos bionanoconjugados em solucdo, pode concluir-se que a
alteracdo de cor das solucdes de bionanoconjugados pode ser usada como um sensor para o
estudo das alteracdes conformacionais da proteina. Esta conclusdo esta de acordo com o
estudo levado a cabo por Chah e colaboradores em que a agregacao das nanoparticulas de
ouro estd directamente relacionada com a conformacgdo da proteina ligada, podendo as
AuNP formar um simples e econdmico sensor para detec¢do de alteracbes de conformacgao
da proteina [7].

Relativamente a estrutura dos agregados YCc-AuNP, pode-se por a hipdtese da
proteina nestes bionanoconjugados ter uma conformagao mais desenrolada do que no HCc-
AuNP, o que pode formar uma coroa esférica de proteina mais espessa ao redor da
nanoparticula de ouro, conduzindo a uma maior distancia inter-particulas, que se reflecte no
menor comprimento de onda do mdéximo de absorvancia da banda de SPR, relativamente a
apresentada por HCc-AuNP. Uma investigacdo semelhante foi desenvolvida por Rotello e
colaboradores, em que mostraram que uma camada densa de proteina a superficie das
AuUNP funcionalizadas conduz a um maior espaco inter-particulas [20].

Uma outra hipdtese é o HCc com a diminuigdo do pH poder dissociar-se da AuNP,

conduzindo a uma menor distancia inter-particulas, que se reflecte num maior comprimento
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de onda do maximo de absorvancia da banda de SPR, comparativamente com a apresentada
pelo YCc-AuNP.

Se esta hipdtese for a mais correcta, a presenca de HCc influencia a agregacdo dos
bionanoconjugados, o que é comprovado pelo facto da solucdo de AuNP sem proteina ndo
agregar entre pH 11 e 4. A possivel dissociacdao do HCc da AuNP a medida que o pH diminui,
também explica os resultados de CD, em que a proteina nos bionanoconjugados apresentou

uma estrutura maioritariamente em hélice a, tal como em solucao.

Os bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP também mostraram uma forte dependéncia
com o pH, comprovada por espectroscopia de UV-visivel e medidas de potencial zeta. Pela
espectroscopia de UV-visivel verificou-se que a agregacao dos bionanoconjugados inicia-se a
pH ligeiramente 4cido (6,2) e que ocorreram altera¢des na cor da solucdo de vermelho para
azul com a diminuicdo do pH de 11 a 4, contrariamente ao observado com a solugdo coloidal
de MUA-AUNP neste intervalo de pH.

Para se analisar a influéncia da SAM de MUA no processo de agregacdo dos
bionanoconjugados por espectroscopia de UV-visivel, o mesmo estudo foi efectuado com
bionanoconjugados HCc-AuNP a mesma razdo ([HCc] / [AuNP] = 150). Como ilustra a figura
6.17 o ponto de viragem determinado para o processo de agregacao dos bionanoconjugados
HCc-AuNP a razdo de 150 ocorreu a pH 6,2, tal como verificado nos bionanoconjugados HCc-
MUA-AuUNP a mesma razdo, o que parece reflectir que a presenca da monocamada de MUA
ndo influencia a agregac¢ao dos bionanoconjugados, uma vez que ocorre ao mesmo valor de
pH. No entanto, a banda de SPR do HCc-MUA-AuNP agregado a pH 4 ocorreu a 593 nm, a um
comprimento de onda superior ao observado para HCc-AuNP (580 nm), o que parece
mostrar que a distancia inter-particulas é menor nos bionanoconjugados funcionalizados,
relativamente aos bionanoconjugados nao funcionalizados. Este resultado pode ser
provavelmente devido ao HCc com a diminuicdo do pH se poder dissociar da MUA-AuUNP,
conduzindo a uma menor distancia inter-particulas e consequente agrega¢dao do

bionanoconjugado funcionalizado a pH baixo.
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Figura 6.17 Variacdo da razdo de absorvancia da banda de SPR na forma agregada e ndo agregada em
funcdo do pH. As razGes para os bionanoconjugados HCc-MUA-AuUNP e HCc-AuNP sdo

(A se3nm / A sasnm) € (A sgonm / A s25nm), FeSpectivamente.

O facto da monocamada de MUA ndo influenciar a agregacao dos
bionanoconjugados como verificado por espectroscopia de UV-visivel, também ¢é
demonstrado por medidas de potencial zeta.

Em ambos os bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP e HCc-AuNP os valores de
potencial zeta sdo semelhantes e aumentam a medida que o pH diminui, aproximaram-se de
zero a pH inferior a 6, o que parece mostrar a formacdo de agregados (a interacgao
electrostatica deixa de ocorrer e as interaccdes de Van der Waals conduzem a agregacao
[21]). Tal é concordante com as mudancas de cor das solugcdes observadas por
espectrofotometria de UV-visivel, e o valor de pH 6,2 determinado para o processo de
agregacao de ambos os bionanoconjugados. A hipdétese do HCc se poder dissociar do
bionanoconjugado a medida que o pH diminui pode explicar estes resultados, uma vez que a
dissociacdo da proteina pode levar a uma menor distancia inter-particulas e a agregacao

destas a pH inferior a 6.
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6.5 Conclusoes

Em conclusdo, a espectroscopia de UV-visivel para os bionanoconjugados HCc-AuNP
e YCc-AuNP revelou diferentes padrdes de protonacdao como determinado pelo pH que induz
a agregacao; os bionanoconjugados YCc-AuNP apresentaram uma agregacdo a pH basico (pH
= 8,8) enquanto que HCc-AuNP mostrou uma agregacao a pH ligeiramente acido (pH = 6,2).

O estudo de CD demonstrou que o pH do meio tem uma grande influéncia nas
alteragdes conformacionais da proteina quando esta se encontra sob a forma de
bionanoconjugado. Estas alteracbes foram somente observadas para o YCc no
bionanoconjugado, em que o conteddo em hélice a diminuiu e o conteido em folha B
aumentou a medida que o pH diminui, revelando agregacado da proteina.

A espectroscopia de UV-visivel para os bionanoconjugados HCc-MUA-AuNP mostrou
agregacao a pH ligeiramente acido (pH = 6,2), o que é concordante com os valores de
potencial zeta. Estes aumentaram a medida que o pH diminuiu e aproximaram-se de zero a
pH inferior a 6, indicando a formacao de agregados.

Uma vez que os bionanoconjugados apresentam diferentes propriedades de
superficie, as proteinas diferentes estruturas secundarias e a agregacdao dos
bionanoconjugados estd directamente relacionada com a conformacdo da proteina
adsorvida as AuNP, investigando as interac¢des proteina - nanoparticula metdlica pode ser
possivel formar bionanoconjugados com novas propriedades de superficie, com o objectivo

de serem usados como biossensores e com potenciais aplicagées em bioensaios.
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Capitulo 7. Conclusées Globais e Perspectivas Futuras

7.1 Conclusoes Globais

Na presente tese foram investigadas as interaccoes de proteinas com superficies
nanoestruturadas e nanoparticulas de metais nobres.

A interaccdo de proteinas com superficies nanoestruturadas de prata foi estudada
pela transferéncia electrénica de citocromos c; do Tipo | e Tipo Il adsorvidos em duas
monocamadas auto-montadas (SAM) de dois tipos distintos (terminacdo acida e terminacao
maltose) a superficie de eléctrodos de prata. Comparando o desempenho
espectroelectroquimico de ambas as monocamadas, concluiu-se ser a SAM de maltose uma
superficie mais adequada e promissora para a espectroelectroquimica das proteinas hémicas
analisadas, na medida em que permitiu a determinagdo dos potenciais de redugdo para os
qguatro hemos dos citocromos c¢3 e apresentou uma maior intensidade do sinal de SERRS
comparativamente com a SAM de 4cido. Tal aumento de intensidade pode dever-se ao facto
desta SAM interagir com as proteinas adsorvidas possivelmente por pontes de hidrogénio e
de forma independente do pH, em oposicao a SAM de acido, cuja interacgdo com as
proteinas ocorre maioritariamente por via electrostatica.

A interacgao de proteinas com superficies nanoestruturadas de ouro foi analisada
por AFM, sendo imobilizada a ferroquelatase recombinante de figado de rato em SAM de
alcanotidis com diferentes funcionalidades a superficie de ouro.

A enzima adsorveu preferencialmente na SAM pura neutra-hidrofébica (100% CHs),
na SAM mista 50% COO" : 50% CHs e através da ligacdo covalente a monocamadas de COOH
activada por EDC/NHS ou de DSP. Deste modo, concluiu-se que a adsor¢do de proteinas por
via electrostatica ou por forcas de Van der Waals também permite uma consideravel
imobilizagcdo da proteina, favorecendo a manuten¢dao da sua actividade enzimatica, em
oposicdo a ligacdo por via covalente amplamente utilizada. Este estudo permitiu
compreender como o modo de adsorgdo da proteina a superficie de ouro é determinante
para a escolha da SAM, contribuindo para a definicdo de superficies promissoras para o
desenvolvimento de biossensores especificos.

A interac¢do de proteinas com nanoparticulas de ouro foi analisada pela formacgao
de bionanoconjugados Cyt c-AuNP e Cyt c-MUA-AuUNP e foram estudadas as suas

propriedades superficiais na perspectiva de utilizagdo como biossensores.
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A formagao de bionanoconjugados estaveis HCc-AuNP ou YCc-AuNP foi
demonstrada pelo desvio de 5 nm para o vermelho da banda de SPR dos bionanoconjugados
em comparacdo com a banda de SPR das AuNP em solugdo, pela formagdao demonstrada por
AFM, de uma camada de proteina de cerca de 2 nm em torno da AuNP no bionanoconjugado
YCc-AuNP, e por um potencial zeta uniforme atribuido por cerca de 200 moléculas de
citocromo ¢ por nanoparticula, tal como avaliado por medidas de potencial zeta. Os
bionanoconjugados formados apresentaram diferentes propriedades de superficie, o que se
pode relacionar com os diferentes modos de interac¢do que apresentam com a
nanoparticula: HCc interage com a AuNP via interac¢Ges electrostaticas e YCc interage com a
AuNP via ligagao covalente pelo residuo de cisteina 102.

A formacdo do bionanoconjugado HCc-MUA-AuUNP foi demonstrada pelo desvio de
2 nm para o vermelho da banda de SPR do bionanoconjugado em relagao a banda de SPR da
MUA-AUNP em solugcdo, e por um potencial zeta uniforme atribuido por cerca de 100
moléculas de HCc por AuNP funcionalizada, formando uma monocamada simples que
recobre a superficie da MUA-AuNP, em oposicdo a monocamada densa formada no
bionanoconjugado HCc-AuNP.

O modo de ligacao electrostatico parece assim funcionar de modo mais eficaz entre
os MUA e a proteina comparativamente com a superficie de citrato das AuNP, o que revela
que a funcionalizacdo é uma estratégia eficaz para a formacao de bionanoconjugados Cyt c-
AuNP mais estdveis e robustos.

O estudo do efeito do pH mostrou um diferente padrao de protonagao para os
bionanoconjugados Cyt c-AuNP e HCc-MUA-AUNP e uma forte dependéncia da estrutura
secunddria da proteina com o pH do meio. Os bionanoconjugados YCc-AuNP apresentaram
uma agregacao a pH bdsico, enquanto que os bionanoconjugados HCc-AuNP e HCc-MUA-
AuNP apresentaram uma agregacdo ao mesmo valor de pH acido, uma observacdo que
suporta a conclusdo das propriedades de superficie do bionanoconjugado dependerem
apenas da face exposta da proteina, que parece ser a mesma, independentemente da
diferente funcionalizagdo (citrato ou MUA) da AuNP que as suporta.

As alteracOes de estrutura secundaria da proteina foram apenas verificadas para o
YCc no bionanoconjugado, enquanto que o HCc manteve a sua estrutura secundaria nativa

no bionanoconjugado.
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Capitulo 7. Conclusées Globais e Perspectivas Futuras

Este estudo demonstrou ser possivel a formacdo de bionanoconjugados com
propriedades de superficie distintas, nomeadamente em termos de valores de potenciais de
superficie e pH de agregag¢ao, o que indicia a possibilidade da sua aplicagdo em bioensaios e

biossensores.

Pelo trabalho de investigacdao desenvolvido na presente tese pode concluir-se que
as superficies nanoestruturadas de metais nobres sdo superficies privilegiadas para a
adsorcdo de proteinas, com vista a aplicagdes no desenvolvimento de biossensores, sendo
no entanto necessario seleccionar a superficie de modo a garantir o sucesso da imobilizacdo

da proteina, evitando a inactivacdo da sua actividade enzimatica.

7.2 Perspectivas Futuras

O trabalho de investigagao apresentado pode ser futuramente desenvolvido em
diversas vertentes.

O estudo da transferéncia electronica em citocromos c3 adsorvidos a eléctrodos de
prata pode ser aplicado a diferentes proteinas hémicas, usando SAM de alcanotidis com
diferentes funcionalidades e pode ser efectuado tanto por espectroscopia de ressonancia de
Raman (nomeadamente SERRS), como por microbalanca de cristal de quartzo acoplada a
electroquimica (EQCM). A SERRS também pode permitir a deteccdo e caracterizacdo de
moléculas Unicas ou aglomeradas, adsorvidas em nanoparticulas de prata ou ouro, com
potenciais aplicacdes em materiais nanoestruturados e deteccdo sensivel de farmacos.

Dado que a imobilizagdo das proteinas/enzimas em superficies nanoestruturadas
pode preservar a funcdo da proteina ou induzir a perda de actividade catalitica da mesma, a
medigao da actividade da enzima é de extrema importancia para a obtengao de superficies
com propriedades cataliticas.

A imobilizagdo de proteinas/enzimas em suportes solidos ou eléctrodos pode ser
aplicada na construcdo de biossensores e dispositivos biocataliticos, podendo esta
imobilizacdo ser caracterizada por outras técnicas ndo utilizadas neste trabalho, como por
exemplo microscopia de efeito de tunel (STM), voltametria ciclica (CV), microbalanca de
cristal de quartzo (QCM) e elipsometria.
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Capitulo 7. Conclusées Globais e Perspectivas Futuras

As AuNP tém sido extremamente usadas em bionanotecnologia pelas suas
propriedades odpticas, electronicas, magnéticas e cataliticas Unicas, e pela facilidade de
preparagao, controlo de tamanho, baixo custo e facil funcionalizagdo. A conjugacao de AuNP
com diferentes funcionalizagbes com as propriedades das biomoléculas permite iniUmeras
aplicacdbes em por exemplo, ensaios bioldgicos, diagndstico clinico e terapéutico,
monitorizacdo ambiental e em salde humana.

A capacidade de agregacao das AuNP funcionalizadas (facilmente detectavel pela
mudanca de cor) estd directamente relacionada com alteragdes na conformacdo das
proteinas, o que pode criar sensores simples e econdmicos capazes de estudar alteracoes
conformacionais da proteina e possivel agregacao. Estes biossensores podem ser aplicados
ao estudo de doencas neurodegenerativas, como por exemplo a doenca de Alzheimer ou
Parkinson, contribuindo para o seu diagndstico e para possiveis tratamentos.

O estudo das interacgGes proteina-nanoparticula é de extrema importancia, uma
vez que a associacao de proteinas com nanoparticulas em fluidos bioldgicos torna-se uma
entidade bioldgica relevante que interage com as células, e que pode ter potencial aplicacao
em nanomedicina e nanotoxicologia.

A investigacdo das propriedades das biomoléculas em combinagcdo com as
propriedades das AuNP ainda esta numa fase muito inicial de desenvolvimento e constitui

um grande desafio para o futuro da drea da Bionanotecnologia.
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Apéndices

Apéndice | Sintese e purificagdao do neoglicoconjugado de maltose

A sintese e a purificagdo do neoglicoconjugado de maltose foram efectuadas de
acordo com o procedimento publicado na literatura [1] em colabora¢do com a Professora
Soledad Penadés e o Doutor David Alcantara, no Instituto de Investigaciones Quimicas, CSIC,
Sevilha, Espanha. As etapas que compdem a sintese sdo ilustradas esquematicamente na

figura A.1 e descritas seguidamente.

BzO BzO 1

o)
oBz— O oBz—

\ \ \ BzQ O
oBz— OBZ /w OBz (|)BZ \O //\A’/\\\_OBZ

2 BzO

OBZ;\%\ O/y

. .

OBz— O /\i/ col

Figura A.1 Representacdo esquematica da sintese do neoglicoconjugado de maltose.
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a) Reacgdo da maltose comercial (20 g, 55,4 mmol) com cloreto de benzoilo - BzCl (80 mL, 66,4

mmol) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 200 mL), a 0 °C, com agitacao.

b) Reac¢do do produto 1 com 2,35 g de acetato de hidrazina em dimetilformamida - DMF (C3H,NO,

50 mL), a 55 °C durante 1 h. e com agitacao.

¢) Reacgdo do produto 2 (5,65 g, 5,276 mmol) com diclorometano seco (CH,Cl,, 40 mL) em agitacdo,
tricloroacetonitrilo (CIsCCN, 7,93 mL, 79,15 mmol) e DBU (1,8-diazabiciclo [5.4.0] undec-7-ene, 1,5

mL), durante 3 h. a temperatura ambiente com agitacéo.

d) Reacc¢do do produto 3 (3,84 g, 3,16 mmol) com C;3H,60,S (1,16 g, 4,74 mmol), deixou-se secar
bem. Adicionou-se sob argon CH,Cl, seco (15 mL) e trimetilsilil trifluorometanossulfonato - TMSOTf

(CF3S03Si(CH3)s, 69,8 pL, 0,379 mmol). Reacgdo durante 1 h. a temperatura ambiente com agitacdo.

e) Dissolveu-se o produto 4 (1,8 g, 1,386 mmol) em CH,Cl, (15 mL), adicionou-se MeOH (25 mL) em
agitacdo e MeONa (2 mL, 2,08 mmol). Reac¢do durante 2 h. 30 min. a temperatura ambiente, com
agitacdo. Apds desproteccdo, formou-se o neoglicoconjugado de maltose - 5, com um rendimento de

cerca de 70%.

Todos os produtos foram analisados por cromatografia em camada fina - TLC (placas de aluminio
com silica gel 60 Fs4, Merck, com o eluente: acetato de etilo/hexano 1:1, e reveladas com o
revelador anisaldeido - especifico para identificacdo de aclcares), purificados em colunas de
cromatografia de silica gel 60 (0,2 - 0,5 mm, Merck) num gradiente de hexano/acetato de etilo, e
caracterizados por espectroscopia de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) em cloroférmio
deuterado, sendo os espectros de RMN de *H e *C adquiridos num espectrémetro Bruker DPX-300.
Os reagentes usados tinham grau de pureza p.a. e foram obtidos comercialmente de Merck e Sigma-

Aldrich.
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Apéndice Il Preparacao dos eléctrodos de prata

Os eléctrodos de prata foram polidos por pressdo sobre uma folha de déxido de
aluminio, com um tamanho de grdo de 5 a 1 um, até a superficie do eléctrodo parecer um
espelho. Apds polimento os eléctrodos foram colocados na célula electroquimica com uma
solucdo de KCl a 0,1 M e sujeitos a trés ciclos electroquimicos de oxida¢do/reducdo (+0,3
volt, 1 min. / -0,3 volt, 1 min; potencidstato Princeton Applied Systems), para que os
eléctrodos de prata figuem activados de forma a facilitar a adsor¢do dos alcanotidis a partir

da solucdo etandlica de Cy;-acido e Cyi-maltose.
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Apéndice lll Isolamento e purifica¢dao da ferroquelatase recombinante de figado de rato

O isolamento e a purificagdo da ferroquelatase recombinante de figado de rato
foram efectuados segundo um procedimento adaptado de Ferreira [2].

O procedimento experimental realizado foi o seguidamente descrito:

Inoculou-se uma placa contendo o meio “Luria Broth” - LB sélido (composicdo
descrita no apéndice I1l.1.1) com a cultura de células de E. coli contendo o plasmideo pGF42,
foi mantida na estufa a 37 °C durante a noite, verificando-se o aparecimento de coldnias
individualizadas. Uma destas coldnias foi repicada para 50 mL de meio LB liquido
(composicdo descrita no apéndice I1l.1.2), ao qual foi adicionado 50 pL de ampicilina a 50
mg/mL. A ampicilina foi adicionada uma vez que o plasmideo apresenta uma marca de
resisténcia a este antibidtico, de modo a garantir a selecg¢ao de células que o contém. O meio
foi incubado por 18 horas a 37 °C com agitacdo (incubadora Gallenkamp). Esta cultura foi
usada como inéculo de um meio com fosfato limitante (composi¢cdo do meio apresentada no
apéndice 111.1.3), onde ocorreu a sobre-producdo da ferroquelatase. O meio foi incubado a
37 °C, com agitacdo vigorosa. Apds este periodo, as células foram centrifugadas (centrifuga
Beckman Avanti J-25, rotor JA-10) a 6000 rpm, durante 10 min. a 4 °C, obtendo-se cerca de 4
g de células por litro de cultura.

Para o isolamento da proteina, as células obtidas foram ressuspendidas em tampao
de equilibrio (Tris-HCI 20 mM, pH = 8, glicerol a 10%, NaCl a 0,5 M e coleato de sédio a 0,5%)
com PMSF (fluoreto de fenil-metilsulféxido, inibidor de proteases, Sigma) a 0,001% e as
paredes celulares destruidas por passagem numa prensa “French press” (3 passagens a
12 000 libras/polegada quadrada).

Para sedimentar as paredes e membranas celulares o extracto foi ultracentrifugado
(ultracentrifuga Optima LE-80k, Beckman Coulter, rotor 70 Ti) a 42 000 rpm, durante 45 min.
a 4 °C. O sobrenadante contendo a proteina foi precipitado com sulfato de amdnio a 35%
(p/v), a 4 °C, em agitacdo lenta até completa dissolucdo. O precipitado foi centrifugado
(centrifuga Beckman Avanti J-25, rotor JA 25-50), a 20 000 rpm, durante 30 min. a 4 °C, e o
sedimento ressuspendido em tampdao de equilibrio com PMSF a 0,001%.

A solugdo foi adsorvida a uma coluna de cromatografia de afinidade contendo 35

mL da resina de sefarose azul (Pharmacia) a 4 °C, previamente equilibrada em tampao de
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equilibrio com 0,001% de PMSF. Para a eluicdo da proteina, utilizou-se um gradiente de sal
(NaCl), tendo todos os tampGes PMSF a 0,001%.

A coluna foi lavada com tampao de equilibrio até que a absorvancia a 280 nm do
eluido seja inferior a 0,1. Seguidamente a coluna foi lavada com o tampdao de lavagem (Tris-
HCl 20 mM, pH = 8, glicerol a 10%, coleato de sdédio a 0,5% e NaCl a 1M) até que a
absorvancia a 280 nm do eluido seja inferior a 0,1. Com o tampao de lavagem as moléculas
de proteina que ndo tém interesse saem da coluna, sendo que a proteina a isolar foi eluida
da coluna com o tampao de eluicdo que possui uma forga iénica mais elevada (Tris-HCI 20
mM, pH = 8, glicerol a 10%, coleato de sédio a 1% e NaCl a 1,5 M). A saida da coluna foram
colocados tubos de ensaio para recolha e efectuados os espectros de absor¢ao de UV-visivel
(espectrofotometro UV-visivel, modelo UV2, UNICAM, em células de quartzo, Hellma,
Alemanha) de 250 a 600 nm, das fraccGes de lavagem e eluicdo, para identificacdo da
solucdo de proteina em estudo.

O espectro de UV-visivel da ferroquelatase revelou uma banda de absorcdo a
330 nm e dois ombros a 440 nm e 525 nm, sendo o primeiro mais pronunciado que o
segundo. Estas bandas de absorc¢do de UV-visivel sdo caracteristicas do centro de [2Fe-2S].

A solucdo de proteina de cor avermelhada, num volume de cerca de 30 mL foi
concentrada até um volume de 2 mL num sistema de ultrafiltragao “Diaflo” (Amicon),
equipado com uma membrana YM30 (limite de exclusdo de 30kDa, Millipore), com agitacao.
Seguidamente a proteina precipitada foi removida por centrifugacdo em tubos de
eppendorf, a 13 000 rpm, durante 15 min. a 4 °C (centrifuga 5810R, Eppendorf).

A pureza da proteina foi verificada por gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE), como apresentado no apéndice 1.2 e confirmada uma massa
molecular de 42 kDa.

A proteina foi passada por uma coluna de cromatografia de filtracdo em gel, HPLC
(cromatografia liquida de elevada resolucdo) a 4 °C, para remoc¢do de excesso de NaCl,
detergente e possiveis contaminantes.

Para a HPLC (Pharmacia XK 16, com uma resina Superdex 200, pressao limite de 0,4
MPa e um intervalo de fluxo de 1,0 mL/min.), a proteina foi eluida com o tampao Tris-HCI 20
mM, pH = 8, glicerol a 10% e NaCl a 150 mM. A proteina de cor avermelhada recolhida a
saida da coluna num volume de cerca de 15 mL foi concentrada num centricon-YM30

(Amicon) até um volume de 2 mL e centrifugada em tubos de eppendorf, a 14 000 rpm, 12
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min. a 4 °C (centrifuga 5810R, Eppendorf). Apds remogdo da proteina precipitada, foi
determinada a concentracdo da ferroquelatase (concentracdo = 23 uM) pelo método BCA
(acido bicinconinico) [3] e novamente foi confirmada a pureza da proteina obtida por gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Para armazenamento,

efectuaram-se aliquotas da proteina que foram conservadas em azoto liquido.

Apéndice Ill.1 Meios de cultura para o crescimento de bactérias E. coli que contém o

plasmideo pGF42

111.1.1 Composi¢do do meio LB sélido
Meio rico em que as bactérias crescem sem sobre-produzir ferroquelatase.
(Os reagentes usados para a formacgao dos meios LB sélido e liquido tém grau de pureza p.a., e foram

obtidos comercialmente a partir da BD, DIFCO, Sigma e Panreac).

Triptona BACTO-10g

Extracto de levedura BACTO-5¢g

NaCl-10g

Agar BACTO-15¢g

Adicionar 1000 mL de agua destilada e autoclavar a 121 °C

Deixar arrefecer até atingir a temperatura de 50 °C e adicionar 1 mL da solugdo de ampicilina
a 50 mg/mL

Adicionar o meio LB sélido em placas de petri.

111.1.2 Composi¢cdo do meio LB liquido

Triptona BACTO-10g
Extracto de levedura BACTO-5¢g
NaCl-10g

Adicionar 1000 mL de agua destilada e autoclavar a 121 °C.
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111.1.3 Composi¢cdao do meio com fosfato limitante
(Os reagentes usados para a forma¢do do meio com fosfato limitante tém grau de pureza p.a., e
foram obtidos comercialmente a partir da Sigma-Aldrich, Panreac, Pronalab, DIFCO, Riedel-de-Haén e

Fluka).

Composicao por 8 litros:

MOPS-67,2¢g

Tricina-6,4¢g

NaCl-23,36¢g

KOH-12,8¢g

NH4Cl - 4,08 g

NaHCO;-6,72 g

VFCA-12g

Agua destilada - 7,7 L

Autoclavar a 121 °C, deixar arrefecer e adicionar as seguintes solu¢des anteriormente

esterilizadas, para cada litro:

Solugdo “0” -2 mL

Solugdo “P” - 100 pL

Solugdo “S” -1 mL

Glucose 20% - 2 mL (esterilizar por filtracdo com filtro de 0,2 um de diametro de poro e
guardar no frigorifico)

Tiamina 0,2% - 500 pL (esterilizar por filtracdo com filtro de 0,2 um de didmetro de poro e
guardar a temperatura ambiente)

Ampicilina (50 mg/mL) - 1 mL (esterilizar por filtracdo com filtro de 0,2 um de didmetro de
poro e guardar no congelador)

In6culo - 10 mL
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111.1.4 Composi¢ao das solugbes para o meio com fosfato limitante

111.1.4.1 Composicdo da solugao “0”

Solucdo contendo ferro, magnésio e oligoelementos.

FeCl,.4H,0 - 0,1 g em 10 mL de HCl concentrado
Agua destilada - 10 mL (para uma melhor dissoluc3o)
Solugao “T” -1 mL

MgCl,.6H,0 - 2,68 g

Completar com agua destilada até 50 mL

Esterilizar por filtracdo com filtro de 0,2 um de didametro de poro e guardar a temperatura

ambiente.

111.1.4.2 Composi¢ao da solugao “T”

Solucdo de oligoelementos.

Composi¢ao por 100 mL:
HCl concentrado - 8 mL
CaCl;.2H,0 - 18,4 mg
H3BO3- 64 mg
MnCl,.4H,0 - 40 mg
CoCl,.6H,0-18 mg
CuCl;.2H,0 -4 mg

ZnCl; - 340 mg
Na;Mo00,4.2H,0 - 605 mg

Completar com dgua destilada até 100 mL.
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111.1.4.3 Composi¢ao da solugao “P”

Solugdo 1,0 M em KH,POy:
KH,PO4 - 13,6 g em 100 mL de agua destilada

Esterilizar por autoclavagem a 121°C.

111.1.4.4 Composi¢do da solugao “S”

Solugdo 0,276 M em K,SO;4:

K;SO4 - 4,18 g em 100 mL de dgua destilada

Esterilizar por autoclavagem a 121 °C.

Apéndice lll.2 Determinagdo da massa molecular e grau de pureza da proteina por

electroforese em gel de SDS-PAGE

Com o objectivo de determinar a massa molecular e o grau de pureza da proteina

em estudo, de acordo com o método de Laemmli [2], foi efectuado o gel de SDS-PAGE no

Mini-PROTEAN Tetra Cell da BIO-RAD, como ilustra a figura A.2.

kDa

97,4
66,2
45,0
31,0

21,5
14,4

Figura A.2 Gel de SDS-PAGE que ilustra a purificacao da ferroquelatase.

—_—

Legenda: 1) Padrdo de pesos moleculares; 2) proteina apds “French press”; 3) proteina no

sobrenadante apds ultracentrifugacdo; 4) proteina no sedimento apds centrifugacdo; 5) proteina

apos purificacdo na coluna de sefarose azul.
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A composicdo das solucdes para a formacdao do gel de SDS-PAGE a 12% estd

apresentada na tabela A.1.

Tabela A.1 Composicao das solu¢des para o gel de SDS-PAGE a 12%.

Reagentes

Quantidade

Gel separador

(12%, 5 mL)

Gel concentrador

(5%, 3 mL)

Tampao de
electroforese

Tampao para
amostras

Solucdo descorante

H,O destilada

Mistura de acrilamida/bisacrilamida a 30% (BIO-RAD)
Trizma base 1,5 M pH 8,8 (Riedel-de-Haén)

SDS 10%
PSA (persulfato de amdnio) 10%

TEMED (N,N,N’N’-tetrametilene-diamina)

H,0 destilada

Mistura de acrilamida/bisacrilamida a 30%

Trizma base 1,0 M pH 6,8
SDS 10%
PSA 10%
TEMED (BIO-RAD)
SDS (Sigma)

H,0 destilada
Persulfato de amodnio (Merck)
H,0 destilada
Glicina 1,92 M (Riedel-de-Haén)
Trizma base 0,25 M
SDS
H,0 destilada
Diluir 1:10 antes de usar
Glicerol (Panreac)
B-mercaptoetanol (Merck)
SDS 10%

Solucdo de gel concentrador

Azul de bromofenol (Riedel-de-Haén)

Azul de comassie (Merck)
Acido acético (Riedel-de-Haén)
Metanol (Fluka)

H,O destilada
Acido acético
Metanol
H,O destilada

até 1000 mL

Para a determinacdo da massa molecular da proteina, utilizaram-se proteinas

padrdao de massa molecular conhecida (BIO-RAD), como apresentado na tabela A.2.
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Tabela A.2 Padrdes de baixo peso molecular e respectivas massas moleculares para electroforese em

gel de SDS-PAGE.

Padrao Massa Molecular (kDa)
~ Fosforilaseb 97,4
~ Albumina de soro de bovino 662
'''''''''''' Ovalbumina 45
~ Anidrase carb6nica 31
~Inibidor datripsina 215
'''''''''''''' lisozima 144

Estas proteinas foram aplicadas no mesmo gel que a proteina de massa molecular
desconhecida, podendo determinar-se a massa molecular da proteina em estudo (42 kDa),
através da relacdo linear entre o Logio da massa molecular das proteinas e as respectivas

mobilidades  relativas  (Rf), como representado na figura A.3, sendo

Rf = distancia migrada pela proteina

distancia migrada pelo gel

3 _
5
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()
S 2 -
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o
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©
£
g 17 y = -1,0825x +2,1197
& R2=0,985
-
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Rf

Figura A.3 Logy,, da massa molecular das proteinas em funcdo das respectivas mobilidades relativas

(R¥).

163



Apéndices

Apéndice IV Sintese de nanoparticulas de ouro

A sintese das AuNP foi realizada pelo método de redugdo de citrato de sddio,
descrito por Lee e Meisel em 1982 [4], em que o citrato de sddio é um agente redutor, de
revestimento e de estabilizacdo electrostatica [5, 6].

Sucintamente, aqueceram-se até a ebulicdo 250 mL de acido tetracloroaurico tri-
hidratado (HAuCl;3H,0, Sigma-Aldrich) a 1 mM num baldo de 500 mL de fundo redondo
equipado com um condensador, em agitacao vigorosa. Uma vez em refluxo, foi adicionado
25 mL de citrato de tri-sédio (CgHsNa30,.2H,0, Sigma) a 38,8 mM e a mistura manteve-se
em refluxo durante 15 min. com agitagdo vigorosa. A solugao de AuNP arrefeceu até atingir a
temperatura ambiente e foi armazenada no escuro até ser usada.

O material de vidro e o agitador magnético usados na sintese foram previamente
imersos em agua régia (HCI/HNOs 3:1 v/v) durante cerca de 12 horas e lavados com agua
ultra-pura (sistema de agua Milli-Q, Millipore, 18,2 MQ.cm), de forma a impedir que ocorra
nucleagdo durante a sintese, assim como agregacao do ouro coloidal [7].

A concentracdo das nanoparticulas de ouro foi determinada pela lei de Lambert-
Beer, assumindo que a absortividade molar calculada para a banda de ressonancia
plasmonica superficial (SPR) a 526 nm é de 2,33 x 10 M cm™ [8]. A concentragio das AuNP
obtida através deste método situa-se entre os 10 - 15 nM. A solucao de AuNP foi diluida em
agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore, 18,2 QM), para se obterem concentracoes inferiores a
concentragdo determinada apds a sintese.

A solucdo de AuNP apresenta um maximo de comprimento de onda da banda de
SPR a cerca de 520 nm, exibe cor vermelho escuro e um pH ligeiramente acido (cerca de

6,3).
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Apéndice V Preparagao das solugdes de citocromo ¢

O citocromo ¢ derivado de corac¢do de cavalo (Horse heart cytochrome ¢, grau de
pureza de 99,7%, massa molecular = 12,4 kDa) e o citocromo ¢ derivado de levedura de
isoforma-1 (Yeast-iso-1-cytochrome c, grau de pureza de 86%, massa molecular = 12,6 kDa)
foram obtidos comercialmente a partir da Sigma-Aldrich, sem purificacdo adicional e
preparados em tampdo fosfato de potassio (Riedel-de-Haén), 20 mM, pH = 7,2. A
concentragado das solugdes de citocromo ¢ foi determinada espectroscopicamente usando a
absortividade molar de 29,5 mM™ cm™ para a banda a a 551 nm apéds reducdo da solucdo

com ditionito de sddio (Sigma).
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Apéndice VI Determinagdao do numero tedrico de moléculas de citocromo ¢ adsorvidas a

superficie da AuNP e adsorvidas a superficie da MUA-AuNP

O ouro possui uma estrutura cristalina em que os seus atomos exibem uma
estrutura atémica cubica compacta. Os atomos estdo colocados nos vértices de um cubo e
nos centros de cada face do cubo, formando uma estrutura designada por cubica de face
centrada - cfc (figura A.4). Num sélido cristalino a por¢do mais pequena do cristal que
conserva as propriedades originais do mesmo, denomina-se por célula unitaria [9].
Efectuando um paralelismo com a forma de adsorcdo da proteina a superficie da AuNP,
considerou-se que as proteinas adsorvem segundo a mesma estrutura.

A figura A.4 representa a estrutura cubica de face centrada, em que as esferas sdo o
Cyt c. O quadrado a tracejado representa uma célula unitaria que contém dois triangulos
rectangulos, em que pelo teorema de Pitdgoras b® = a’ + a%, sendob=4r.

Assim, uma célula unitaria € composta por 2 Cyt c.

Figura A.4 Representagdo esquematica de uma estrutura cubica de face centrada (cfc).

O diametro médio determinado por DLS para o HCc em solugao foi de 2,5 £ 0,2 nm
e de 2,7 + 0,2 nm para o YCc. As AuNP em solucdo apresentaram um d (H) médio de 11,7 +
1,6 nm. Os calculos efectuados para determinar o nimero de moléculas de citocromo ¢ que

adsorvem a superficie da AuNP sdo apresentados nas tabelas A.3 e A.4.
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Tabela A.3 Célculos para determinagdo do nimero de moléculas de HCc ligados a superficie da AuNP.

Area Area Ne Ne
d (H)
a célula superficie células Cytc
médio r(nm)
(nm) unitaria AuNP unitarias por
(nm)
(nm?) (nm?) por Cytc AuNP

12
AuNP 11,7 5,9 437 35 70
Monocamada
""""""""""""""""""""""""" 59+
22
AuNP 2,5 887 71 142
Monocamada
=8,4

Tabela A.4 Célculos para determinagdo do nimero de moléculas de YCc ligados a superficie da AuNP.

Area Area Ne N2
d (H)
a célula superficie células Cytc
médio r (nm)
(nm) unitéria AuNP unitarias por
(nm)
(nm?) (nm?) por Cyt c AuNP

12
AuNP 11,7 5,9 437 30 60
Monocamada
_____________________________________________ § ’_é_;_____________________________________________________________________
22
AuNP 2,7 929 64 128
Monocamada
=8,6

Area da célula unitéria = a°
Area de superficie da AuNP = Area de superficie de uma esfera = 4mr’
Numero de células unitdrias por Cyt ¢ = Area de superficie da AuNP / Area da célula unitaria

Numero de Cyt ¢ por AUNP = NUmero de células unitarias x 2 Cyt ¢

Podem adsorver a superficie da AUNP numa primeira camada 70 moléculas de HCc
e numa segunda camada 142 moléculas da mesma proteina. Conjuntamente as

monocamadas podem conter 212 moléculas de HCc. No que respeita o YCc, podem adsorver
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a superficie da AuNP 60 moléculas de YCc numa primeira camada e 128 numa segunda

camada, o que totaliza 188 moléculas de YCc no conjunto das duas monocamadas.

O HCc adsorveu a superficie da MUA-AUNP segundo a mesma estrutura, a partir da
qual se determinaram o numero de moléculas de HCc que podem adsorver a MUA-AuNP
(tabela A.5), sendo o d (H) médio determinado por DLS de 2,5 £ 0,2 nm para HCc e de 13,5 +
1,5 nm para MUA-AuUNP.

Tabela A.5 Cdlculos para determinag¢ao do nimero de moléculas de HCc ligados a superficie da MUA-

AuNP.
] Area
Area Ne N2 Cyt c
d (H) superficie
a célula células por
médio r(nm) MUA-
(nm) unitaria unitarias MUA-
(nm) AuNP
(nm?) porCytc  AuNP
(nm?)
HCc 2,5 1,25 3,54 12,5
12 MUA-
13,5 6,75 573 46 92
Monocamada AuNP
6,75 +
22 MUA-
2,5 1075 86 172
Monocamada AuNP
=9,25

Area da célula unitaria = a°
Area de superficie da MUA-AuUNP = Area de superficie de uma esfera = 4nr?
Numero de células unitarias por Cyt ¢ = Area de superficie da MUA-AuNP / Area da célula unitdria

Numero de Cyt ¢ por MUA-AUNP = Numero de células unitarias x 2 Cyt ¢

Verificou-se que podem adsorver a superficie da MUA-AuNP numa primeira camada

92 moléculas de HCc e numa segunda camada 172 moléculas de proteina.
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Apéndice VIl Preparacao de amostras para analise por Espectroscopia de Emissao Atomica

por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP)

As amostras de AuNP e MUA-AuNP foram centrifugadas durante 10 min. a
3000 rpm (centrifuga 5810R, Eppendorf), seguido da remocdo do sobrenadante. O
precipitado foi lavado duas vezes com 300 pL de agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore,
18,2 MQ.cm) e por ultimo ressuspendido em agua régia preparada de fresco (HCI/HNOs 3:1
v/v) para um volume final de 1 mL. As amostras foram analisadas por ICP em equipamento
Horiba Jobin-Yvon.

As medidas foram efectuadas pela Dra. Carla Rodrigues no Laboratério de Analises
do REQUIMTE, Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade Nova de Lisboa.
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