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INTRODUCAO

Os polimeros sdao macromoléculas constituidas por variedades
estruturais repetitivas (mondmeros), sendo que normalmente a
unidade que se repete é de baixo peso molecular. Eles podem ser
organicos ou inorganicos, sintéticos ou naturais e tém sido cada vez
mais aplicados em diversas areas, a depender de suas
propriedades:  resisténcia mecanica, térmica e elétrica;
estabilidade quimica, permeabilidade a gases, dentre outras
(MANRICH, 2005). Essas propriedades sao determinadas pela
composicdo do polimero (natureza dos mondmeros), massa
molecular, grau de polimerizacao e linearidade da cadeia
polimérica (MANO, E. B. Et al., 2004; IKEDA S. et al., 2012). Tendo
em vista a necessidade de conhecer a estrutura dessas
macromoléculas para sua adequada utilizacdo, diferentes métodos
analiticos sdao empregados com a finalidade de mensurar sua massa
molecular. Nesse contexto, o biossensoriamento estocastico via
nanoporo proteico individual aparece como um método alternativo
de andlise de massa. Essa técnica se baseia na observacdo de
eventos de ligacdo entre as moléculas individuais de analitos e um
Unico receptor. Esses eventos sdo identificados por um bloqueio
caracteristico na corrente i6nica que flui através do nanoporo. A
denominagao “estocastico” é atribuida em relacao a série temporal
aleatoria de flutuagdes discretas registradas (AGUIAR, J. P. et al.,
2015). Por ser um dos mais bem caracterizados, o nanoporo
utilizado nesse trabalho é formado pela a-Hemolisina (a-HL) (Fig.
1A e 1B), uma toxina liberada pela bactéria Staphylococcus
aureus. Naturalmente, essa toxina forma poros nas membranas
celulares permitindo o extravasamento dos componentes
intracelulares. Cada nanoporo é composto por sete subunidades,
que se oligomerizam gerando uma estrutura dividida em trés
regides: troncular, anelar e copal (Fig, 1A). A regiao copal com
entrada de maior diametro (~ 4,6 nm) do poro direciona-se para o
meio extracelular, enquanto que a entrada menor (- 2 nm)
encontra-se voltada para o meio intracelular. Além disso, o
nanoporo possui uma regido de constricao de ~ 1,4 nm de diametro
(Fig.1B). Este valor de diametro é semelhante a dimensdo da
maioria dos polimeros, portanto, isto é uma das carateristicas que
propicia a utilizacao da o-hemolisina como ferramenta de deteccao
e caracterizacdo de diversos tipos de moléculas (DNA, RNA,
proteinas, polietilenoglicol, etc...) em meio aquoso. O

biossensoriamento através do nanoporo da a-HL ja se mostrou
eficiente para a andlise da interacdo e da massa do
polietilenoglicol (PEG) (ROBERTSON et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2008;). A escolha do alcool polivinilico (PVA) (Fig. 1C) como objeto
de estudo se deve principalmente a sua aplicagdo como
estabilizante de emulsées na preparacao de medicamentos
liquidos, como agente de revestimento em nanocarreadores e
agentes embdlicos (Fig. 1D). O PVA é um homopolimero sintético,
soluvel em agua, altamente hidrofilico, biodegradavel e
biocompativel (MANO, E. B. Et al., 2004). Por ser uma substancia
bioinerte, esse polimero tem grande aplicacdo como sistema de
liberacdo de farmacos (AZEVEDO, 2002). Neste trabalho analisamos
o transporte e a interacao do PVA com o nanoporo da a-hemolisina
objetivando a deteccao desse polimero.
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Figura 1. Modelo do nanoporo da a-hemolisina. (A) Visdo lateral com cada dominio
representado em trés cores. Adicionalmente indicou-se a entrada cis e trans. A coluna
empilhada e as barras verticais representam a dimensao de cada um dos dominios. (B)
Visao superficial com cada uma das setes subunidades representada por uma cor. A barra
horizontal representam o didmetro da regido de constri¢do. (C) Representagdo quimica
da unidade monomérica do PVA, (D) Eletromicrografia de esferas de PVA-PVAc, usadas
como agente embdlico. (Fonte: AGUIAR, J. P. et al, 2015; MENDES et al., 2005).
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MATERIAIS E METODOS

Todas as bicamadas lipidicas planas livres de solvente foram
confeccionadas conforme as técnicas convencionais de construcdo
de membranas (MONTAL & MUELLER, 1972). Esta técnica consiste
basicamente na formacdo de uma bicamada lipidica por aposicao
de dois filmes monomoleculares de lipideo sintético, num orificio
de uma particdo de Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois
compartimentos de uma camara experimental também de Teflon®,
contendo solugdes aquosas (Fig. 2A). Foram adicionados em cada
hemicamara 10-20 ul de uma solucao de diftanoil glicerofosfocolina
2% (p/v) em hexano. Decorridos aproximadamente 10 minutos, com
a evaporacdao do hexano, ocorreu a formacdo espontadnea dos
filmes lipidicos monomoleculares na superficie da solucdo aquosa
de cada compartimento. Posteriormente o nivel do liquido do
compartimento “Trans” foi elevado por adicdo de mais solucao,
formando a primeira monocamada. Este mesmo procedimento foi
realizado no compartimento oposto para a formacao da bicamada
(Figura 2B). A formacao da membrana foi monitorada usando lupa
binocular e pelo aumento nos valores de corrente capacitiva basal
(figura 2C). Apds a construcao da bicamada lipidica realizou-se a
incorporacao de um Unico nanoporo pela adicdo da a-hemolisina na
solucdo banhante do lado “Cis” da membrana. Posteriormente,
adicionou-se o PVA ao compartimento “Trans” da camara
experimental e registrou-se a corrente ionica fluente através do
nanoporo. Todos os experimentos foram realizados em condicées
de fixacao de voltagem (200 mV, A=20 mV), solucao (KCl 4 M,
Tris 5 mM, pH 7,5) e 23+2 °C. Um condutivimetro (Radiometer
Analytical, CDM230) foi utilizado na determinacao da
condutividade de todas as solucdes utilizadas nos experimentos.
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Figura 2. Esquema representativo da formagao da bicamada lipidica. A) Camara
experimental. B) Montagem de uma monocamada lipidica. C) Construcdo da bicamada
lipidica. D) Monitoramento elétrico da construcao da bicamada lipidica. A onda triangular
representa o perfil de potencial aplicado e a onda quadrada, o aumento da corrente
capacitiva. (Fonte: AGUIAR, J. P. et al, 2015)

Em todos os experimentos o sistema utilizado para aplicacao do
potencial transmembrana, monitoracao e aquisicao dos registros
era formado por um gerador de funcées (Hewlett Packard, modelo
3310B), um filtro Butterworth (Frequency devices, modelo 902),
um amplificador de patch clamp (Axonpatch 200B) e uma placa
conversora analdgico-digital (Digidata 1440) acoplada a um
microcomputador IBM PC, executando o Programa PClamp 10 (Axon
Instruments).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A condutancia do nanoporo formado pela a-HL é um parametro
importante na sua utilizacdo como elemento de deteccdo. Esse
parametro é influenciado pela condutividade da solucdo banhante
utilizada. Preliminarmente determinou-se o valor de condutividade
da solucao de KCl 4M: 357,7 + 0,680 mS/cm (n = 3). A solucao
padrao de KCl 4M, aumenta qualitativamente a sensibilidade do
nanoporo da a-hemolisina (ROBERTSON, et al, 2007; RODRIGUES et
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al, 2008). Na figura 3%, cada salto discreto na corrente representa
a incorporacdo na bicamada lipidica de um nanoporo da a-
hemolisina. Nota-se claramente que os saltos apresentam
praticamente a mesma amplitude de corrente. Na figura 3B
encontra-se o histograma de condutancia do nanoporo da a-HL em
KCl 4M, com valor médio de 3,812 + 0,02 nS (n=161).
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Figura 3. (A) Registro tipico da corrente idnica através do nanoporo da a-Hemolisina na
solucao de KCl 4M. (B) Histograma de condutancia do nanoporo a_hemolisina na solugao
de KCL 4 M. Potencial transmembrana = 40 mV.

Posteriormente investigou-se a dependéncia da condutancia do
nanoporo da a-HL em funcdo do potencial transmembrana, na
auséncia e na presenca do PVA na concentracao de 0,1pM. Os
resultados sao mostrados na Figura 4. Na presenca de PVA ha uma
diminuicdo em aproximadamente 45% dos valores de condutancia
quando comparado ao controle, apresentando-se  mais

proeminente, a partir do potencial de 100mV.
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Figura 4. Efeito do PVA na condutancia do nanoporo da a-hemolisina. No potencial de

100 mV o PVA reduz a condutancia em aproximadamente 45%.

Nessas condicoes o nanoporo formado pela a-HL incorporado em
bicamada lipidica plana teve a capacidade de detectar as
moléculas de PVA polidisperso de peso molecular de 30-70KDa,
como pode ser observado na Figura 5. A deteccao ocorre pela
inducao de eventos de bloqueios, ou seja, a reducao da corrente
ionica, caracterizada por amplitude e tempo de permanéncia,
quando o nanoporo é banhado por solucéo de elevada concentragao
(KCL 4M). Cada bloqueio deve-se a entrada de uma Unica molécula
de PVA no lume aquoso do nanoporo (BAAKEN, ET AL, 2015). A
amplitude e a duracao dos bloqueios sdo caracteristicos do tipo de
analito presente, enquanto que a frequéncia depende da
concentracdo, como pode ser visto nos registros tipicos de corrente
da interacdo do PVA na concentracao de 0,1 nM e na concentracao
de 100 nM (Fig. 5A e B).
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Figura 5. Registro tipico da corrente ibnica através do nanoporo da a-hemolisina na
solucao de KCl 4M, pH 7,5 e na presenca de 0,1 nM (A) e 100 nM (B) de PVA 30-70KDa.
Potencial aplicado 100 mV. Nota-se um aumento na frequéncia dos bloqueios na corrente
idnica com o aumento na concentracao do PVA.

CONCLUSOES

0 nanoporo da a-Hemolisina interage e detecta o Polivinil alcool.
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