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Artigo

IDENTIFICATION OF MICROCISTIN LR AT THE MOLECULAR LEVEL USING ATOMIC FORCE MICROSCOPY.
Microcystins are non-ribosomal peptides that must be detected for its health concern. Here, microcystin LR and its specific antibody
were respectively tethered to the substrate and to the tip of an atomic force microscope, after surface functionalization using
3-aminopropyltriethoxysilane and glutaraldehyde. Functionalization was confirmed comparing topographic images taken on bare and

modified tips. Force versus distance curves were successfully used to measure the specific antibody-antigen interactions comparing

with a control in which microcystin was initially blocked by incubation with free antibodies. The results showed unequivocally the

specific recognition of MLR, suggesting that this method could be useful for biosensor development.
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INTRODUCAO

Relatos de intoxicag@o animal e de doengas em seres humanos
ligadas a toxinas de cianobactérias ocorrem no mundo todo. No
Brasil, foi registrada a morte de 50 pacientes de hemodidlise em
uma clinica de Caruaru (Pernambuco), cujos tanques de hemodialise
haviam sido lavados com dgua contaminada com microcistinas.!
Apenas este relato demonstra a necessidade de um método sensivel
de detecg¢do para protecdo da sadde publica e na gestdo dos recursos
hidricos, onde hd grande propensdo de desenvolvimento de floracdes
toxicas.? Varios métodos de detec¢do sdo utilizados atualmente, como
a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas, bioensaios envolvendo animais de laboratorios, testes de
inibi¢do enzimadtica e testes imunoldgicos.>?

Cianobactérias produtoras de toxinas sdo conhecidas por ciano-
bactérias toxicas, como algumas linhagens de Microcystis, Anabaena,
Oscillatoria e Cylindrospermopsis.* O estresse abidtico pode levar
as cianobactérias a produzirem toxinas como as microcistinas, uma
familia de hepatoxinas, altamente perigosas para a satide de seres
vivos. Existem mais de 70 isoformas de microcistinas, com graus
diferentes de toxidade.>® Estas toxinas sdo peptideos néo ribossdmicos
ciclicos com pequenas diferengas estruturais, entre eles a microcistina
LR (MLR), microcistina RR, microcistina YR e nodularina, sendo
MLR considerada a mais téxica.”” MLR € um inibidor de fosfatases
de proteinas que apresenta toxicidade considerdvel para mamiferos,
podendo levar a lesdo total do figado.'?

Desde que a MLR foi encontrada em dguas salgadas, estudos
adicionais tém sido reportados para a determinac@o dessas toxinas.®
Considerando-se a sensibilidade e especificidade da intera¢ao antige-
no-anticorpo (Ag-Ac) e sua aplicagio em diversos sistemas de diag-
ndsticos, 0 método imunoldgico também tem sido empregado com
sucesso na detecgdo de microcistinas,’incluindo-se biossensores.'

A imunodetec¢do baseia-se em interagdes moleculares especificas
de curto alcance, envolvendo o reconhecimento Ag-Ac. A interagio
entre proteinas e receptores especificos também envolve forcas
semelhantes. Em anos recentes, sistemas envolvendo interagdes mo-
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leculares especificas tém sido explorados através da microscopia de
forca atdmica (AFM). O trabalho de Ferreira e Yamanaka apresenta
uma excelente revisao sobre o assunto.'' Como a AFM € baseada na
varredura de uma superficie com uma ponta, € possivel explorar as
forgas de interac@o entre elas através de sondas especificas.'> Existem
diversos trabalhos com AFM envolvendo o reconhecimento especifico
de antigeno em uma superficie, a partir da funcionalizagdo de uma
ponta com anticorpos.'?

AFM também tem sido utilizada para estudos de viscosidade e
elasticidade de materiais. Além de produzir imagens de superficie,
esta técnica pode ser aplicada no estudo de forgcas envolvidas em
interagdes atrativas ou repulsivas. Para tanto, ha uma ferramenta
chamada espectroscopia de for¢a, que € um método alternativo para se
obter informagdes sobre o rompimento de interagdes do tipo receptor-
ligante. Esta medicé@o tem sido amplamente utilizada para o estudo
de diferentes sistemas bioldgicos, incluindo interagdes Ag-Ac.'

Neste trabalho, MLR foi acoplada com sucesso sobre a super-
ficie da mica muscovita, usando um método de derivatizagdo com
3-aminopropiltrietoxissilano e glutaraldeido.' A mesma estratégia
foi utilizada para a funcionalizagdo das pontas de nitreto de silicio
com moléculas de anticorpo. Imagens no modo néo contato, feitas
no ar, confirmam a fixacao de microcistina a superficie da mica apds
varredura com uma ponta normal e com uma ponta contendo anticor-
pos especificos contra MLR. Curvas de forca em fungéo da distancia
também foram medidas, demonstrando o reconhecimento especifico
de microcistina LR. Sinais de reconhecimento através de curvas de
forca tornam-se inexistentes quando a superficie contendo antigenos
¢ previamente tratada com anticorpos, confirmando a validade dos
resultados. Este € o primeiro relato do reconhecimento molecular
de microcistina utilizando AFM.

PARTE EXPERIMENTAL
Funcionalizacao das pontas e do substrato
A funcionalizag@o dos substratos (mica muscovita, New York Co.

Nova lorque, EUA) e das pontas de nitreto de silicio, respectivamente
com MLR e com anticorpos, foi feita a partir de um método que
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envolve primeiramente a silanizagdo da superficie com 3-aminopro-
piltrietoxissilano (APTES), seguida de reagdo com glutaraldeido.'
As reagdes foram feitas em uma camara de reagio consistindo de um
dessecador com entrada e saida para argdnio, para remover oxigénio
e particulas de poeira de dentro da camara. Foram colocadas em uma
placa de Petri estéril com divisdrias as amostras de mica e pontas
de Si,N, para esterilizagdo sob luz ultravioleta (15 min). Dentro
do dessecador, foram adicionados em tampas de tubos Eppendorf,
respectivamente, 40 uL. de APTES, (99% - Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) e 30 pL de trietilamina (99% - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
A placa de Petri contendo o substrato e as pontas foi imediatamente
inserida no dessecador. Com o sistema pronto, o fluxo de argdnio
foi interrompido, deixando-se o sistema fechado por 30 min para o
ataque de APTES a superficie da mica e das pontas. Apds a exposicio
ao vapor de APTES, 200 pL de uma solugdo aquosa de glutaraldeido
1x10- mol L', preparado a partir de uma solugio concentrada (Grad
I: 25% Aqueous Solution — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), foram
adicionados sobre as placas de mica e sobre as pontas de nitreto de
silicio e o sistema foi incubado por 10 min. Decorrido este tempo,
foram feitas 4 lavagens com dgua MilliQ. Para completar a funcio-
nalizac@o adicionaram-se 25 uL da solug@o de anticorpo anti-MLR
(concentragdo de proteina ~ 2,6 x10°mol L") sobre cada ponta e
30 uL do padrdo de MLR (2 ug L) sobre cada superficie de mica.
Estas amostras foram incubadas durante 25 min sob atmosfera de
argdnio, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram feitas
vérias lavagens com dgua MilliQ. Apds remocdo da tltima lavagem
com dgua, pontas e substratos foram armazenados em um dessecador
antes da andlise por AFM.

Microscopia de forca atémica e espectroscopia de forca

O microscépio de forca atdbmica ThermoMicroscope AutoProbe
CP foi utilizado nos modos contato e ndo contato. O modo ndo
contato foi utilizado para obtengdo de imagens topograficas. Expe-
rimentos de varredura no modo ndo contato com pontas normais e
funcionalizadas com anticorpo foram realizados a uma distancia de
aproximadamente 30 nm da superficie da amostra, com frequéncia
de oscilac@o e amplitudes apropriadas, de acordo com instrug¢des do
fabricante. A calibrac@o das alavancas foi feita de acordo com o mé-
todo descrito por Sader et al., submetendo-se o sistema a vibracdo e
medindo-se a frequéncia de ressonancia no ar.'” Determinagdes feitas
a cada lote apresentam pequenos desvios do valor nominal (~ 20%).
Foram calibradas apenas as alavancas com pontas normais. As pontas
funcionalizadas ndo foram recalibradas.

O modo contato foi utilizado para determina¢@o de curvas de
forca. Todas as andlises foram realizadas em tampdo fosfato de
s6dio 20 x 10 mol L', pH 7,4. Apenas um substrato funcionalizado
com microcistina LR foi utilizado para as medidas. As sondas com
anticorpos foram preparadas a partir da funcionalizagdo de 10 ala-
vancas com pontas de contato. Devido a fixagdo de antigenos a sonda
durante as medidas, foram feitas apenas 3 determinacdes para cada
sonda, totalizando 30 medidas. Todas as medidas foram obtidas por
dois ciclos com taxa de varredura de 0,043 nA nm™' e com pontas de
Si,N, apropriadas para o modo de contato (constante de mola igual
20,03 N/m). Para andlise foram utilizados os programas TopoMetrix
SPMLab 4.0 e Microcal Origin 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo topografico do padrio de MLR por AFM

Os experimentos de varredura foram feitos no modo néo contato,
ao ar, em uma atmosfera com cerca de 60% de umidade, a tempe-
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ratura ambiente. Nestas condigdes, embora as amostras e pontas
estivessem inicialmente armazenadas em um dessecador, ao adapta-
las as condig¢des de varredura, haverd formagdo de uma camada de
dgua sobre a superficie da amostra e da sonda.'® As forgas exercidas
no modo ndo contato sdo extremamente fracas. Entretanto, no caso
de amostras bioldgicas, a proximidade e a existéncia de dgua entre
a ponta e a superficie poderdo contribuir para o desenvolvimento
de interacdes de especificidade quimica, principalmente a do tipo
antigeno-anticorpo.*!°

O preparo da amostra para andlise envolveu primeiramente o
ataque da superficie da mica com vapor de APTES na presenca de
vapor de trietilamina. Portanto, mesmo apds as lavagens e tratamento
com glutaraldeido, o pH na superficie da mica mantém-se neutro
ou levemente bdsico, permitindo a reagdo com a cadeia lateral da
arginina, aminodcido presente na estrutura da MLR (Figura 1S,
material suplementar). Na funcionalizacdo que precede a ligagdo da
microcistina, ocorre inicialmente a formagao de uma ligacao covalente
com a superticie do mineral através do grupamento silanol do APTES
e grupamentos hidroxila presentes na superficie da mica. Na etapa
seguinte ¢ feito um tratamento com o reagente bifuncional glutaral-
deido." Este deve reagir com o APTES ligado a mica, introduzindo
uma extremidade reativa (grupamento aldeido) que pode reagir com
aminoécidos basicos como a arginina, além de desempenhar a fun¢do
como espacador e dar flexibilidade a interag@o anticorpo-antigeno
Ac-Ag. A funcionalizag@o da ponta de nitreto de silicio ocorre de
forma semelhante. Neste caso, apOs tratamento com glutaraldeido,
haverd ligacdo do anticorpo ao conjugado APTES-glutaraldeido
através de aminodcidos, como lisina e arginina presentes na molécula
de anticorpo (Figura 2S, material suplementar).

A Figura la apresenta uma imagem de varredura com ponta
normal em uma regido do substrato (drea de 1 pm?) onde se pode
observar um pico contendo microcistina ligada a superficie da mica.
O perfil desta imagem (Figura 1b) fornece as dimensdes para o pico
e vizinhancas, de onde se pode deduzir que a altura deste pico corres-
ponde a 6,5 nm. Tanto a imagem como o perfil sugerem a existéncia
de um patamar com cerca de 0,5 nm de altura, correspondendo ao
APTES (Figura 1b). Baseando-se no nimero de ligagdes carbono-
carbono e considerando a distancia média de 0,1 a 0,15 nm para cada
ligagdo, sugere-se a altura para uma monocamada de APTES entre
0,5 e 1 nm (Figura 1S, material suplementar). Da mesma forma, uma
molécula de glutaraldeido pode ter uma altura de aproximadamente
1 nm. A partir de dados da estrutura tridimensional da microcistina,
disponiveis na base de dados de proteinas (PDB), estima-se que uma
molécula apresente uma altura de ~ 2 nm, quando ligada a partir do
aminodcido arginina.'” Considerando-se que uma molécula de micro-
cistina poderia estar associada a outra por interagao entre as cargas da
cadeia lateral do 4cido glutamico (negativa) e da arginina (positiva),
é possivel ter um arranjo com duas moléculas, totalizando ~ 4 nm
(Figura 28, material suplementar). Somados a um possivel arranjo
com polimerizacio de APTES-glutaraldeido de 2 a 2,5 nm, o total
corresponde aos 6,5 nm de altura deste pico (Figura 1b). Um contro-
le feito com o tratamento da mica depositando-se uma gota (5 pL)
de APTES diretamente sobre o substrato demonstra que o excesso
deste reagente induz a formacdo de arranjos supramoleculares.
Andlise de um pico destas estruturas apresenta as dimensdes de ~
20 nm de altura e base com ~ 500 nm de largura (Figura 3S, material
suplementar). O tratamento com vapores de APTES também produz
arranjos supramoleculares, porém as dimensdes sdo menores. Adi-
cionalmente, o dpice de um pico com microcistina acoplada € fino,
quando comparado com as dimensdes para um arranjo supramolecular
formado por APTES (Figura 3S, material suplementar).

Observa-se uma baixa densidade de picos brilhantes possivel-
mente devido as condicdes de reagcdo durante a funcionalizagdo. A
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Figura 1. Imagem topogrdfica da superficie da mica apds varredura com uma
ponta ndo funcionalizada: (A) imagem correspondente a uma drea de 1 um’
onde se identificam 4 pontos brilhantes. O corte vertical (linha branca sobre
a imagem) estd apresentado em (B), de onde se obtém os valores de 6,5 nm
para a altura do pico e verifica-se a existéncia de um degrau de cerca de 0,5
nm correspondendo a camada de APTES

etapa limitante corresponde ao intervalo de exposi¢do aos vapores
de APTES, que foi de 30 min. Nestas condi¢des poderd haver uma
funcionalizac¢@o parcial e heterogénea da superficie, com dreas
mais expostas ou mais reativas do que outras. A reatividade na
superficie do mineral pode ser diminuida em regides da superfi-
cie que possuam uma monocamada de dgua,' inibindo a reagdo
do grupo silanol com sitios apropriados na superficie da mica.
Estas condi¢des favoreceram a identificagdo de sitios contendo
microcistina, pois promoveram uma baixa densidade de sitios de
ligacdo covalente entre o peptideo e a superficie da mica. Os picos
brilhantes correspondem as moléculas individuais de microcistina
ligadas ao conjugado APTES-glutaraldeido.' A soluc@o padrao de
microcistina utilizada (2 pg L!) € bastante diluida para dispersio
na drea analisada. A drea da mica inicialmente exposta aos vapores
de APTES corresponde a aproximadamente 1 cm?. Considerando-se
que foram feitas lavagens com dgua ap6s cada etapa de funcionali-
zagdo, apenas os sitios contendo APTES e glutaraldeido formaram
ligacGes covalentes com a microcistina.

Considerando-se que a varredura com pontas funcionalizadas
pode apresentar sinais associados a uma interagao especifica para
o0 sistema anticorpo-antigeno,'* também utilizamos uma sonda de
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anticorpos (ponta funcionalizada) para a varredura do substrato con-
tendo microcistina. A Figura 2a apresenta uma imagem topogréfica
resultante da varredura de uma drea de 1 um?. A diferenca entre as
imagens das Figuras 1 e 2 parece estar principalmente na altura
dos picos. Comparando-se o pico da Figura 1 com um dos picos
da Figura 2, observa-se uma diferenca de aproximadamente 1,5 nm
de altura. Portanto, a varredura com a sonda de anticorpos pode
gerar um pico mais alto. Uma possivel explicag@o € que a presenca
do anticorpo aumenta o raio de curvatura da ponteira, produzindo
uma ponta mais larga e irregular (Figura 2S, material suplementar).
Como resultado, as imagens apresentam artefatos, gerando picos
menos nitidos quando comparados com aqueles produzidos pela
varredura com a ponta normal (Figura 4S, material suplementar).
A perda de nitidez poderia inclusive ser atribuida a um evento de
reconhecimento especifico entre a sonda e o substrato (Ac-Ag), haja
vista que a proximidade entre ambos € maior, considerando-se que
houve um aumento do raio de curvatura da ponta apds a lig¢do de
anticorpos e que a sonda foi mantida a uma altura constante de 30
nm durante a varredura.
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Figura 2. Imagem topogrdfica gerada com uma ponta funcionalizada com
anticorpos. Na foto (A), que corresponde a uma drea de 1 un?’, visualizam-se
3 picos brilhantes, sendo que dois deles apresentam um arraste sugerindo
que, embora a varredura seja feita no modo “ndo contato” houve um ponto
de contato, gerando atrito entre a ponta e a amostra. O perfil vertical (B),
correspondendo a um corte da imagem na linha branca, fornece o valor para
a altura de um dos picos identificados em (A)
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Embora este experimento tenha sido realizado no ar e no modo
ndo contato, devido ao volume das moléculas de anticorpo acopladas
a ponta, € possivel que em alguns locais tenha ocorrido um evento
de contato tempordrio entre a ponta e o substrato, gerando imagens
com menor nitidez (Figura 4S, material suplementar).

Curvas de forca para o sistema anticorpo/MLR

Curvas de forca em AFM servem para quantificar interacdes entre
aponta e a amostra. As curvas de for¢a apresentam dois componentes,
uma curva de aproximacao, caracterizada por um evento de repulsdo,
e uma curva de retragdo, que pode apresentar componentes negativos
quando hd interagdo quimica entre a ponta e o substrato.'®!® Neste
trabalho, as andlises no modo contato, envolvendo curvas de forga
em funcdo da distancia, confirmam a arquitetura do sistema e o
reconhecimento especifico microcistina/anticorpo.

Detalhes de uma curva de aproximagdo confirmam a arqui-
tetura do sistema (Figura 3). Pelo menos trés diferentes camadas
depositadas sobre a mica podem ser identificadas. A curva indica
que a ponteira toca a amostra a aproximadamente 6 nm. A partir
deste contato € necessdrio aumentar constantemente a forca apli-
cada para vencer as camadas dos diferentes materiais depositados.
Considerando-se as diferencas na taxa de incremento da forca para
transpor as camadas como um sinal de que existem materiais de
constituicdo quimica diferente, sugere-se a seguinte interpretagao:
hd uma camada de aproximadamente 2 nm correspondente a uma
molécula de anticorpo ligada a ponta através do conjugado glutaral-
deido/APTES (distancia entre as linhas 1 e 2 indicadas na curva); ha
uma camada de aproximadamente 2 nm correspondente a molécula
de microcistina (distancia entre as linhas 2 e 3); antes da superficie
da mica existem mais trés camadas (3-4, 4-5 e 5-0, cada uma com
aproximadamente 0,5 nm, correspondente a arranjos moleculares
de glutaraldeido e APTES. Para vencer a primeira camada (de 1
a 2) € necessdrio aplicar uma forga crescente com valor maximo
de aproximadamente 50 pN. A altura da molécula de anticorpo
acoplada ao conjugado (glutaraldeido-APTES) corresponde a cerca
de 2 nm, conforme pode ser visto pela mudanca na inclinagdo da
curva, a aproximadamente 2 nm de distancia do ponto de contato.
Para vencer a proxima camada hd um aumento da for¢a para apro-
ximadamente 150 pN, permanecendo praticamente constante por
uma distancia de cerca de 1,5 nm (2 a 3), que corresponderia a um
evento de estiramento e transposi¢ao da molécula de microcistina.
As distancias percorridas entre as linhas 3 e 4 e 4 e 5 devem corres-
ponder a camadas de glutaraldeido (0,5 nm) e, entre as linhas S e 0,
a0 APTES (~ 1 nm). O total neste caso corresponde a cerca de 5,5
nm para o arranjo APTES-glutaraldeido-microcistina, semelhante
aos valores observados para os picos das Figuras 1 e 2.

Para verificar a especificidade da interagio, um controle foi prepa-
rado adicionando-se anticorpos antiMLR sobre a mica funcionalizada
com MLR, antes da andlise. A curva de for¢a para este controle foi
medida utilizando uma ponta funcionalizada com anticorpos (anti-
MLR). Como resultado, as curvas de aproximagdo e de retracao
apresentaram tragados idénticos (Figura 4a). Nota-se claramente que
na curva de for¢a do controle ndo houve nenhuma atragdo durante
o contato ponta/substrato, devido a auséncia de forgas de interagao.
Portanto, qualquer modifica¢@o nessas caracteristicas da curva, onde
ndo haja um bloqueio de sitios antigénicos, pode conter informagdes
importantes de interag¢@o especifica Ac-Ag.

Medidas de for¢a foram feitas no modo de contato em tampao
fosfato de s6dio 20 x 10 mol L', a partir da interag@o entre sitios
contendo microcistina que foram identificados nas imagens de
varredura. Em todos os experimentos, a ponta do AFM foi aproxi-
mada da superficie da amostra permitindo a formacao do complexo
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Figura 3. Andlise de uma curva de aproximagdo feita com uma ponta fun-
cionalizada com anticorpos. Detalhes da curva demonstram a existéncia de
materiais de constitui¢do quimica diferente, evidenciados pela for¢a que deve
ser aplicada para que a ponteira atravesse as diferentes camadas dispostas
a o longo do eixo entre a ponta e o substrato. As linhas verticais numeradas
sugerem limites de separagdo entre as camadas de diferentes materiais

anticorpo-antigeno. Apdés o contato entre ponta e amostra, ambas
sdo afastadas aplicando-se uma forca crescente para separar a ponta
(anticorpo) da superficie que contém a amostra (microcistina). Du-
rante o afastamento o complexo antigeno-anticorpo € esticado até o
momento de ruptura.

Os resultados demonstram que ligacdes especificas entre Ag-Ac
foram rompidas quando a ponta € afastada da superficie pela aplicagdo
de uma for¢a com magnitude suficiente para quebrar essas forcas de
interacdo. A forca de ruptura é chamada de for¢a de desacoplamento
f (forca maxima exercida entre receptor-ligante)," sendo aqui calcu-
lada a partir de valores médios obtidos a partir de 30 determinagdes
de curvas de forca. O evento de desacoplamento € caracterizado por
um pulo abrupto na curva de forca para uma posi¢ao neutra como
apresentado na Figura 4b. A Figura 4c apresenta os histogramas
associados as determinacdes.

De uma curva de forga de atrac@o, pode-se tirar outra informagao
importante: o comprimento total da ligagio estendida entre a ponta e
a superficie da amostra, que € definido como sendo o comprimento
de desacoplamento (1 )."

Quando hd interacdo quimica entre a ponta e a amostra, a curva
de retrag@o caracteriza um ou mais eventos de adesdo, apresentando
componentes com valores negativos, como o resultado da Figura 4b.
Observam-se nesta curva de retragdo dois eventos demonstrando a
interag@o entre anticorpos ligados a ponta com antigenos fixados na
superficie da mica. A Figura 2S (material suplementar) apresenta al-
gumas configuragdes possiveis para o sistema, onde varias moléculas
de anticorpos do tipo imunoglobulina G (IgG) podem estar ligadas a
ponta e as possibilidades de interac@o entre anticorpos e antigenos.
O esquema da Figura 2S (material suplementar) leva em considera-
¢a0 a reacdo de funcionalizacio que prevé a ligagdo do anticorpo ao
glutaraldeido através de aminodacidos bdsicos presentes na proteina.
A estrutura tridimensional de anticorpos foi obtida a partir da base
de dados de proteinas (PDB).%

O perfil da curva de retracdo (Figura 4b) tem sido reportado em
diversos sistemas, sendo chamado de dente de serra, evidenciando,
no caso de proteinas, a presenca de mddulos repetitivos sofrendo
desnaturagio e renaturagio.?! No presente trabalho, o perfil do dente
de serra e a magnitude das forgas de adesdo sugerem a existéncia de
multiplos pontos de contato entre a ponta funcionalizada e o substrato.
Tomando como base o trabalho de Oberhauser et al.*! uma interpre-
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Figura 4. Curvas de forca medidas por AFM em meio liquido. Na curva
controle (A) os sitios antigénicos foram totalmente bloqueados pela incu-
bagdo com anticorpo antes das medidas. Curva de aproximagdo em linhas
pontilhadas e curva de retragdo (afastamento) em linha cheia. A interagdo
especifica entre anticorpo e antigeno é demonstrada através da curva de forca
(B). A curva de retragdo mostra a adesdo entre a sonda e a amostra. Detalhes
indicam a determinagdo da for¢a de desacoplamento (f,) e comprimento da
ligagdo estendida (1 ). Os pontos “a, b, ¢ e d” indicam eventos da curva de
retragdo explicados no texto. Histogramas associados a curva de forca média
estdo apresentados em (C)

tacdo simples seria a de alongamento da ligacéio e desnaturacdo de
vérios complexos anticorpo-antigeno formados no primeiro evento,
seguido de uma renaturag@o e ruptura de todos os complexos ao
final do segundo evento. Os valores obtidos para forcas de intera-
¢do, ~ 1000 pN no primeiro evento e ~ 700 pN no segundo, quando
comparados com dados da literatura, de onde se deduz que a forga
média para a intera¢@o anticorpo-antigeno € da ordem de 240 pN,
sugerem a existéncia, no primeiro evento, de aproximadamente 4 e
no segundo, de aproximadamente 3 interagdes especificas (anticorpo-
microcistina).'®?! Medidas de for¢a determinadas para um sistema
enzima-substrato apresentam valores mais altos, cerca de 1000 pN.?!

Tomando como base a curva da Figura 4b pode-se identificar 4
pontos de interesse (a-d). Em (a) a liga¢@o € submetida a uma forga
de aproximadamente 1000 pN, esticando aproximadamente 4 com-
plexos anticorpo-antigeno por cerca de 15 nm. Esta forca provoca um
rearranjo no sistema sugerindo um efeito de desnaturagdo de uma ou
mais proteinas (anticorpos). Ao perder a forma nativa, os anticorpos
assumem uma conformagdo mais alongada (semelhante a uma mola
esticada). Devido a desnaturagdo (estiramento da proteina) hd um
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relaxamento e a ponta funcionalizada retorna a uma posigéo perto do
equilibrio (ponto b). A partir deste ponto, novas ligagdes sdo subme-
tidas a um alongamento, segundo o percurso b-c. H4 novamente um
incremento da forca até ~ 700 pN, indicando por (c). Neste caso, a
interagc@o ponteira-substrato foi alongada até um ponto de ruptura e
a alavanca retorna a posicao de equilibrio indicada por (d).

Os resultados apresentados demonstram o grande potencial que
o biossensor construido pode representar para as dreas de monito-
ramento ambiental, saide e seguranga publica. Foi demonstrada a
deteccdo de microcistina-LR a nivel molecular, sugerindo que ou-
tras substancias téxicas também poderiam ser avaliadas a partir da
conjugacdo de sistemas imunoldgicos a um atuador quimico, como
a alavanca do microscépio de forga atomica.

Concluindo, este estudo vem adicionar mais um método de detec-
¢do de cianotoxinas aos ja conhecidos, providenciando uma deteccéo
sensivel (a nivel molecular), rdpida e f4cil de ser reproduzida a partir
de uma padronizagdo prévia.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A Figura 1S referente a estrutura e dimensdes para microcistina,
glutaraldeido e APTES, assim como a Figura 28S, referente as dimen-
soes da ponteira funcionalizada com anticorpos e sua interacdo com
o substrato; a Figura 3S, referente a imagem topografica de APTES
sobre a mica e Figura 4S, que apresenta a vista em perspectiva das
imagens topograficas da microcistina com ponta normal e funciona-
lizada estéio disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br na forma
de arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 1S. Estruturas e dimensoes aproximadas para microcistina, APTES e glutaraldeido: (A) estrutura da microcistina leucina-arginina (MLR), ciclo (-D-
ALA-LEU-D-metil-ASP-ARG-ADDA-D-GLU-MDHA).> MLR é um peptideo ndo ribossomico, evidenciado por sua estrutura ciclica, pela presenca de aminod-
cidos ndo proteicos (dcido 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetil-deca-4,6-dienoico (ADDA), dcido D-eritro-beta-metil-aspdrtico e N-metil-desidro-alanina

(MDHA)) e, também pela formagdo de ligagoes peptidicas ndo convencionais. A ligagdo amida entre o dcido metil-aspdrtico e o residuo de arginina é feita com
a carboxila da cadeia lateral do dcido aspdrtico. Da mesma forma, a ligag¢do amida entre o residuo de desidro-alanina e o dcido glutamico envolve a ligag¢do a
carboxila da cadeia lateral do dcido glutdmico. A estrutura tridimensional da MLR estd disponivel na base de dados de proteinas (PDB), onde se pode inferir
os valores de dimensdo da molécula aqui indicados.” Em (B) e (C) apresentam-se as estruturas e dimensées aproximadas para APTES e glutaraldeido (B) e
para o conjugado (APTES-glutaraldeido) ligado a mica (C)
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Figura 2S. Esquema representativo para o sistema ponta funcionalizada-substrato. Todos os materiais estdo aproximadamente na mesma escala, com os valores
de dimensoes aproximados. Analisando a ponteira, considera-se que apds tratamento houve formagdo de uma monocamada de APTES, recoberta com uma
monocamada de glutaraldeido (conforme legenda de cores). As estruturas para microcistina e anticorpo estdo disponiveis na base de dados de proteinas.”>*
Detalhes em laranja na estrutura dos anticorpos denotam os sitios onde existem aminodcidos bdsicos, disponiveis para fixagcdo ao glutaraldeido, durante a
Juncionalizagdo da ponteira. De acordo com a figura, uma molécula de microcistina ligada a uma estrutura em monocamada de APTES-glutaraldeido teria a
dimensdo de ~ 4 nm, conforme indicado. Demais arranjos sdo representagoes considerando associagoes ionicas entre moléculas de microcistina, produzindo
estruturas de 6 e 8 nm, respectivamente
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Figura 3S. Imagens topogrdficas da mica recoberta com APTES: (A) imagem e (B) perfil do substrato tratado diretamente com 5 uL de APTES; (C) imagem e

(D) perfil do substrato apds tratamento com vapores de APTES, seguido da ligacdo de glutaraldeido e microcistina
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Figura 4 S. Vista em perspectiva das imagens topogrdficas da varredura do substrato funcionalizado com APTES, glutaraldeido e microcistina: (A) imagem

tridimensional da Figura 1, correspondendo a varredura com ponta normal e (B) imagem tridimensional da Figura 2; varredura com ponta funcionalizada

com anticorpos



