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RESUMO

As microcistinas (MCs) sdo uma classe de heptapeptideos ciclicos, com mais
de 100 variantes estruturais, produzidas por algumas espécies de
cianobactérias presentes em aguas superficiais. Algumas técnicas sao
empregadas na deteccdo de MCs, porém, ha poucos métodos validados para a
diferenciacdo adequada das variantes. Neste trabalho empregou-se um
nanoporo da alfatoxina incorporado em bicamada lipidica como ferramenta
molecular para deteccdo e diferenciacdo das variantes LR, RR e YR.
Adicionalmente empregou-se simulacdo de dinamica, docagem molecular e
calculo de potencial eletrostatico como suporte para esclarecimento do
processo de interacdo MCs-nanoporo. A confecgcdo da bicamada lipidica plana,
insercao do nanoporo unitario e os registros de correntes ibnicas ocorreram em
condicBes de fixacdo de voltagem a 25°C. As solucdes utilizadas foram KCI ou
LiCl 4M, pH 7,5. Demonstrou-se que o nanoporo da alfatoxina discrimina as
variantes (LR, RR, e YR) na solucdo de KCI. O processo de discriminagédo é
baseado na analise dos tempos de permanéncia de cada variante no interior do
nanoporo unitario, bem como, nas amplitudes dos bloqueios na corrente iGnica
que flui através dele. As variantes (LR, RR e YR) apresentam diferentes
distribuicdes de carga que se correlacionam com os trés perfis de amplitude de
bloqueio na corrente i6nica através do nanoporo. A analise de docagem
molecular indica diferentes padrées de interacdo das variantes de MCs em
duas regifes especificas do nanoporo. O volume ocupado por cada variante
(LR, RR e YR) na regido de constricdo do nanoporo correlaciona-se com 0s
trés perfis de amplitudes de bloqueio na corrente ibnica. Finalmente propomos
um modelo, no qual, a capacidade do nanoporo da alfatoxina em diferenciar as
variantes de microcistinas ocorre por um mecanismo baseado principalmente
em interacoes eletrostaticas.

Palavras-chave: Nanoporo. Alfatoxina. Microcistinas. biossensor.



ABSTRACT

Microcystins (MCs) are a class of cyclic heptapeptides with more than 100
structural variants produced by some species of cyanobacteria present in
surface waters. Some techniques are employed in the detection of MCs,
however, there are few validated methods for proper variant differentiation. In
this work, a lipid bilayer incorporated as a molecular tool for the detection and
differentiation of the LR, RR and YR variants was used. In addition, dynamics
simulation, molecular docking and electrostatic potential calculation were used
as a support to clarify the MCs-nanopore interaction process. The preparation
of the planar lipid bilayer, insertion of the unitary nanopore and the ion chain
currents occurred under conditions of voltage clamp at 25 ° C. The solutions
used were KCI| or 4M LIiCl, pH 7.5. It has been shown that the alphatoxin
nanopore discriminates the variants (LR, RR, and YR) in the KCI solution. The
discrimination process is based on the analysis of the residence times of each
variant within the unitary nanopore as well as on the amplitudes of the
blockages in the ionic current flowing through it. The variants (LR, RR and YR)
have different charge distributions that correlate with the three profiles of
amplitudes of the blockages in the ionic current through the nanopore.
Molecular docking analysis indicates different patterns of interaction of MC
variants in two specific regions of the nanopore. The volume occupied by each
variant (LR, RR and YR) in the nanopore constriction region correlates with the
three profiles of amplitudes of the blockages in the ionic current. Finally, we
propose a model in which the ability the alphatoxin nanopore to differentiate the
microcystins variants occurs by a mechanism based mainly on electrostatic

interactions.

Keywords: Nanopore. Alphatoxin. Microcystins. Biosensor.
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1 INTRODUCAO

O acesso a 4gua potavel € uma grande preocupag¢do em todo o mundo.
Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas ndo dispdem de saneamento adequado,
das quais 884 milhdes ndo tem acesso a agua potavel (UNITED NATIONS,
2010). Essas condi¢gbes contribuem com a presengca de contaminantes ou
doencas transmissiveis pela 4gua. No Brasil a situacdo também é muito
preocupante, pois, a falta de saneamento basico contribui significativamente na
contaminacdo da maioria dos aquiferos (UNIAGUA, 2015). Os agentes
contaminantes comumente encontrados em aquiferos no Brasil advém de
residuos organicos caseiros tratados inadequadamente e residuos industriais,
que propiciam, devido as condi¢Bes climaticas, a floracdo de varias espécies
de algas produtoras de cianotoxinas, principalmente as microcistinas (MCs)
(SANT'ANNA et al, 2008). As MCs sao heptapeptideos ciclicos e toxicos
produzidos por cianobactérias do género Microcystis. H4 mais de 100 variantes
estruturais de MCs, cuja diferenca deve-se principalmente a substituicdo de
dois aminoéacidos varidveis (PUDDICK et al, 2014). O maior acidente
envolvendo humanos pela utilizacdo de agua com MCs aconteceu em 1996 em
uma clinica de hemodialise em Caruaru, quando 60 pacientes foram a Obito
(POURIA et al, 1998).

Os meétodos atualmente usados para a deteccdo, quantificacdo e
caracterizacdo de MCs, dentre os quais, destacamos a cromatografia liquida de
alta performance acoplado a espectrometria de massa, a ressonancia
magnética nuclear e 0s ensaios imunoenzimaticos, sdo demorados e
geralmente especificos apenas para microcistina LR, no entanto, a auséncia
desta, ndo oferece seguranca para utilizagcdo da agua para consumo humano,
pois, outras variantes também causam danos a saude humana. (MSAGATI et
al, 2006). Isso torna necesséria a busca por novos métodos para detecgéo e
diferenciacado de MCs, como demonstram o0s estudos envolvendo
imunoensaios eletroquimicos e amperomeétricos (SINGH et al, 2012; WELLER,
2013).
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Na dultima década tem se aumentado 0 interesse em processos
bioinspirados ou biomiméticos em que se utilizam nanoestruturas biol6gicas
como elemento de reconhecimento molecular para o desenvolvimento de uma
classe inovadora de sensores, cujo mecanismo de funcionamento se baseia
em nanoporos individuais dotados com a capacidade de biossensoriamento
estocastico. O biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia
na observacao de eventos de ligacdo entre as moléculas individuais de analitos
e um unico receptor (AGUIAR et al, 2015). Esses eventos sado identificados por
um bloqueio caracteristico na corrente ibnica que flui através do nanoporo na
presenca do analito (WANG et tal, 2013). A denominacdo estocastico para
esse biosensoriamento é atribuida, primeiramente, em relacdo a série temporal
aleatoria de flutuacdes discretas registradas, devido a deteccado por um Unico
nanoporo, de cada molécula do analito, portanto as moléculas sdo detectadas
uma a uma, ou seja, de maneira unitaria ou individual. Secundariamente, o
mecanismo de deteccdo ocorre com a entrada aleatéria de cada molécula do
analito em um Unico nanoporo, e isto é devido essencialmente a difusdo
molecular, ou seja, um fenbmeno estocastico (AGUIAR et al, 2015).

Nanoporos individuais vem sendo estudados e mostram-se promissores
para aplicacdo em diversas areas, tais como sequenciamento de DNA (LU et
al, 2016), deteccdo de cocaina (KAWANO et al, 2011), espectrdbmetro de
massas para analise de polimeros (ROBERTSON et al, 2007), entre outras.
Deste modo nesse trabalho utilizou-se o nanoporo formado pela alfatoxina de
Staphylococcus aureus, incorporado em uma bicamada lipidica plana para a
deteccao e diferenciacdo de MCs em sistemas aquosos.

Esta tese divide-se em duas partes: um estudo experimental, utilizando o
nanoporo da alfatoxina como elemento de reconhecimento molecular de MCs;
e um estudo computacional, baseado em dinamica e docagem molecular para
esclarecer a natureza das interagées envolvidas na formagédo do complexo

nanoporo-McCs.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais das microcistinas

2.1.1 Microcistinas: origem, estrutura e toxicidade

A atividade antropica, decorrente principalmente do processo de
industrializagdo, esta diretamente relacionada a aceleragdo artificial da
eutrofizacdo de aquiferos em todo o mundo (PAERL & HUISMAN, 2008). Este
fenbmeno, caracterizado pelo excessivo acumulo de matéria organica e
elevacdo da concentragdo de nutrientes em ambientes aquaticos,
especialmente nitratos e fosfatos, promove entre outros fatores, a proliferacédo
exacerbada de cianobactérias, também denominada floragdo algal. As
floracbes geralmente garantem a dominancia das cianobactérias nos aquiferos,
principalmente lagos e reservatérios, associada a elevada diversidade
metabdlica apresentada por estes microrganismos (TRINDADE & MENDONCA,
2014). Apesar da propensao por rios, lagos e reservatérios com pH entre 6 e 9,
a diversidade metabdlica das cianobactérias assegura a elas elevada
resisténcia as variagdes ambientais, possibilitando grande adaptabilidade aos
mais diversos habitats aquaticos como oceanos e mangues, além de garantir
resisténcia as variacdoes de temperatura (CONLEY et al., 2009; BECK et al.,
2012; MOHAMED et al., 2006).

Muitas espécies de cianobactérias produzem metabdlitos, alguns dos
quais sdo altamente toxicos e, portanto, oferecem riscos aos organismos
superiores, inclusive podendo causar sérios danos a saude humana,
comprometendo desta forma a qualidade dos recursos hidricos quanto a
potabilidade da agua (SCHMIDT et al., 2014). Trata-se das cianotoxinas, cuja
presenca em ambientes aquaticos € uma preocupac¢do global, mas no Brasil,
devido a escassez de esgotos tratados e o fato do seu territorio estar localizado
em regido tropical, a preocupacdo €é ainda mais acentuada, devido ao
avancado estagio de eutrofizacdo (SANT'ANNA et al., 2008).

Levando em consideracdo as propriedades toxicologicas, podemos

classificar as cianotoxinas em neurotéxicas (anatoxina-A, saxitoxina),
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hepatotoxicas (microcistina, nodularina, cilindrospermopsina), promotoras de
tumor (MCs e lipopolissacarideos) ou irritantes ao contato, também chamadas
de dermatotoxinas (lingbatoxina-A, apisiatoxina e lipopolissacarideos)
(MSAGATI et al, 2006). Em relacdo a estrutura quimica as cianotoxinas podem
ser classificadas em peptideos monociclicos (microcistina, nodularina),
alcaldides (neurotoxinas, cilindrospermopsina) e lipopolissacarideos (DORR et
al, 2010).

Dentre as cianotoxinas, as MCs destacam-se por serem as mais
frequentemente encontradas na natureza e também as mais estudadas
(PUDDICK et al, 2014). As MCs sao heptapeptideos monociclicos produzidos
por diversas espécies do género Microcystis. A Figura 1 apresenta a estrutura

molecular basica para uma MC (D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha),

onde a substituicAo dos aminoacidos nas posi¢coes X e Z (aminoacidos 2 e 4,
respectivamente), ou metilacdo dos radicais R1 e R2, possibilitam a existéncia
de mais de 100 variantes dessas toxinas (PUDDICK et al, 2014; SINGH et al,
2012). As mais conhecidas sdo MC-LR; MC-RR; MC-YR e MC-LA (CHORUS,
2002). Adda, é o acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-
diendico, foi determinado como um dos principais grupamentos responsaveis
pela atividade hepatotoxica dessas toxinas (NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al,
1992).

Acido D-Glutimico Metil-dehidro-alanina
COOH (Mdha)

[D-Glu) ©
H

EAIanlna (D-Ala)

WH HH
. |
N N X
o] Z 3 2
Acido 3-amino-9- 4 )
metoxi-2,6,8-trimetil-10- v COOH
fenildeca-4,6-diendico (ADDA) Acido Metilaspértico

(D-Masp)

Figura 1. Representacdo estrutural das MCs. Os radicais X e Z sdo 0s
aminoacidos variaveis. Adaptado de JASIONEK et al, 2010.
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Apesar da extensa variedade de MCs, a MC-LR é a mais estudada, pois
se apresenta com maior frequéncia na natureza e possui maior toxicidade
(HERRANZ et al, 2010). Além disso, a MC-LR foi a primeira quimicamente
identificada e tem sido associada a maioria dos incidentes envolvendo MCs
(SINGH et al, 2012). Dentre os danos causados pelas MCs, destaca-se a sua
acdo especifica no figado (GEHRINGER 2004), fator por meio do qual se
justifica a denominacgéo destas toxinas como hepatotoxinas.

Em casos agudos, o envenenamento por MCs pode causar morte rapida
em humanos e animais, resultante de hepatomegalia e necrose dos
hepatécitos, que evolui para hemorragia intra-hepética e consequentemente
morte. ApoOs a ingestdo, a MC é levada ao interior dos hepatdcitos por um
carregador protéico aniénico denominado polipeptideo transportador de anions
organicos (FISCHER et al, 2005). No figado, ela inibe as proteinas fosfatases
tipo 1 e 2A (PP1 e 2A), gerando assim fosforilagdo excessiva dos filamentos
estruturais (filamentos intermediarios e de actina) das células hepéaticas
(PEARSON 2010). Isso causa comprometimento citoesquelético e consequente
desorganizacdo da ultraestrutura hepatica. Esta desorganizacdo leva a uma
retracdo dos hepatdcitos, provocando a perda de contato entre eles e com as
células que formam os capilares sinusoidais. Como consequéncia, o figado
perde sua arquitetura e desenvolve graves lesdes internas, resultando em dano
tecidual local e consequente choque hemorragico (GEHRINGER 2004).

O maior acidente envolvendo humanos, pela utilizacdo de agua
contaminada com MCs, ocorreu em 1996 em uma clinica de hemodialise na
cidade de Caruaru em Pernambuco, Brasil. Neste acidente, 126 pacientes
desenvolveram sinais e sintomas caracteristicos de envenenamento por

cianotoxinas, dentre os quais 60 morreram (POURIA et al, 1998).

2.1.2 Principais métodos de detecc¢éo

Muitos métodos analiticos e bioanaliticos sao utilizados atualmente para

o monitoramento de MCs. No entanto, tendo em vista o potencial de aplicacdo
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no monitoramento ambiental de rotina, esses meétodos séo limitados (SINGH et
al, 2012).

Dentre os métodos bioanaliticos, destacam-se 0s bioensaios com
camundongos, culturas de células, plantas e extratos de plantas, ensaios
enzimaticos e ensaios imunoenzimaticos. Bioensaios em camundongos,
culturas de células e plantas sdo métodos que avaliam a bioatividade da toxina,
tal como hepatotoxicidade e citotoxicidade. Apesar de ser um método rapido
para 0 monitoramento de cianotoxinas, 0 bioensaio em camundongos possui
baixas: especificidade, sensibilidade e capacidade de diferenciacdo entre
variantes estruturais. Essas limitacbes apresentam-se também nos bioensaios
com cultura de células e plantas. (AGRAWAL et, al 2012; SINGH et al, 2012).

Os métodos de inibicdo da proteina fosfatase sdo baseados na
habilidade que as MCs possuem em inibir as enzimas proteinas serina-treonina
fosfatases. Outra técnica muito usada para a deteccdo de MCs é o Ensaio de
Imunoabsor¢cdo enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA),
que difere do ultimo método pela adi¢cdo de anticorpos, 0 que pode aumentar a
especificidade e a sensibilidade do ensaio (CAMPA'S & MARTY, 2006; SINGH
et al, 2012). Apesar dos métodos baseados na inibicdo da proteina fosfatase
apresentarem sensibilidade e especificidade satisfatorias, as variantes de MCs
inibem a proteina fosfatase com intensidades diferentes. Além disso, os
ensaios de imunoabsorcdo enzimatica podem apresentar reacfes cruzadas e
ainda ndo ha anticorpos comercialmente disponiveis para todas as variantes de
MCs (SANGOLKAR et al, 2006; AGRAWAL et, al 2012).

Como previamente mencionado, métodos analiticos, também
conhecidos como métodos fisico-quimicos, sdo intensamente utilizados hoje
para deteccao, caracterizacdo e quantificacdo de MCs. Dentre eles, podemos
destacar a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), a espectrometria
de massas (EM) e a ressonancia magneética nuclear (RMN). O HPLC é utilizado
para separar o analito (MCs) dos demais componentes da amostra e, para a
deteccdo do analito, geralmente faz-se necessario acopla-lo a técnicas de
deteccdo, tal como espectroscopia de ultravioleta (MSAGATI et al, 2006).
Embora seja um método muito utilizado, a principal desvantagem da HPLC
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consiste na impossibilidade de diferenciacdo, quando na amostra ha mais de
uma variante estrutural de MCs, além da auséncia de padrbes especificos e a
necessidade de pessoal altamente qualificado, o que pode inviabilizar sua
ampla utilizacdo de forma rotineira e em grande escala (LAWTON et al, 1994).
O HPLC também pode ser acoplado a Espectrometria de Massas (HPLC-MS),
cuja vantagem baseia-se na capacidade de diferenciar as variantes de MCs por
sua razdo massal/carga, bem como pelo tempo de voo (GRAVES AND
HAYSTEAD, 2002). Dentre as limitacbes do HPLC-MS para a deteccdo e
qguantificacdo de MCs, podemos destacar o fato de ser um método oneroso que
requer processos de extracdo, oxidacdo e pés-tratamento, de modo a eliminar
0s reagentes da derivatizacéo (processo geralmente utilizado para aumentar a
sensibilidade do método) (MSAGATI et al, 2006). O método baseado em RMN
tem sido util principalmente no que diz respeito a elucidacdo da estrutura
guimica das MCs, no entanto, requer amostras com elevado grau de pureza e
em grandes quantidades. A tabela 1 possui uma breve descricdo entre os
principais métodos, suas vantagens e limitagdes.

Atualmente, ha uma grande busca por novos métodos que superem as
limitacbes apresentadas pelas técnicas supracitadas (SINGH et al., 2012),
portanto, neste trabalho avaliou-se o uso do biossensoriamento estocastico
baseado no nanoporo da alfatoxina de Staphylococcus aureus.

TABELA 1. Vantagens e desvantagens dos principais métodos atualmente
utilizados para o monitoramento de MCs em meios aquosos.

METODO VANTAGENS DESVANTAGENS
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2.2. Nanoporo da Alfa-toxina como Biossensor Estocastico

Biossensores sao dispositivos analiticos compostos por um material
biolégico ou derivado de um material biolégico (biomimético), diretamente
associado ou integrado a um transdutor fisico-quimico, o qual pode ser 6ptico,
eletroquimico, termoelétrico, piezoelétrico ou magnético (THEVENOT et al.,
2001; BELLUZO et al., 2008). Esquematicamente, o funcionamento de um
biossensor pode ser representado por trés etapas (Figura 2).

A etapa de reconhecimento biolégico caracteriza-se pela interacéo entre
0 analito e o elemento sensor, que pode ser formado por um componente
bioldgico (receptor, enzima, anticorpo, acido nucleico, nanoporo, entre outros).
O produto desta interacédo € a alteracdo de uma ou mais propriedades fisico-
guimicas do elemento sensor, como transferéncia de elétrons, mudanca de pH,
liberacdo de ions, etc (THEVENOT et al., 2001).

Na etapa de transducdo, o resultado da interacdo analito-elemento
sensor é convertido em um sinal mensuravel. Desta forma, € gerado um sinal
eletrbnico proporcional a concentracdo do analito presente. Durante a etapa de
processamento, o sinal proveniente do transdutor é processado e amplificado,
gerando assim uma resposta passivel a leitura e interpretacdo por meio da
utilizacdo de um programa adequado (THEVENOT et al., 2001).

Os biossensores podem ser classificados levando em consideracao
aspectos como: mecanismo de deteccéo, de transducéo e também a interacao
entre o analito e o elemento sensor (elemento de reconhecimento). Assim, em
relacdo a natureza do elemento de reconhecimento, podemos classifica-los em
biossensores baseados em sistemas vivos, biossensores baseados em células
integras, biossensores baseados em enzimas, biossensores baseados em
anticorpos e biossensores baseados em receptores de membrana.
Considerando o tipo de transdutor empregado, 0s biossensores podem ser
classificados em: eletroquimico, 6ptico, piezoelétrico, e termométrico. Por fim,
0s biossensores também podem ser classificados quanto ao mecanismo de

interacdo da molécula imobilizada com o analito. Assim, eles sdo classificados
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em: biossensores cataliticos e de afinidade (THEVENOT et al., 2001;
KISSINGER, 2005).

Reconhecimento

Analito biolégico
A
-

Elemento
sensor
Transdugao
de Sinal
Transdutor
Processamento

;
Figura 2. Esquema geral das etapas e componentes de um biossensor. A

interacdo do analito com o elemento sensor gera um sinal que é transformado
e processado até que se torne passivel de interpretacéo.

Na ultima década uma nova modalidade de sensoriamento tem se
destacado como proposta para confeccdo de dispositivos analiticos — sdo os
sensores estocasticos baseados em nanoporos (AYUMI et al., 2008; BELKIN et
al., 2013). Nesta metodologia um nanoporo natural ou sintético compde o
elemento sensor (WANG et al, 2013; AGUIAR et al, 2015).

A alfatoxina, também chamada alfa-hemolisina (a-HL), € uma citolisina
secretada pela bactéria Staphylococcus aureus, dotada da capacidade de
formar poros aquosos de dimensdes nanométricas tanto em membranas
biolégicas quanto em bicamadas lipidicas artificiais (KRASILNIKOV et al,
2000). Esta proteina possui peso molecular em torno de 33 kDa e € liberada na
forma de mondmeros de polipeptideos de 293 aminoacidos sollveis em agua

(GRAY et al, 1984). Embora seja um processo nao totalmente compreendido,
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0S mondmeros se inserem em membranas e entdo se oligomerizam para
formar o nanoporo heptamérico, permitindo a passagem de 4gua e a interacao
de diversas moléculas com a sua parede interna (KRASILNIKOV et al, 2000;
WADE e al., 2015).

Como mostrado na Figura 3, o nanoporo formado pela alfatoxina
apresenta trés dominios bem definidos, o copal com diametro de 4,6 nm que
fica praticamente fora da membrana, o troncular que se insere na membrana e
tem didmetro de aproximadamente 2,6 nm, e o dominio anelar, que €
representado pela parte ancorada na membrana. E composto por 14 folhas B-
barril. Estes dois dominios estdo separados por uma constricdo de

aproximadamente 1,4 nm de diametro (SONG et al.,1996).

ANELAR

L
Figura 3. Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina com dominios,
dimensdes e entradas (CIS, TRANS) em relacdo a membrana. Membrana
representada pela linha tracejada em amarelo. Visualizacdo obtida a partir do
VMD, PDB ID 7AHL.pdb, Adaptado de SONG et al, 1996.

O valor de didametro da constriccdo € semelhante & dimenséo da maioria
das moléculas, portanto, isto € uma das carateristicas que propicia a utilizacédo
da a-hemolisina como ferramenta de deteccdo e caracterizacdo de diversos
tipos de analitos (DNA, RNA, peptideos, proteinas, polietilenoglicol, etc...) em

meio aquoso. Além disso, a sua ampla variedade de modificagdo estrutural
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favorece a adequacdo do nanoporo ao analito de escolha (SONG et al.,1996;
BRAHA et al, 1997, GU et al, 1999; BAYLEY & CREMER, 2001;
KASIANOWICZ et al, 2001; ASTIER et al., 2005; AGUIAR et al, 2015).

Adicionalmente, a estabilidade proteica e condutancia elevada, aliadas a
facilidade de incorporacdo em membranas artificiais, sado fatores que tornaram
0 nanoporo da alfatoxina um adequado “protétipo” de nanoporo protéico para o
estudo do particionamento dinamico de polietilenoglicol (PEG) (KASIANOWICZ
et al, 2002; ROBERTSON et al, 2012; MACHADO et al, 2016), peptideos e
proteinas (MOVILEANU et al., 2005; MOVILEANU 2014) e acidos nucléicos
(BEZRUKOV et al., 2004)

O principio de funcionamento biossensor baseado no nanoporo da
alfatoxina esta esquematicamente mostrado na Figura 4. Considere um Unico
poro incorporado numa bicamada lipidica que separa dois compartimentos com
solucéo salina. Quando um potencial é aplicado, uma corrente i6bnica maxima
flui através do poro carreada pelos ions presentes na solucdo salina. Na
situacdo mais simples, considere que o nanoporo contém um sitio de ligacdo
para o analito, podendo existir dessa forma dois estados: ocupado pelo analito
e ndo ocupado. Cada vez que o analito ocupa o lume (estado ocupado), induz
uma modulacdo (evento de bloqueio), diminuindo a corrente iGnica maxima.
Desta forma, notam-se dois valores médios de corrente i6nica, uma para cada
estado. (RODRIGUES, 2006). A frequéncia da ocorréncia dos eventos esta
relacionada com a concentracdo do analito, enquanto que a série temporal
deles, serve de “assinatura digital” para a identificacdo do analito.

Os intervalos de tempo de duracao do bloqueio podem ser descritos por

uma distribuicBo exponencial, cuja constante de ajuste € definida como o

tempo caracteristico de bloqueio (T.¢). A amplitude de bloqueio, juntamente

com o valor do To, representam a assinatura digital de cada analito.
Adicionalmente, a concentracdo do analito pode ser quantificada pela
frequéncia dos bloqueios, operacionalmente determinada por meio dos
intervalos de tempo os bloqueios sucessivos. Os intervalos de tempo entre os

bloqueios sao descritos por uma distribuicdo exponencial, cuja constante de

ajuste representa os intervalos médios de bloqueio (T,,). O inverso da Ton
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(1/ Ton) corresponde a frequéncia de eventos de bloqueio, que € proporcional a
concentragdo do analito. Portanto, a cinética entre o estado ocupado e néo
ocupado possibilita a obtencdo de informagcbes que permitem identificar e
guantificar o analito (KASIANOWICZ, 2008; AGUIAR et al, 2015).

NAO OCL.JPADO

ANALITO
ITON |

T

"

[Tors

Figura 4. Registro de corrente e esquema da alfatoxina como biossensor.
A interacdo de um Unico nanoporo com o analito (estado ocupado) induz
bloqueios caracteristicos na corrente ibnica através do canal. A corrente é
maior na auséncia do analito no interior do canal (ndo ocupado) e menor com a
sua presenca no lume aquoso (ocupado). A frequéncia dos eventos de
bloqueio correlaciona-se com a concentracdo do analito, e o tracado de
corrente permite sua identificacdo. A seta em vermelho direcionada para cima
indica a aplicagéo de potencial. A seta em vermelho direciona para baixo indica
a adicdo do analito. As setas em azul indicam o sentido de movimentacdo do
analito, adaptado de RODRIGUES, 2006.
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2.3 Simulacdes por Docagem, Dinamica Molecular e Célculo do

Potencial Eletrostéatico

A aplicacdo de métodos computacionais ao estudo de biomoléculas é
procedimento cada vez mais rotineiro e importante para a compreensao de
diversos processos e mecanismos biolégicos, tais como o0 mecanismo
molecular do funcionamento de canais ionicos (MAFFEO et al, 2012). O
método de dindmica molecular é amplamente utilizado para o estudo de
macromoléculas bioldgicas, em virtude da possibilidade de aplicacdo deste
método a sistemas com um grande numero de atomos e em presenca de
solvente explicito. Para isso o método de dindmica molecular faz uso da
Mecéanica Newtoniana e de uma funcdo de energia potencial empirica para
calcular as interacbes atbmicas, reduzindo assim 0 requerimento
computacional comparativamente a métodos de Mecanica Quantica (KARPLUS
& MCCAMMON, 2002; DURRANT & MCCAMMON, 2011; MAFFEO et al,
2012).

Nas simulacdes de dinAmica molecular, resumidamente os atomos séo
representados como particulas pontuais, sobre as quais a temperatura fornece
a energia para que sofram aceleracdo e variem sua posicdo no espaco
conforme predito pela 22 Lei de Newton, cuja equacdo 1 é descrita abaixo,
onde i é referente ao atomo, x é a posicédo, t € o tempo e v € a velocidade
adquirida pelo atomo i. Deste modo, a forca exercida dependera da massa e da
posicdo de cada atomo, variando no tempo. Como consequéncia, observa-se
uma sucessdo de diferentes posi¢cdes dos atomos em funcdo do tempo,
garantindo a amostragem conformacional do sistema ao longo tempo, o0 que se
denomina trajetéria (VERLI, 2014).

dx, AV,

Foey= dtzx. T Ay T T A

Equacédo 1
Os atomos variam sua posicdo em funcdo da energia fornecida pela

temperatura, no entanto eles estao ligados uns aos outros formando moléculas.
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Isso os torna susceptiveis a interacdes interatdmicas e intermoleculares (no
caso das interacdes entre moléculas), fazendo-se necessario o calculo destas
forcas por meio da funcdo matematica denominada campo de forgca, como
ilustrado na Figura 5 (DURRANT & MCCAMMON, 2011). De forma sucinta, o
campo de forca é composto basicamente por um conjunto de forcas
decorrentes das interacdes entre atomos ligados e néo ligados, o que na Figura
5 é dividido em: termos ligados e nao ligados. Estes termos visam reproduzir
aspectos do comportamento molecular. Os termos ligados compreendem
ligacdes, angulos e diedros (rotacdo dos planos formados por 4 atomos). A
equacdo que corresponde a ligacdo é determinada pelo estreitamento de
ligagbes, onde (b-bp) é 0 estreitamento entre os atomos e K, é a constante de
forca de ligacdo. A equacdo que corresponde ao angulo é determinada pela
deformagao do angulo 8 formado por dois atomos e Kg é a constante de forca
do angulo. A equacao que modela a variacdo do diedro é determinada por uma
fungdo senoidal de tor¢gdo do diedro, representado na figura por ® e os
improprios sdo representados por ¢. Os termos nao ligados surgem devido
essencialmente a duas interacdes: van der Waals, que sdo modeladas usando
o potencial de Lennard-Jones; e interacfes eletrostaticas, que sdo modeladas
usando a lei de Coulomb (LEACH 2001, DURRANT AND MCCAMMON 2011,
MAFFEO et al 2012, BASTUG & KUYUCAK 2012).

Os campos de forca utilizados em simulacdes de dindmica molecular
estdo em constante aprimoramento e sendo validados para aplicacbes em
sistemas cada vez mais diversos, com moléculas de naturezas diferentes (um
Unico sistema contendo proteina, membrana, acido nucléico, ions e &agua).
Além da diversidade quanto a natureza, os algoritmos podem ser aplicados a
sistemas complexos, com grande numero de particulas, como proteinas de
membrana, glicoproteinas e oligossacarideos que possuem alta flexibilidade
(Oostenbrink et. al., 2005; Rusu et al., 2014).

O aumento do poder computacional atualmente viabiliza o estudo, por
técnicas de dinAmica molecular, de biomoléculas, tais como canais ibnicos e
ribossomos, nos quais 0 numero total de particulas do sistema ultrapassa
2.000.000 de atomos, (SOTHISELVAM et al., 2014), num tempo de simulacdo
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que pode chegar a microssegundos (SHAW et al., 2010). No entanto, apesar
dos avangos, o campo de for¢ca e o0 custo computacional das simulacdes de
Dinamica Molecular ainda constituem aspectos limitantes desta metodologia
(VAN GUNSTEREN et al 2006, BERNARDI et al 2015).

Termos Ligados

Sk b-b)+ SK(0-6,) + YKo +cosnd-8)) + Sk (p-0,)

ligagtes Angulos torgoes improprios
. diedmgupléplins o OO
—_ O o '
o0 00 o6, o

Termos nao Ligados

6

[(R R
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@ R,

FIGURA 5. Exemplo de equagbes de um campo de forca utilizado em
métodos de dindmica molecular. Os termos sdo divididos em ligados e nao
ligados. Os termos ligados compreendem liga¢des, angulos, diedros préprios e
improprios. Adaptado de DURRANT and McCAMMON, 2011.

Interacdes eletrostaticas desempenham um papel importante nos
processos bioldgicos, tais como interacdo de peptideos antimicrobianos com a
membrana das células bacterianas, movimento dos microtubulos durante a
divisdo celular e outros (RAVI et al.,, 2013; GAGLIARDI and SHAIN, 2014).
Levando em consideragdo que as biomoléculas contém grupos carregados (por
exemplo, residuos de aminoacidos carregados e grupos fosfatos), ha formacéo
de um campo elétrico ao redor da biomolécula. Operacionalmente, este campo
pode ser representado pelo mapa de potencial eletrostatico, caracterizado por

um gradiente de cor variando de regides mais positivas (cor azul) as regides
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mais negativas (cor vermelha) da molécula, passando por regides neutras (cor
branca), como mostrado na Figura 6.

Os métodos computacionais para o célculo dos potenciais eletrostaticos
podem se basear em algoritmos com duas abordagens: os que calculam o
potencial eletrostatico resolvendo a equacdo de Coulomb e os que resolvem a
equacdo de Poisson-Boltzmann (HONIG & NICHOLLS, 1995). No primeiro
caso, apesar de ser um célculo rapido, ha insuficiéncia na precisdo, pois
apenas uma unica constante dielétrica é aplicada para o interior da proteina e
para o solvente. A segunda abordagem leva em consideracdo as diferentes
propriedades dielétricas da proteina e do solvente, obtendo assim uma visao
mais acurada do potencial eletrostatico da proteina em meio aquoso (HONIG
and NICHOLLS, 1995; SOARES et al., 2004; DIAS et al., 2014). O célculo de
mapas de potencial eletrostatico permite avaliar a ocorréncia de atracdo ou

repulséo eletrostatica no sistema.

FIGURA 6. Representacdo da molécula da agua. Antes (esquerda) e apés
(direita) o célculo do potencial eletrostatico da agua, realizado no software
Avogadro (HANWELL et al., 2012), que se baseia na resolucédo da equacéo de
Coulomb.

Docagem molecular € uma das abordagens in silico mais utilizadas
devido principalmente ao baixo custo computacional e a ampla faixa de
aplicagbes em eventos de reconhecimento molecular, tais como energética de
ligagédo, interagbes intermoleculares e mudangas conformacionais induzidas.

7

Geralmente essa técnica é utilizada para o estudo das interagdes entre
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proteinas e ligantes, no entanto ja ha trabalhos mostrando a eficacia da técnica
no estudo das interacbes proteina-proteina e proteina-acido nucléico
(ZACHARIAS, 2010). A docagem molecular permite que sejam avaliados 0s
modos de ligacdo de um ligante em um local de uma macromolécula alvo, bem
como as correspondentes interacdes intermoleculares que estabilizam a
formacédo do complexo ligante-macromolécula (REIS, 2008).

O processo de docagem molecular pode ser descrito como um problema
de otimizagdo de ajuste de formas moleculares, desse modo, ele pode ser
dividido essencialmente em duas partes: determinar qual a conformacédo do
ligante no sitio de interacdo e avaliar entre todas as conformacfes possiveis
qual a melhor ranqueada, baseado na afinidade de ligacdo do complexo
ligante-macromolécula. Essa Ultima etapa pode ser realizada através de
calculos de energia potencial, obtidos através de funcdes de pontuacdes, que
correspondem as interacdes intermoleculares (FERREIRA et al, 2015). Desta
forma a técnica oferece as coordenadas do ligante de melhor solu¢cdo (menor
energia livre), como ilustrado na Figura 7. A docagem pode ser rigida ou
flexivel. No primeiro caso (Figura 7), apenas 0os movimentos de translacao e
rotacdo do ligante sao considerados. Na abordagem flexivel, além dos graus de
liberdade rotacional e translacional, exploram-se também os angulo diedros do
ligante, o que aumenta significativamente o nimero de solucées e o tempo do
calculo.

Operacionalmente os passos do processo de docagem consistem em:
obtencado e preparacdo das estruturas tridimensionais da macromolécula e do
ligante, submissdo do ligante as funcdes de pontuacdo de acordo com a
variacdo dos graus de liberdade previamente descritos e obtencdo das
melhores solucbes, de acordo com o algoritmo utilizado para escolher as

solucdes (Ferreita et al, 2015), como descrito na Figura 8.
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FIGURA 7. Grafico da energia em funcdo da conformacdo. A minima
energia representa o melhor resultado macromolécula-ligante em um caso de
docagem rigida. Retirado do REIS, 2008.
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FIGURA 8. Arcabougo do processo de docagem. A) (Estrutura
tridimensional do ligante; (B) Estrutura tridimensional da macromolécula; (C)
ligante € ancorado no sitio de ligagdo da macromolécula e as supostas
conformacdes séo exploradas; (D) as solucbes de menor energia, bem como
as interagcbes intermoleculares correspondentes séo identificadas. A espinha
dorsal da macromolécula € representada em cartoon. O ligante (rosa) €&
representado em vareta. Linhas tracejadas indicam ligac6es de hidrogénio.
Retirado de FERREIRA et al, 2015.
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3 JUSTIFICATIVA

As MCs séo toxinas produzidas por cianobactérias em ambientes aquosos e
sua presenca em niveis superiores a 1 pg/L inviabiliza a potabilidade da agua,
uma vez que oferece grandes riscos a saude humana. Adicionalmente os
métodos empregados para deteccdo de MCs sdo onerosos, demorados e
limitados principalmente no aspecto de diferenciagcédo de variantes, que sdo
igualmente danosas a saude humana. O nanoporo da alfatoxina apresenta
vantagens que o tornam um prototipo de nanossensor estocastico ideal para a
deteccdo de diversas moléculas, dentre as quais a capacidade de
multideteccao, facilidade de adaptar sua estrutura molecular e sua elevada
estabilidade molecular se destacam. Até onde sabemos, h4 apenas um relato
demonstrando o que nanoporo da alfatoxina € capaz de detectar microcistina,
porém, ndo esclarece o mecanismo pelo qual ocorre a diferenciacdo das
diversas variantes estruturais (RODRIGUES et al, 2013). Deste modo neste
trabalho além da abordagem experimental para estudar a interagdo MC-
nanoporo; empregaram-se também simulacées por docagem e por dinamica
molecular visando melhor entendimento do processo da deteccdo e

diferenciagdo de MCs em meio aquoso.

4 OBJETIVOS
41 Geral

Investigar o0 mecanismo molecular do processo de deteccdo e
diferenciacdo de microcistinas pelo nanoporo da alfatoxina de Staphylococcus

aureus.

4.2 Especificos

e Determinar experimentalmente os parametros biofisicos da
interagdo das MCs LR, RR e YR com o nanoporo da alfatoxina.

e |dentificar via metodologias computacionais 0S grupamentos
envolvidos nas potenciais interacdes entre as MCs LR, RR,YR e 0

nanoporo da alfatoxina.
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5 METODOLOGIA
5.1 Bicamadas lipidicas planas e incorpora¢do do nanoporo da

alfatoxina

Todas as bicamadas lipidicas planas foram confeccionadas conforme
adaptacdes na técnica de MONTAL & MUELLER, 1972. Esta técnica consiste
basicamente na formacdo de uma bicamada lipidica por aposicdo de dois
filmes monomoleculares de lipideo, no orificio (~80um de diametro) de uma
particdo de Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos (CIS
e TRANS) de uma camara experimental (Figura 7A), também de Teflon®,
contendo solugbes aquosas. Os filmes monomoleculares de lipideo foram
obtidos a partir da deposicédo de ~10 pL de uma solucéo de lipideo 2% (p/v) em
hexano (Merck) sobre as solucdes aquosas (KCl 4M, TRIS 5 mM, pH 7.5
ajustado com &cido citrico). Decorridos 10 minutos, com a evaporagdo do
hexano, ocorre a formacdo espontanea dos filmes lipidicos monomoleculares
na superficie da solugdo aquosa de cada compartimento. Apés a formacédo dos
filmes monomoleculares de lipideo, o nivel do liquido do compartimento
“TRANS” é elevado por adicdo de mais solucdo, formando a primeira
monocamada, para em seguida elevar o lado oposto (CIS) e completar a
formacdo da bicamada (Figura 7B). A formacdo da membrana é monitorada
usando microscopio binocular e por aumento nos valores da corrente capacitiva
basal do sistema (Figura 7C). Todos os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente de 25 + 2 °C.

Apbs a construgdo da bicamada lipidica realizamos a incorporacédo de
um unico nanoporo da alfatoxina, pela adicdo desta proteina a solucdo que
banhava o lado CIS da membrana. Posteriormente adicionavamos as MCs LR,
RR ou YR no compartimento TRANS da camara experimental (Figura 8) e se
monitorava a corrente idnica através do nanoporo em condi¢cdes de potencial
aplicado de £200 mV (incremento de 20 mV).

Todas as solugbes foram preparadas usando agua ultrapura e com
substancias de altissimo grau de pureza (99,99%). Todas as solu¢gdes foram
filtradas em membranas de ultrafiltracdo com 0,22 pm.
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plana

Bicamada

lipidica

formada

FIGURA 9. Representacdo esquematica da técnica de MONTAL &

MUELLER, 1972. A) Camara de Teflon® com indicacéo dos lados cis e trans.
B) e C) Etapas da formacao: Superior, deposicao do primeiro filme lipidico e
inferior, deposicdo do segundo filme lipidico e bicamada lipidica plana
completamente formada. D) Etapas da monitoragdo: (1) onda triangular
aplicada ao sistema e (2) resposta de corrente capacitiva do sistema.

Corrente, pA

Tempo, ms

frans Microcistinas cis

FIGURA 10. Esquema da configuracdo experimental. As MCs
representadas como circulos coloridos sdo adicionados no lado TRANS. Um
potencial é aplicado e cada MC ter4 um bloqueio caracteristico.
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Todos os lipideos diftanoilfosfatidilcolina (DPhPC) utilizados eram
sintéticos, adquiridos da Avanti Polar Lipids, USA. A alfatoxina e as
microcistinas foram adquiridas da Calbiochem (USA) e WAGO (Jp),
respectivamente.

Para aplicacdo do potencial transmembrana, monitoracdo e aquisi¢ao
dos registros, foram utilizados um gerador de fungcbes (Hewlett Packard,
modelo 3310B), um filtro Butterworth (frequency devices, moelo 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).

As interferéncias geradas por perturbagcdes mecanicas e
eletromagnéticas foram minimizadas por meio da utilizacdo de uma mesa de
amortecimento de alto desempenho (TCM 63-500) e uma gaiola de Faraday de
alta eficiéncia, respectivamente. A conexdo entre as solugbes contidas em
cada compartimento da camara experimental ao sistema eletrénico de
monitoramento e aquisicdo das correntes idnicas através do nanoporo, foi
realizada por meio de pontes salinas do tipo Agar-KCl (3% em peso de Agar
em KCI 3M) e eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl).

Operacionalmente, utilizamos o programa TauHist (desenvolvido por Dr.

M.A. Pustovoit; Petersburg, Nuclear Physics Institute, Gatchina, Russia), para
obter os tempos médios de permanéncia (To,) € interbloqueio (Tox),
caracterizados pelos estados bloqueado e néo bloqueado do nanoporo
respectivamente. A partir dos valores médios de To, e Tof, Obtemos

informacdes cinéticas e termodinamicas das interacbes entre 0 hanoporo e as
MCs, tais como as constantes da velocidade de entrada (K,,) e saida das
moléculas kq e, também, a constante de equilibrio de formag¢do do complexo
nanoporo-MC (K¢) e por fim o valor das energias de interagdo aparente (AG)
das MCs com o nanoporo (RODRIGUES et al., 2008, COLQUHOUN
&SIGWORTH, 2009), como representado na Figura 9 e nas equacdes 2, 34 e
5.
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Kon
L=z

Koss

FIGURA 11. Esquema mostrando a reacao de equilibrio que ocorre
entre o nanoporo e uma dada MC.

e

Nanoporo

,0MpIEX0
Nanoporo-Microcistina

A constante de associagao é descrita por Kon = 1/(Ton X Cry) (EQ. 2)

A constante de dissociacao é descrita por Koss = 1/ Tott (EQ. 3)

A constante de formacéao é descrita por K = Kon / Kotr) (EQ. 4)
A energia de interacdo aparente é descrita por AG ~ KT In K; (Eq. 5)
Onde:
Kon € @ constante de associagao;
Koff € a constante de dissociacao;
Cm €é a concentracao de cada uma das MCs;
K é a constante de formacédo do complexo nanoporo-MC;
AG é a energia livre de interagao aparente entre o nanoporo e a MC;
K é a constante de Boltzman;

T é a temperatura
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5.2 Métodos computacionais

5.2.1 Programas utilizados
Diversas metodologias computacionais foram utilizadas neste trabalho.
As tarefas computacionais e 0s respectivos programas empregados na sua
execucao estéo listados a seguir.
e Visualizacdo de estruturas e Mutacdo das MCs: VMD
(HUMPHREY et al., 1996) e PyMOL (DELANO, 2002).
e Simulac¢des de Dinamica Molecular: GROMACS 4.5.5 (HESS et
al., 2008).
e Determinagdo dos Mapas de Potencial Eletrostatico: APBS
(Adaptive Poisson—-Boltzmann Solver) (BAKER et al., 2001).

e Para os estudos de docking, foi utilizado o portal online Dockthor
(MAGALHAES et al, 2014).

5.2.2 Simulagbes por Dinamica Molecular

Nos os estudos de Dindmica Molecular, utilizou-se a estrutura
cristalografica do nanoporo formado pela aHL (PDB ID 7AHL) (Song et al,
1996) e da MC-LR (PDB ID 1LCM) (TROGEN et al, 1996). Embora apenas a
estrutura da MC-LR esteja disponivel no PDB (protein data bank), foi utilizado o
programa PyMOL para a mutacdo da MC-LR e obter as coordenadas atébmicas
das variantes estruturais YR e RR, por meio da substituicio do aminoacido da
posicdo 2 (Leucina) por tirosina e arginina, respectivamente; como ilustrado na
figura 1.

Para realizacdo das simulacdes, € necessario um arquivo de topologia,
no qual constam os termos de energia (par@metros) para a manutencdo da
distancia das ligacdes e angulos, bem como potenciais para diedros proprios e
improprios.

As MCs possuem aminoacidos atipicos e o campo de forca GROMOS
53A6 nado possui parametros de ligacdo, angulo, e diedros proprios e

improprios para os residuos de aminoéacido das posic¢des 3, 5, 6 e 7 (vide figura
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1), nomeados MASP, ADDA, DGLU e MDA, respectivamente. Desta forma,
formam adotados parametros para o0s residuos supracitados, segundo
equivaléncia entre os tipos de atomo dos novos residuos e dos residuos ja
existentes no campo de forca. A topologia dos novos residuos (MASP, ADDA,
DEGLU e MDA) é descrita de forma detalhada no apéndice A.

O sistema foi hidratado fazendo uso de coordenadas pré-equilibradas de
moléculas de agua SPC (single-point charge) consistente com o campo de
forca GROMOS utilizado nas simulacbes (OOSTENBRINK et al., 2005).
Contra-ions ions (Na* e CI") foram adicionados randomicamente no sistema, de
forma a criar uma concentracdo de NaCl 0,5M e neutralizar o sistema (Figura
10). Condigbes periddicas de contorno foram aplicadas baseadas na caixa
retangular de dimensdes 8x8x8 nm?, contendo solvente explicito.

Preparou-se 4 sistemas, trés contendo agua, MCs (LR, YR e RR
separadamente) e ions; e um sistema contendo agua, nanoporo e ions, nas
mesmas condic¢des.

O protocolo de simulagdo envolveu uma minimizagdo de energia,
segundo o arquivo mdp (arquivo contendo as caracteristicas da minimizacao,
como temperatura, tratamento eletrostatico utilizado, tempo de integracao,

quantidade de passos de integragéo, etc.) na Tabela 2.
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FIGURA 12. Representacdo da caixa de simulacdo. (A) contendo
apenas agua, (B) agua + ions e (C) ions + MC-LR. Moléculas e é&gua
representadas em linha (vermelhas). ions e MC-LR representados em alcaguz.
fons cloreto em verde e jons sodio em azul.
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Tabela 2. Contetdo do arquivo mdp, necessario para a minimizacao de energia

no GROMACS.
integrator Steep
Dt 0.001
nsteps 10000
comm-mode Linear
nstcomm 1
comm grps System
emtol 0.0001
emstep 0.001
niter 20000
nstxout 1
nstfout 0
nstlog 1
nstenergy 1
nstxtcout 0
Xtc_precision 1000
energygrps System
nstlist 5
ns type Grid
pbc Xyz
rlist 1.0
Rcoulomb 1.0
vdw type Cut-off
rvdw 1.0
optimize_fft =yes
constraints None

ApoOs a minimizacdo, a simulacdo de dinamica molecular foi realizada,

com um tempo de simulacdo de 10ns para cada sistema, temperatura 300K,

ensemble NPT, tempo de integracdo de 2fs, conforme o arquivo mdp na tabela

3.



39

Tabela 3. Contetdo do arquivo mdp, necessario para a Dinamica Molecular no
GROMACS.

Integrator Md
Nsteps 5000000
Dt 0.002
Nstxout 300
nstvout 300
Nstfout 300
Nstxtcout 300
Nstenergy 300
Nstlog 300
Continuation No
constraint_algorithm | Lincs
Constraints h-bonds
lincs_iter 2
lincs order 4
ns_type Grid
Coulombtype generalized-reaction-
field
epsilon rf 66.0
Nstlist 5
Rlist 1.4
Rcoulomb 1.4
rvdw 1.4
Fourierspacing 0.16
Tcoupl V-rescale
tc-grps Protein
Water and _ions
tau_t 0.40.4
ref t 300 300
Pcoupl Berendsen
Pcoupltype Isotropic
tau p 0.4
ref p 1.0
Compressibility 4.5e-5
Pbc Xyz
DispCorr EnerPres
gen_vel Yes
gen temp 10
gen_seed 192836
refcoord_scaling All
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5.2.3 Calculo dos Mapas de Potencial Eletrostatico

Os calculos do potencial eletrostatico das estruturas geradas a partir das
simulagdes de Dinadmica Molecular foram realizados por meio da ferramenta de
execucao e visualizacao do potencial eletrostatico com o APBS, disponivel no
préprio VMD (Figura 11). Para o célculo foi usada uma forca ibnica de 4M,
Temperatura 300K e constantes dielétricas (€) do soluto (MCs e nanoporo) e do
solvente foram 4 e 80 respectivamente.

£ VMD Main [ESCR ]
File Molecule Graphics Display Mouse Help

D T A D F Molecule Aloms FPllon
0 TADF ILCMpdb 143 Docol 4 S Electrostalics

Data » | Collective variable analysis (PLUMED)
Modeling | Contact Map
Simulation  » [ Heat Mapper
Visualization » | Hydrogen Bonds
LJE [———1—— Tk Console Implicit Ligand Sampling
dl| zoom Loop | step df 1 speed IR Spectral Density Calculator
MultiSeq
NAMD Energy
NAMD Plot
NetworkView
Normal Mode Wizard
PME Electrostatics
PropKa
Radial Pair Distribution Function g(r)
Ramachandran Plot
RMSD Calculator
RMSD Trajectory Tool
RMSD Visualizer Tool
Salt Bridges
Symmetry Tool
Sequence Viewer

FIGURA 13. Print do programa VMD. Destacando a opc¢éo de calculo
do potencial eletrostatico para a MC-LR, por meio do APBS.

5.2.4 Simulag¢des por docagem molecular

Utilizou-se o portal online Dockthor (MAGALHAES et al, 2014). As
estruturas representativas das MCs e do nanoporo da alfatoxina foram obtidas
tal como descrito na dindmica molecular. O docagem foi realizado em duas
regides do nanoporo: constriccdo, cujo centro do grid foi fixado no centro dos
sete residuos de lisina da posicao 147 e na regiao da entrada trans, cujo centro
foi do grid foi fixado no centro dos sete residuos da posicdo 121. Foram
utilizados parametros de docagem padrdo da plataforma online, como o
emprego do algoritmo genético com um numero maximo de 1.000.000 de
avaliacdes, populacdes com tamanho de 1000 e um total de 30 rodadas. Os

estados de protonacao dos residuos ndo foram alterados.
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6 RESULTADOS: DIFFERENTIATION OF MICROCYSTIN VARIANTS
WITH THE ALPHA HEMOLYSIN NANOPORE: A THEORETICAL AND
EXPERIMENTAL STUDY

Manuscrito “Differentiation of microcystin variants with the alpha
hemolysin nanopore: a theoretical and experimental study” submetido na
Environmental Science & Technology (ACS Publications), fator de

impacto 5.393.



Environmental Science & Technology

This document is confidential and is proprietary to the American Chemical Society and its authors. Do not
copy or disclose without written permission. If you have received this item in error, notify the sender and

delete all copies.

Differentiation of microcystin variants with the alpha
hemolysin nanopore: a theoretical and experimental study

Journal:

Environmental Science & Technology

Manuscript ID

es-2017-00546w

Manuscript Type:

Article

Date Submitted by the Author:

29-Jan-2017

Complete List of Authors:

JUNIOR, JANILSON; Universidade Federal de Pernambuco, Biofisica e
Radiobiologia

SOARES, THEREZA; Federal University of Pernambuco, Fundamental
Chemistry

Pol-Fachin, Laercio; Federal University of Pernambuco, Fundamental
Chemistry

MACHADO, DIJANAH; Universidade Federal de Pernambuco, Biophysics and
Radiobiology

Rusu, Victor; ETH Zirich, Swiss Federal Institute of Technology,
Department of Chemistry and Applied Biosciences

AGUIAR, JULIANA; Universidade Federal de Pernambuco, Biofisica e
Radiobiologia

RODRIGUES, CLAUDIO; Universidade Federal de Pernambuco, Biofisica e
Radiobiologia

RONE

ACS Paragon Plus Environment




Page 1 of 30

10

11

12

13
14
15
16

17

Environmental Science & Technology

Differentiation of microcystin variants with the
alpha hemolysin nanopore: a theoretical and

experimental study

Janilson J. S. Junior®®, Thereza A. Soares®, Laércio Pol-Fachin®, Dijanah C. Machado?, Victor

H. Rusu®, Juliana P. Aguiar®, Claudio G. Rodrigues®

®Departamento de Biofisica e Radiobiologia, Universidade Federal de Pernambuco, Cidade

Universitaria, 50670-901, Recife, PE, Brasil

PDepartamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Cidade

Universitaria 50740-560, Recife, PE, Brasil

‘Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées, Fundagdo Oswaldo Cruz, Cidade Universitaria 50740-

465, Recife, PE, Brasil

KEYWORDS: Protein nanopore, Microcystins, Cyanotoxins, Alpha hemolysin.

ABSTRACT

Microcystins (MCs) are a class of cyclic heptapeptides with more than 100 variants produced by
cyanobacteria present in surface waters. MCs are potent hepatotoxic agents responsible for fatal
poisoning in animals and humans. Several techniques are employed in the detection of MCs,

however, there is a shortage of methods capable of discriminating variants of MCs. In this work
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we demonstrate that the a-Hemolysin (aHL) nanopore is able to detect and discriminate the
variants (LR, YR and RR) of MCs in aqueous solution. The discrimination process is based on
the analysis of the residence times of each variant of MCs within the unitary nanopore, as well
as, on the amplitudes of the blockages in the ionic current flowing through it. Simulations of
molecular dynamics and calculation of the electrostatic potential revealed that the variants of
MCs present different charge distribution and correlated with the three patterns on the
amplitudes of the blockages in the ionic current. Additionally, molecular docking analysis
indicates different patterns of interaction of the variants of MCs with two specific regions of the
nanopore. Finally we propose that the aHL nanopore is able to discriminate the variants of

microcystins by a mechanism based mainly on electrostatic interactions.

INTRODUCTION

Microcystins (MCs) are constituted by cyclic heptapeptides containing several non-
proteinogenic amino acids, and represent a class of exotoxins produced by cyanobacteria species
commonly present in surface waters of tropical regions in the northern and southern
hemispheres.>? MCs general sequence is cyclo-(D-Alal-X2-D-MeAsp3-Z4-Adda5-D-Glu6-
Mdha7) where the numbers indicate the position of a given amino acid in the sequence (Figure
1). The modified residues MeAsp (Masp), Adda and Mdha corresponds to D-erythro-beta
methylisoaspartic acid, (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-
(4E,6E)-dienoic acid and methyldehydroalanine, respectively. Positions X2 and Z4 are occupied
by variable L-amino acids, resulting in variants with different toxicity profiles.®> Currently over
100 variants of MCs have been described which differ from each other with respect to the

identity of the two variable residues and chemical modifications in the other amino acids.” The
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variant Microcystin-LR (MC-LR, 995 Da) containing the residues Leu2 and Arg4 is the most
common and toxic of MCs."*

MCs are potent hepatotoxic and nephrotoxic agents, which have been associated to liver,
digestive and skin diseases, neurological impairment and death.” It has been associated with most
of the poisoning incidents worldwide.® In February 1996, one of the largest toxic diseases caused
by MCs in humans occurred in Caruaru in the Northeast of Brazil, resulting in the deaths of 60
patients.” MCs exert their toxicity via irreversible inhibition of protein phosphatases 1 and 2A,
affecting mainly liver cells, which can lead to death.® Additionally, long-term exposure to low
concentrations of MCs has been implicated in tumor growth promotion.® The World Health
Organization (WHQO) recommends an upper limit of 1 pug/L of MCs in drinking water for human
health protection.’® Eutrophication and climatic changes has led to the rapid proliferation and
dominance of harmful blooms of cyanobacteria in freshwater and marine ecosystems.***?
Temperatures ranging between 15-30 °C can selective promote cyanobacterial proliferation as
the growth rates of these bacteria are optimal at relatively high temperatures.** MCs are a
growing threat to the use of freshwater ecosystems and reservoirs for drinking water, irrigation,
and fishing. Therefore, fish and water consumption can be an important route of microcystin
exposure for humans.**

The low concentration and large number of variants represent a considerable challenge for the
monitoring of MCs in water bodies, to which several analytical methods have been employed.™
Among the most sensitive techniques are high performance liquid chromatography coupled with
mass spectrometry (HPLC-MS), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and phosphatase
assay. Some of these techniques offer excellent sensitivity and specificity but at high cost, time-

consuming sample preparation procedures and lengthy analysis.'® Furthermore, the use of these
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techniques for detection and identification of unknown MCs in environmental samples is
hindered by the lack of analytical standards for many MC variants.**® In addition, HPLC-MS
requires highly skilled personal and expensive equipment. Protein phosphatase inhibition assays
are susceptible to high rates of false-positive results, and cannot distinguish between different
MC variants.>!’ Likewise, immunoassay techniques may present cross reactivity to MCs variants
and have limitations for multi-analytical applications.'” Therefore, there is a critical demand for
the development of low-cost analytical devices for MC monitoring in water, which features high
sensitivity and specificity, easiness to use and great portability.

Nanopore based-systems have been successfully employed in the stochastic biosensing.®*°
Stochastic biosensing is an approach that relies on the observation of individual binding events
between analyte molecules and a single bioreceptor.?’ Nanopore formed by Staphylococcus
aureus o-hemolysin (aHL) is the most commonly protein nanopore employed in the stochastic
biosensing technology.?! Because these pores are so small, their interaction with an analyte can
alter the ionic current that would otherwise flow freely. This nanopore can be used as analytical
tools for a wide variety of analytes (e.g. mass spectrometry of polymers®, DNA sequencing®,
detection of enantiomers®*, cocaine® and poly(ethylene glycol)®. In this work we study the
interaction of MCs with the aHL-nanopore, aiming to develop a system for the detection and
characterization of these cyanotoxins in agueous systems.

EXPERIMENTAL

Materials. All chemicals and solvents were of analytical-grade and used as received, without

further purification. High-purity water was obtained after a Milli-Q plus (Billerica, USA)

treatment. The wild type of Staphylococcus aureus a-hemolysin was purchased from

Calbiochem (Madison, WI, USA). 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhPC) was
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purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). The microcystins LR, RR and YR
were purchased from Wako (Wako Pure Chemical Industries Ltd, Japan). 2-Amino-2-
hydroxymethyl-1,3-propanediol (TRIS) and citric acid was from Fluka (Buchs, Switzerland).
KCI was purchased from SIGMA (St. Louis, MO, USA). Hexane was purchased from (J. T.
Baker, Phillipsburg, NJ).

Planar lipid bilayer membranes, single channel current recording and data analysis.
Solvent-free planar bilayer lipid membranes, with a capacitance of 40 pF, were formed by the
lipid monolayer apposition technique, using DPhPC in hexane at 25 + 1 °C, was described
previously.?” Because it was recently shown that the elevated KCI concentrations considerably

improve single molecule identification by unitary protein nanopores,?’

in this study membrane-
bathing solutions contained 4 M KCI in 5 mM TRIS adjusted to pH 7.5 with citric acid.
Experiments were carried out using an Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments, Foster City,
CA) in voltage clamp mode. Membrane potential was maintained using silver/silver chloride
(Ag/AgCI) electrodes in 3 M KCI 2% agarose bridges assembled within standard 200 mL pipette
tips. Currents were filtered by a low-pass eight-pole Butterworth filter (model 9002; Frequency
Devices, Haverhill, MA) at 15 kHz and directly saved into the computer memory with a
sampling frequency of 50 to 100 kHz. Data analysis of molecular signature parameters (mean
duration and amplitude of the blockage), transition rate, and kinetic constants of the MC-

nanopore interactions were done essentially as described by Rodrigues et al.?’

Briefly, the on-
rate constant, kon, was defined as 1/(Cmc % ton). The characteristic time, o, Was obtained from
the collected time intervals between the end of one blockade event and the onset of the next. The

off-rate constant, Ko, was defined as 1/tqf, Where 14 IS the characteristic time of MCs staying in

the pore.
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Molecular Dynamics (MD) Simulations. Atomic coordinates of the microcystin cyclic
heptapeptide were taken from the Protein DataBase (code id 1LCM).”® MD simulations were
performed for microcystin MC-LR and variants where the arginine residue in position 2 was
replaced by an arginine (MC-RR) or tyrosine (MC-YR) (Figure 1). Protonation states were
assigned accordingly to pH 7. Simulations were carried out using the GROMOS force field force
parameter set 53A6% in conjunction with the software package GROMACS v.4.5.4, with double
precision.** The systems were placed in cubic boxes with dimension 8 x 8 x 8 nm?, treated for
periodic boundary conditions, and solvated with explicit SPC model water molecules.®® The total
charge of the system was neutralized by adding Na" counterions, and subsequently Na* and CI’
counterions were added to yield an ionic strength of 150 mM. Simulations were carried out in the
NPT ensemble, and a time step of 2 fs were used to integrate the equations of motion based on
the Leap Frog algorithm. The temperature of the solute and solvent were separately coupled to
the Berendsen thermostat at 300 K with a relaxation time of 0.4 ps. The pressure was maintained
at 1 atm by isotropic coordinate scaling via the Berendsen barostat with a relaxation of 0.4 ps.*
The bond lengths and angles were constrained by using the P-LINCS algorithm, and the
geometry of the water molecules was constrained using the SETTLE algorithm, both with a
tolerance of 10 *. A reaction field correction and a cutoff of 1.4 nm were used for both vdW and
long-range electrostatic interactions with a permittivity dielectric constant of 66. In all cases, the
pair list for short-range non-bonded and long-range electrostatic interactions was updated with a
frequency of 10 fs. Configurations of the trajectory were recorded every 0.002 ps. Atomic
coordinates were visualized with the software VMD 1.92.%

Electrostatic Potential Calculations. The electrostatic potential of the aHL nanopore and the

microcystin variants were calculated by solving the linearized Poisson—Boltzmann equation with
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the Adaptive Poisson—-Boltzmann Solver package.*® The Poisson-Boltzmann equation describes
the electrostatic charge @(r) in a medium with a dielectric scalar field &r) and with a charge
density po(r). The solute and the solvent are represented by distinct dielectric continuums. The
charge density is divided into the fixed interior charge distribution of the molecule, pin(r), and a
mobile exterior charge density of the solvent and ions. The exterior is modeled as a dielectric
continuum with the mobile ion density approximated by a Boltzmann distribution at temperature

T. The linear Poisson-Boltzmann equation is defined as:*’
V-g(r)Va(r) = —47p,, (r) + A(NK*®(r) @

where &(r) is the dielectric constant of the solute or the solvent and A equals 1 for ion-

accessible regions and 0 elsewhere. & is the modified Debye—Hiickel parameter defined as:

o _ 8N,

~ 1000kT )

where, k is the Boltzmann constant, N is Avogadro’s number and | is the ionic strength of the
medium. Hydrogens were added to the crystallographic coordinates with the PDB2PQR
software.*® Partial charges and atomic radii were taken from the PARSE force field.* The solute
and solvent were assigned a dielectric constant of 2 and 78.5, respectively. The ionic strength of
monovalent ions was set to 0.200 M with an ion exclusion radius of 2 A and a temperature of
298 K. The finite-difference Poisson—Boltzmann calculations employed grids with 257 x 257 x
257 (aHL) and 33 x 33 x 65 (MCs) points in X, y, z directions, respectively.

Molecular docking studies. Atomics coordinates for the aHL heptameric channel was
retrieved from PDB ID 7AHL, while representative structures from the microcystins were
retrieved from MD simulations. The molecular dockings were performed in two protein regions,

(1) the constriction and (2) the “trans” pore exit, using Dockthor online portal** with the standard
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program docking parameters. Briefly, its built-in genetic algorithm was employed in a total of 30
runs, each one with an initial population of 1000 random individuals, and a maximum number of
1.0 x 10" energy evaluations. The atomic coordinates of the lowest energy conformations were
clustered based in a root-mean-squared-deviation (RMSD) of 2.0 A. The output conformers for
the three MCs, which showed favorable interaction energies with aHL, were sorted in order of
increasing energy, and the lowest energy docked conformations were retrieved for further
analysis. The volume analyses were performed using the “Solvent Extractor” tool in “Voss
Volume Volexator” website, using the standard program parameters.*?

Results and Discussion

Single molecular events of MC/aHL nanopore interaction. aHL nanopores exhibited
uniform single-channel conductance state of long duration at both negative and positive
transmembrane potentials.”> In 40 mV an unobstructed aHL nanopore has a constant current of
approximately 150 pA and conductance of ~4 nS in KCI 4 M, pH 7.5, and the values of these
parameters are in agreement with several previous reports.”*?"* The addition of MC-LR, MC-
RR or MC-YR to the trans side of nanopore induces reversible partial blockades of the ionic
current, and similarly to studies with other analytes, this clearly indicates that this nanopore is
capable of detecting MCs, so it works as a molecular counter**® (Figure 2). The profile of the
microcystin-induced ionic current blockages differ considerably from those reported in other
studies using synthetic linear peptides with a number of amino acids similar to microcystins,
suggesting that the nanopore is capable of discriminating the analytes by the molecular
configuration.*”*® Although the MCs variants differ in only a single amino acid (Figure 2A),
each variants exhibits a typical characteristic blockages of the ionic current (Figure 2B). The

analysis of the ionic current fluctuations shows three types of blockages patterns, when three
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MCs variants are added simultaneously (Figure 3A). Observe that the amplitude of the
blockages of the ionic current caused by MC-YR is larger compared to the other variants (Table
1). The MC-YR has blocked about ~ 91.6% of the ionic current, followed by ~ 81.6% of the
MC-RR and ~ 70.1% of MC-LR, respectively. Then, the magnitude of the ionic current
blockages amplitude in the nanopore depends on the MC variant. As expected the percentage
reduction in ionic current induced by microcystin is higher than that of acyclic peptides.*’ From
molecular docking poses, a quantitative correlation was observed for MC-YR in terms of
percentage of pore obstruction (93%), while both MC-RR (90%) and MC-LR (51%) presented
the same trend (Table 1). Structurally, such blockade is proposed to occur in the region of
constriction of the aHL nanopore (Figure 3B), in which the Arg residues in MCs would interact
with Glulll residues. We can observe that the theoretical data are in agreement with the
experimental results, as shown in more detail in the Table 1. Additionally, as illustrated in
bottom of the Figure 3A, the three MCs were added simultaneously at equimolar concentrations,
resulting in three blockages patterns. Therefore, aHL nanopore can distinguish different MCs
variants simultaneously present in aqueous systems (Figure 3A).

A potential of -180 to 180 mV was applied at increments of 20 mV and measure the dwell time
(tofr) Of the MCs variants within the aHL nanopore (Figure 4). For MC-RR, 1o Is the highest
among the MCs variants at the voltage of 100 mV (to = 38.96 £ 3.80 ms) (Figure 4A).
Likewise, MC-LR 1o is the highest at the voltage of -40 mV (15 = 3.50 + 0.65 ms) (Figure 4B),
which also ensures the greatest ¢ for MC-YR (tof = 4.54 £ 0.63 ms) (Figure 4C). These results
show a voltage-dependent behavior of the residence time of MC variants within aHL nanopore.*’
Analysis of the dwell times (tos) for the three MC variants has been performed at the same

transmembrane potential (Figure 5A). It shows that the MCs variants interact differently with
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the nanopore. Electrostatic potential and molecular docking calculations were performed for the
oHL nanopore and MCs variants to elucidate the molecular basis of their differential
interactions. The basal region on the trans side of the nanopore is rich in negatively charged
residues, so, a potential of 100 mV applied on the same side as the microcystin was added, may
influence their interaction with the nanopore (Figure 5B, C). Since the net charge of the MC
variants differs, these molecules will exhibit different interaction patterns with the nanopore, but
also with the applied electrical field. In our experimental solution of pH 7.5, the net charge of
MC-RR is 0 whereas while MC-YR and MC-LR have a net charge of -1.* The electrostatic
potentials calculated for the two latter variants are similar though quite dissimilar from the
potential obtained for MC-RR (Figure 5D-F). The variant MC-RR shows a mostly positive
potential due to the presence of two Arg residues while the electrostatic potential generated by
MC-YR and MC-LR are negative. In fact, the molecular docking poses indicate that each of the
two Arg residues in MC-RR interact with two Asp127 residues in opposite sides of the nanopore,
thus possibly increasing the MCs-nanopore interaction and residence time with respect to MC-
YR and MC-LR (Supplementary Figure, S1). This is entirely consistent with the measurements
of 1. (Figure 5A), and suggests an electrostatic interaction between MC-RR and oHL
nanopore, in agreement with the experimental data. As the lumen of the nanopore is positively
charged, then the MC-RR, is more likely to remain longer in the entrance than in the
intermediate region of the nanopore (Figure 5C). Moreover, the predominantly negative
potential surface of MC-YR and MC-LR should be less attractive to the negative potential in the
trans side of the nanopore, in which their Arg residue interacts with a single Asp127 residue
(Supplementary Figure, S1). As depicted in Figure 5B, the basal region of the nanopore (trans

side) is rich in aspartic acid residues, which gives a net negative charge of the trans end of the
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nanopore.”® Although the MC-LR and MC-YR present a similar electrostatic potential, their
residence times were different (Figure 5A). In our previous studies, we have demonstrated the
role of hydration in the formation of the complex analyte-nanopore?’, so that the larger hydration
of the analyte, lower the probability of formation and stabilization of analyte-nanopore complex.
Thus, the higher hydrophobicity of MC-LR is noted as one of possible reasons of it higher
residence time, when compared to MC-YR (the leucine residue gives greater hydrophobicity to
MC-LR, leaving it less hydrated and increasing its residence time). Recent studies have shown
that lithium can shield charges in base of the stem region of the aHL nanopore.>* Based on this
knowledge, we have modified the bath solution (KCI 4 M to LiCl 4 M), in order to screening the
base of the stem region and check the residence time of MC-RR. We can observe in Figure 5
that there was a decrease in the residence time of the MC-RR, since without the negatively
charged region, the electrostatic contribution of the interaction between the MC-RR and the
nanopore is lower. Furthermore, we observed a significant increase in residence time of MC-LR
(negatively charged) (Figure 5A), by simply changing the experimental condition, by adding the
MC-LR to the cis side. It is noteworthy that the MD-generated structural ensembles of the MC
variants are quite similar with respect to the backbone conformation. The backbone
conformation is maintained due to the presence of stable intra-ring hydrogen bonds between
residue pairs (D-Masp:03-DGIlu:NH, D-Masp:03-ADDA:NH, DGIlu:O-X:NH where X is either
Arg, Tyr or Leu). These interactions are persistent throughout the 10 ns simulation time.
Therefore, the calculated electrostatic potentials for the MC variants are representative of the
average conformation of these cyclic peptides in solution.

Association rate constant (kon) is correlated with the frequency of blockages caused by

analytes.?®** The ko, was calculated by assuming a simple bimolecular interaction such that kop =
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1/(ton x [MC]), where [MC] is the MC concentration and to, is the characteristic time between
successive blockages.?®*® The frequency of blockages of the aHL nanopore decrease with the
applied voltage for MC-LR and MC-YR, but not for MC-RR (Figure 6). This behavior can be
expected on the basis of the distinct net charge of the MC variants. It is know that under the
solutions conditions used in our experiments (pH 7.5) the MCs LR, YR and RR exhibit net
charges of -1, -1 and 0, respectively.**>* However, our results indicate that MC-RR can acquire a
positive charge (Figure 6). We suggest that this may occur because MC-RR forms complex with
K*, such as occurs with some neutral molecules in the presence of 4 M KCI.22%°2 |n this context
is possible to use the nanopore as molecular tool for the rapid probing of the capabilities of
different MCs variants to form complexes with different ions.

One of the parameters used to evaluate the sensing capacity of the aHL nanopore is to evaluate
the behavior of the transition rate as a function of analyte concentration.?”? In our case, the
slope of the transition rate-MC concentration increases linearly and depends on the MC variant
(Figure 6), thus providing a basis for quantifying these cyanotoxins.

In summary, our studies have shown that the aHL nanopore has the ability to detect and to
distinguish three structural variants of MCs simultaneously, by difference in the blocking
profiles of each MC. Using computational methods, it was found that electrostatic interactions
contribute to the interaction between MCs and the base of the stem region nanopore. The
positively charged profile acquired by MC-RR facilitates their interaction with the nanopore,
which does not occur with the MCs LR and YR. In addition, being less hydrated, MC-LR has
more interaction with the nanopore than the MC-YR. Therefore, we propose the use of the

nanopore-based technology as an auxiliary method of MCs analysis in aqueous environments.
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OpA

Figure 2. a-Hemolysin nanopore detects microcystins. (A) Structural representation of variants
MC-RR, MC-LR and MC-YR with residues at position X2 highlighted in black, (arginine), blue
(leucine) and red (tyrosine) circles, respectively. (B) The profile of the microcystin-induced ionic
current blockages differs to the MCs variants. Solution: 4 M KCI, 5 mM Tris-HCI, (MC-RR,

1uM; or MC-LR, 1 uM; or MC-YR, 1uM), pH 7.5. Transmembrane potential, 40 mV.
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Figure 3. a-Hemolysin nanopore is capable of discriminating MCs variants. (A) The profile of
the microcystin-induced ionic current blockages for the three MC variant simultaneously in
solution: 4 M KCI, 5 mM Tris—HCI, (MC-RR, 1uM; and MC-LR, 1 uM; and MC-YR, 1uM).
The colored lines indicate the blockage pattern for to MC-LR(blue), MC-RR(green) and MC-
YR(red). (B) Docked MCs in the region of constriction of the aHL nanopore. In the upper
structures, the MC-nanopore complexes are represented as surface in the context of the entire
protein. In the lower images, the MC-RR, MC-LR and MC-YR molecular structures are shown

as they interact with Glul111 residues of the region of constriction of the aHL nanopore.
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Figure 4. Influence of the transmembrane potential in the dwell time (to%) of MCs variants
within oaHL nanopore. A) MC-LR, B) MC-RR, C) MC-YR. Concentration of MCs variants is
1000 pM in solution (4 M KCI, Tris-HCI 5 mM, pH 7.5). The result of at least three independent

experiments (mean £ SE) is presented in each case.
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potential represented in VMD of lumen of the a-HL nanopore. D-F) Electrostatic potential

represented in VMD for the MCs variants.
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Figure 6. Influence of the transmembrane potential on the on-rate constant (Ko,) of the MC-
aHL nanopore. Solution (4 M KCI, Tris-HCI 5 mM, pH 7.5). (Data points) Means of at least

three separate experiments.
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TABLE 1

Table 1. aHL nanopore constriction region volume as a function of MCs interaction and

experimental values of the blocking percentage of MCs.

Page 20 of 30

Percentage of the
, obstruction ionic current
Nanopore state Volume (A% blockages amplitude

Percentage of pore

(theoretical) (experimental)

Unoccupied 1113 - -
Occupied with LR 548 51% 70,1%
Occupied with RR 115 90% 81,6%
Occupied with YR 80 93% 91,6%

A total of 84 residues were considered for theoretical analysis, embracing amino acids 110 to
115 and 145 to 150 from the seven aHL monomers.
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415  Supporting Information. Docking analysis of interaction among MCs and aHL nanopore. This

416  material is available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.

417
(A) MC-RR (B) MC-LR (C) MC-YR
> % > %
418
419

420 Supplementary Figure 1. Docked MCs into trans pore exit of the aHL nanopore. In the upper
421  structures, the MCs-nanopore complexes are represented as surface in the context of the entire
422  protein. In the lower images, the MC-RR, MC-LR and MC-YR molecular structures are shown

423  as they interact with Asp127 residues of the pore.
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7 CONCLUSOES
Neste trabalho, investigamos o potencial do nanoporo formado pela
alfatoxina em detectar e identificar trés variantes estruturais de MCs, bem como
as interacdes envolvidas na formacdo do complexo MCs-nanoporo. Logo,

encontramos que:

1. O nanoporo da alfatoxina mostrou-se eficiente na detecgéo,
quantificacdo e identificacdo das MCs LR, RR e YR, por apresentar trés
perfis caracteristicos de bloqueio.

2. O nanoporo da alfatoxina é capaz de distinguir simultaneamente e em
tempo real trés variantes estruturais de MCs.

3. Utilizando métodos computacionais, observamos que interacdes de
carater eletrostaticas contribuem de forma significativa com as
interacdes entre as MCs e 0 nanoporo.

4. O perfil positivamente carregado adquirido pela MC-RR favorece sua
interagdo com 0 nanoporo, 0 que nao ocorre com as MCs LR e YR.

5. O menor perfil de hidratacdo da MC-LR favorece sua interacdo com o
nanoporo, quando comparado com a MC-YR.

6. O nanoporo da alfatoxina se mostrou uma promissora ferramenta de
auxilio as técnicas ja empregadas para o monitoramento de MCs em

meio aquoso.
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APENDICE A - Topologia dos residuos (MASP, ADDA, DEGLU e

MDA)
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[ exclusions ]

ai
C3
C3
C3
C3
c4
c4
c4
c5
Cc5
c5
H5
H5
H5
C9
C9
H9
H9
Cb
H6
H6
H8

aj
H5
H9
Co
C8
H6
H8
H7
H9
C8
H7
Cc9
HG6
c7
Cé6
H7
H8
c7
H8
c8
H7
H7

[ bonds ]
C 0
C18 C
CA CB
C +N
N H
C18 Cl19
N CA
CA c18
CA Cle
C16 C15
Cc15 Cl13
Cc13 Cl4
C13 Ccl2
Ccl2 cle
C10 Cl1
c10 c2
Cc2 011
c2 C3
011 Cl
Cc3 Cc4
Cc4 C5
c4 C9
Cc5 H5
C5 C6
C6 H6
Cb c7
c7 H7
c7 C8
C8 H8
C8 C9
c9 H9
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angles ] [ impropers ]
ai aj ak gromos typ ;oai aj ak al gromos type
-C N CA ga_ 31 C (18 +N 0 gi_1
-C N H ga_32 N -C CA H gi_1l
H N CA ga_l8 CA N Cl8 C16 gi 2
0 C  +N ga_33 €19 CA C c18 gi_2
Cls C +N ga_19 c1s Cc14 C12 C13 gi 1
N CA (18 ga_13 c1e C12 C11 C2 gi 2
N CA (Cl6 ga_13 cie 011 c3 c2 gi 2
CA (18 C19 ga_13 ca 5 9 3 gi 1
Cl6  CA (18 ga_13 c4 ¢ 6 (7 gi 1
CA (I8 € ga_1> c4 9 8 7 gi_1
19 cis ¢ ga_15 s C4 9 c8 gi_1
c18 CA C16 ga_13 c5 4 6 05 gi 1
cls ¢ 0 ga_30 cs 6 C7  C8 gi 1
CA Cl6 C15 ga_15 a6 s o7 6 i1
c16 C15 C13 ga_15 91
c15 13 Cl4 a 15 o c4a G 6 g1_1
g | p
€15 €13 CI2 ga_15 L9 @ o7 o g91_1
Cl14 (13 C12 ga_15 7 ¢t 8 H g1_1
c12 cle cil ga_15 g Co C7 (8 g91_1
c12 cle  C2 ga_13 6 ¢ ¢ 911
€13 Cl12 C10 ga_15
c11  cC1e c2 ga_13
c1e c2 o011 ga 13
c1e c2 c3 ga 15 . - -
011 €2 €3 ga_13 '[ gihEdF:}S ] ak al gromos type
c2 011 c1 a_13 '
c2 c3 c4 ga_15 A -C N CA gd_14
P ca cs ga 27 -C N CA (18 gd 39
3 ca o ga 27 H N CA (18 gd 34
pos c4  C9 ga 27 C19 (C18 CA N gd 34
ca c5 us ga 25 CA Cl6 C15 C13 gd 34
c4 o5 6 ga 27 c1s CA Cl16 (15 gd 34
H5 o5 6 ga 25 cl6 €15 C13 C12 gd 34
5 6 H6 ga 25 Cl5 Cc13  Cc12  cle gd 34
5 6 c7 ga_27 C13 €12 C16 2 gd 34
6 6 7 ga_25 €12 C1e c2 3 gd 34
c1e c2 011 c1 gd 34
6 C7 C8 ga_27 cle C2 €3 c4 gd_34
€6 c7 H7 ga_25 c2 c3 4 09 gd_40
H7 c7 c8 ga_25
c7 cs H8 ga_25
c7 cs co ga_27
H8 cs co ga_25
c4 (o) 8 ga_27
c4 c9 HY ga_25

€8 €9 HY ga_25



87

[ MDA ] [ DGLU 1]
[ atoms ] [ atoms ]

N N -0.31000 0 N N -0.31000 0
CM  CH3 0.31000 0 H H 0.31000 0
CA CH1 0.00000 1 CA CH1 0.00000 1
CB (CH3 0.00000 1 CB  CH2 0.00000 1

C C 0.45000 2 CG CH3 0.00000 1

0 0 -0.45000 2 CcD C 0.27000 2

[ bonds ] OE1l oM -0.63500 3

N CM  gb 21 0E2 oM -0.63500 3
CA N gb_21 C C 0.45000 4
CA  CB  gb 27 0 0  -0.45000 4

C CA gb_27 [ bonds ]

C 0 gb 5 N H

- gb 2

C +N  gb 10 N CA b 21

[ angles ] 9b_

;ai aj ak gromos type CA cB gb_27
C N CA ga 31 CA (D gb 27
-C N M ga 22 CB CG gb 27
B CA N ga 13 CD  OEl gb_6
M N CA ga 31 CD  OE2 gb_6

C CA N ga 13 CG C gb_27

C CA CB ga_13

0 C CA ga_22 C 0 gb 5

[ impropers ] C +N gb_10
[ angles ]
;ai aj ak gromos type
ai aj ak al gromos type -C N H ga_32

N -C CA M gi 1 -C N (A ga_31

= H N CA ga_18

CA N ( (B 91 2 N CA (B ga 13

c CA 0 911 N CA D ga 13

[ dlhedl’als ] C CG CB ga_13
;ai aj ak al gromos type CB CA cD ga 15
-CG -C N CA gd_14 CA CB CG 96715

C CA N -C gd_39 CA CD OEl ga 22

N CA C +N gd_40 CA (D OE2 ga 22
OE1l CD 0E2 ga_38
CG C 0 ga_30
+N C G ga_19
0 C +N ga_33
[ impropers ]
;o ai aj ak al gromos type
N -C CA H gi 1
C €6  +N 0 gi 1
CD OE1l 0E2 CA gi 1
CA N CB cD gi 2
[ dihedrals ]
;o ai aj ak al gromos type
-C18 -C N CA gd_14
-C N CA cD gd 39
-C N CA CB gd_39
N CA CB CG gd_34
CA CB CG cD gd_34
CB CA cD 0E1l gd_40
CA CB CG C gd 34

CB CG C +N gd 34



[ MASP ]

[ atoms ]
N N
H H
CA (CH1
CB CH1
C4 CH3
CG C
0D1 0
0D2 oM
C C
0 0

[ bonds ]
N H
N CA
CA CB
CB C
CB Cc4
CA CG
CG 0D1
CG 0D2
C 0
C +N
[ angles ]
;ail aj
-C N
-C N
H N
N CA
CB CA
N CA
Cc4 CB
CA CB
CA CB
CB C
CA CG
CA CG
0D1 CG
CB C
0 C

31000
31000
00000
.00000
00000
.27000
.63500
.63500
.45000
.45000

BREWWNRERRMMEO®

gb 2

gb

21

gb 27

gb

27

gb 27
gb_27
gb 5

gb

13

gb_5
gb 10

ak
H
CA
CA
CG
CG
(B
C
Cc4
C

0
0D1
oD2
oD2
+N
+N

gromos type
ga_32
ga 31
ga_18
ga 13
ga_13
ga_13
ga_13
ga 15
ga_ 15
ga_30
ga 22
ga_22
ga_38
ga 19
ga 33

i

L

L

impropers |
ai aj
N -C
CA N
CG 0D1
CB CA
C CB
[ dihedrals
ai aj
-CA -C
-C N
N CA
CA CB
CB CA

ak
CA
C
0D2
C
+N

ak
N
CA
CB
C
CG

al
H
CB
CA
Cc4
0

al
CA
CB
Cc4
+N
0D1
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gromos type
gi 1l
gi 2
gi 1l
gi 2
gi 1l

gromos type
gd_14
gd_39
gd_34
gd_40
gd_40
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Effects of alkali and ammonium ions in the
detection of poly(ethyleneglycol) by alpha-
hemolysin nanopore sensorf

Dijanah C. Machado, Janilson J. S. Junior, Maria C. A. Melo, Annielle M. B. Silva,
Adriana Fontes and Claudio G. Rodrigues®

Nanopores have emerged as molecule detectors and more studies are necessary to clarify the analyte-
nanopore interaction. Here, we report the influence of cations of the Hofmeister series on a simple
bimolecular complexation reaction between poly(ethyleneglycol) (PEG) and a-hemolysin (zHL) nanopore
at the single-molecule level. The kinetic constants (on-rate and off-rate) of interaction of PEG molecules
with «HL nanopore depend strongly on the type of cation. In the case of on-rate constant, the
difference reaches several dozen times. As a consequence of this, both transition rate and detection limit
of the nanopore-based sensor were changed. An inverse relationship was demonstrated for the off-rate
constant and the solubility of PEG. Except lithium, the other alkali metal cations significantly affect the
interaction of PEG with the nanopore and, similarly to potassium, they also bind to this polymer. Thus,
the PEG/aHL nanopore interaction can be strongly influenced by the type of cation. The cation-induced
specific effect on polymer detection with a single «HL nanopore appears to occur by competition of the
cation and PEG by water. Finally, our results represent a guide to select the appropriate physicochemical
conditions that enhance the analyte-nanopore interaction, thereby improving the sensitivity of
nanopore-based sensors.

Impact Factor: 3.289
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BIOSSENSORIAMENTO ESTOCASTICO VIA NANOPORO PROTEICO INDIVIDUAL NO DESENVOLVIMENTO
DE FERRAMENTAS ANALITICAS

Juliana P. Aguiar, Janilson J. S. Jinior, Dijanah C. Machado, Maria C. A. Melo e Claudio G. Rodrigues*
Departamento de Biofisica e Radiobiologia, Universidade Federal de Pernambuco, 50670-901 Recife — PE, Brasil

Recebido em 30/12/2014; aceito em 02/02/2015; publicado na web em 30/04/2015

STOCHASTIC BIOSENSING BY A SINGLE PROTEIN NANOPORE IN THE DEVELOPMENT OF ANALYTICAL TOOLS.
Studies employing a single protein nanopore as a molecular recognition element in the development of analytical devices - biosensors,
spectrometers, DNA sequencing - have increased considerably in the last decade. Seygral studies show the potential of these
bionanostructures for future stochastic biosensing technology. Stochastic biosensing is an approach that relies on the observation
of individual binding events between analyte molecules and a single receptor. This approach is inherent to the organisms that use a
single protein nanopore as a key element to start, manage and maintain the chemical and biophysical processes of living cells. Here,

we discuss alpha-toxin as a bacterial exotoxin and prototype of a protein nanopore in real-time detection and characterization of
molecules in aqueous systems.

Keywords: alpha-toxin; biosensor; nanopore; stochastic biosensing.
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