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RESUMO

A translocacdo de polimeros em espacos nanoconfinados ocorre na biologia,
medicina e tecnologia. Polimeros abi6ticos e bidticos podem ser translocados atraves
de espacos nanoconfinados visando o desenvolvimento de dispositivos analiticos
baseados no método de sensoriamento estocastico por pulso resistivo no hanoporo
(SEPRN). O SEPRN consiste em um método elétrico para a deteccdo de moléculas
individuais que, ao entrar no nanoporo, causam bloqueios transitérios de sua
condutancia. A magnitude desses bloqueios depende da relacdo entre o volume
molecular e o volume do poro, possibilitando a obtencdo de informacdes sobre a
dindmica de translocacéo e a interacdo do polimero-cosoluto-nanoporo. Sabe-se que
o transporte do poli (etileno glicol) através do nanoporo protéico da a-hemolisina (aHL)
de Staphylococcus aureus € considerado um bom modelo para estudo de deteccéo e
translocacdo de polimeros abi6ticos em sistemas nanoconfinados, no entanto, sao
rarissimos, estudos com polimeros sintéticos mais complexos. Neste contexto,
estudamos o transporte do poli (vinil alcool) (PVA) e do poli (vinil pirrolidona) (PVP),
através do nanoporo da aHL incorporada em bicamada lipidica plana banhada por
solucBes de sais de Hofmeister visando esclarecer seu processo de translocacéo, e
também determinar as condi¢cdes adequadas para deteccdo destes polimeros em
meios aquosos. A formacdo da bicamada lipidica, incorporacdo do nanoporo e a
aquisicao dos registros das correntes idnicas ocorreram em condi¢des de fixacao de
voltagem. As solucdes utilizadas foram KCI, CsCl ou RbCI 4M, Tris 5 mM, pH 7,5 a
25°C. Demonstrou-se principalmente que:i) o nanoporo da aHL detecta o PVA e o
PVP nas solucdes analisadas, porém, o KCI| € mais adequada; ii) O PVA induz quatro
tipos de pulsos resistivos e dois modos de translocacéo; iii) A frequéncia de
translocacdo e o tempo de permanéncia do PVA no nanoporo sdo dependentes do
potencial transmembrana; iv) As constantes de associacdo e de dissociacao do
complexo PVP-nanoporo dependem do tipo de ion de Hofmeister; v) O PVP induz trés
tipos de pulsos resistivos e um modo de translocacdo. Finalmente, propomos que
cations de Hofmeister podem formar complexos com o PVA e PVP, tornando-os
moléculas carregadas, influenciando na interacéo e translocacdo destes polimeros

através de espac¢os nanoconfinados.

Palavras-chave: Alfatoxina. Nanoporo. Polimeros. Translocacgéao.



ABSTRACT

The translocation of polymers into nanoconfined spaces takes place in biology,
medicine and technology. Abiotic and biotic polymers can be translocated through
nanoconfined spaces for the development of analytical devices based on the
nanospore resistive pulse stochastic sensing method (NRPS). NRPS consists of an
electrical method for the detection of individual molecules that, upon entering the
nanopore, cause transient blockages of their conductance. The magnitude of these
blocks depends on the relationship between the molecular volume and the pore
volume, making it possible to obtain information about the translocation dynamics and
the interaction of the polymer-cosolute-nanopore. It is known that the transport of poly
(ethylene glycol) through the protein nanopore of a-hemolysin (aHL) of Staphylococcus
aureus is considered a good model for the study of detection and translocation of
abiotic polymers in nanoconfined systems, however, they are very rare, studies with
more complex synthetic polymers. In this context, we studied the transport of poly (vinyl
alcohol) (PVA) and poly (vinyl pyrrolidone) (PVP) through the nanopore of aHL
incorporated in a lipid bilayer bathed by solutions of Hofmeister salts in order to clarify
its translocation process, and also to determine the suitable conditions for detection of
these polymers in aqueous solution. The preparation of planar lipid bilayer, and single
nanopore insertion into membrane, and records of ionic currents were conducted in
conditions of voltage clamp. Solutions used were KCI, CsCl or 4M RDbCI, 5 mM Tris,
pH 7.5 at 25 ° C. It was mainly demonstrated that: i) nanopore of aHL detects PVA and
PVP in the solutions analyzed, however, KCl is more adequate; ii) The PVA induces
four types of resistive pulses and two modes of translocation; iii) The translocation
frequency and the residence time of the PVA in the nanopore are dependent on the
transmembrane potential; iv) The association and dissociation constants of the PVP-
nanopore complex depend on the Hofmeister ion type; v) PVP induces three types of
resistive pulses and one mode of translocation. Finally, we propose that Hofmeister
cations can form complexes with PVA and PVP, making them molecules loaded,
influencing the interaction and translocation of these polymers through nanoconfined
spaces. Thus, our results can give a new insight into the dynamics of polymer
translocation in nanoconflation systems and contribute to the development of

nanopore-based devices.

Key words: Alfatoxin. Nanopore. Polymers. Translocation.
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1 INTRODUCAO

Os nanoporos proteicos ou canais i6nicos naturalmente encontrados em
membranas biolégicas sdo as macromoléculas fundamentais no desencadeamento
de varios processos fisico-quimicos indispensaveis a manutencéo da vida, tais como
a percepcao de parametros fisicos (por exemplo, campo elétrico), reconhecimento de
espécies quimicas (como por exemplo, ions sodio) e selecdo de elementos quimicos
entre 0s meios intra e extracelular (HILLE, 2001; MITSCHA-BAUDE et al, 2016). Em
virtude desta versatilidade funcional, os nanoporos proteicos sdo considerados,
atualmente, a principal nanobioestrutura capaz de realizar o biosensoriamento
estocastico (KASIANOWICZ et al., 2012).

O biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia na observacéo
de eventos de ligacao entre as moléculas individuais de analitos e um Unico receptor.
A deteccéo estocastica baseada em nanoporo fornece uma ferramenta sensivel, ndo
destrutiva e econbmica para andlise de moléculas no limite individual (BAYLEY,
CREMER, 2001). Esse método de deteccdo € de grande interesse cientifico porque
fornece uma abordagem da dinamica estrutural de moléculas individuais de polimeros,
e pode servir como um sistema modelo Gtil na compreensao de processos fisicos e
quimicos, biologicamente relevantes, em escala nanométrica, (BUTLER et al., 2006;
HOWORKA, SIWY, 2009; CHEN et al., 2010).

A técnica também ¢é denominada de sensoriamento por pulso resistivo no
nanoporo (Nanopore Resistive Pulse Sensing; NRPS) e consiste em um método
elétrico para a deteccdo de moléculas individuais que, ao entrar no nanoporo, causam
bloqueios transitérios de sua condutancia iénica (PIGUET et al.,, 2016). Esses
blogueios contém informacdes sobre as propriedades moleculares do analito, sendo
0s parametros mais relevantes sua profundidade e duracdo (PIGUET et al., 2016). A
magnitude desses bloqueios depende da relacdo entre o volume molecular e o volume
do poro (KRASILNIKOV et al., 2006) e, em alguns casos, a interacdo entre a molécula
e 0s ions em solucdo (BALIJEPALL et al., 2013). A duracdo do bloqueio (isto €, o
tempo que a molécula passa dentro do poro) depende da forca eletroforética atraves
do poro, que pode ser afetada pelo contrafluxo eletroosmaético (KEYSER et al., 2006)
ou por interacdes entropicas ou entalpicas entre o analito e o poro (BRETON et al.,
2013).

Programa de Pés-graduagdo em Inovacéo Terapéutica- Tese- Juliana Pereira de Aguiar
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O nanoporo protéico formado pela alfatoxina ou a-hemolisina (aHL) de
Staphylococcus aureus é indiscutivelmente o nanoporo de escolha para estudos de
translocacdo de moléculas individuais via registros elétricos em membranas lipidicas
planas artificiais. A aHL é estruturalmente estavel em uma ampla gama de condi¢cbes
experimentais e tem sua estrutura cristalina determinada (diametro das entradas de
4,6 e 2 nm; constricdo de 1,4 nm). Como tal, fornece um espaco altamente confinado
que permite a detecgéo de ions divalentes (Braha et al., 2000), enantidmeros (KANG
et al.,, 2006; BOERSMA et al.,, 2012), varios tipos de moléculas orgéanicas
(KRASILNIKQV et al., 2006; ROBERTSON et al., 2007; RAMSAY, BAYLEY, 2018)
peptideos (STREFUREAC et al.,2006; ASANDEI et al., 2015), proteinas
(MOVILEANU, 2009; ROTEM et al., 2012; NIVALA et al., 2013), DNA (MAGLIA et al.,
2008; CLARKE et al., 2009;BRETON et al., 2013;DING et al., 2015;GUO et al.,2018)
e polimeros sintéticos (RODRIGUES et al., 2008; CHEN et al., 2010; PIGUET et al.,
2016; CHAVIS et al., 2017).

A dindmica de translocacdo de uma cadeia polimérica através de nanoporos tem
atraido muita atencao nos ultimos anos (MUTHUKUMAR, 2011; OUKHALED, 2012;
SARABADANI, 2017). Além de ser um fendmeno complexo e um passo fundamental
em muitos processos vitais, como por exemplo, o transporte de proteinas através de
nanoporos de membrana, translocacdo de RNA através de poros nucleares,
transferéncia de moléculas de DNA de virus para célula hospedeira e transporte de
genes entre bactérias (MURPHY, MUTHUKUMAR, 2017; LUO et al., 2017). Outra
razao para despertar tal interesse é que a translocacao de polimeros ou biomoléculas
através de nanoporos tem grande potencial de aplicacdo em medicina, principalmente,
em sistema de entrega de farmaco (MAITZ, 2015). Uma variedade de diferentes
polimeros sintéticos de alto peso molecular esta sendo amplamente aplicada para
essa finalidade (MAITZ, 2015). Nos dultimos anos, tem havido uma série de
investigacdes sobre a translocacdo de macromoléculas simples através de nanoporos
protéicos ou de estado solido (KASIANOWICZ et al., 1996; MELLER, 2002; LUO et
al.,, 2008; COMER, AKSIMENTIEV, 2012). Tais informacdes podem facilitar a
compreensao do mecanismo do transporte macromolecular através de nanoporos
proteicos.

Entre os polimeros sintéticos, o polietilenoglicol (PEG) foi 0 mais estudado. O que

permitiu o desenvolvimento de um método de espectrometria de massa para PEG

Programa de Pés-graduagdo em Inovacéo Terapéutica- Tese- Juliana Pereira de Aguiar
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usando um nanoporo da aHL. Utilizando o fato de que a amplitude do bloqueio da
corrente induzida pela presenca do PEG no lume aquoso do nanoporo de
aHL,depende do peso molecular do polimero, foi possivel discriminar claramente a
unidade de repeticdo do etilenoglicol a partir de uma amostra de PEG polidisperso.
Embora tenha sido descrito quantitativamente em termos de um modelo simples que
compreende uma combinacéo de exclusao de tamanho e ligacéo de cations pelo PEG
(BALIJEPALLI et al.,, 2013; ROBERTSON et al., 2007; REINER et al., 2010;
BOUKHET et al., 2016), o mecanismo de interagdo subjacente a essa discriminagao
de massa pela modulacdo da corrente ibnica € guestionado por alguns autores
(BAAKEN et al., 2015). Desconhece-se em que medida esta forte interacdo, que por
motivos cinéticos, deve envolver a ligacdo do polimero a parede do poro
(ROBERTSON et al., 2007; REINER et al., 2010; BALIJEPALLI et al., 2013) ou se é
uma propriedade Unica do nanoporo da a-HL (AKSOYOGLU et al., 2016).

Com o objetivo de compreender os mecanismos envolvidos na translocacdo de
outros polimeros sintéticos em espacos nanoconfinados, estudamos o transporte do
polivinilalcool (PVA) e da polivinilpirrolidona (PVP), através do nanoporo da aHL
banhado por solucbes de sais de Hofmeister visando determinar as condicfes

adequadas de interacao e deteccdo destes polimeros em meios aquosos.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Estudar o transporte do polivinildlcool (PVA) e da polivinilpirrolidona (PVP)
através do nanoporo protéico unitario da alfatoxina banhada por sais de Hofmeister
visando descobrir o mecanismo de translocacédo e as condi¢des fisico-quimicas mais

adequadas para deteccao e caracterizacao de analitos poliméricos.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Determinar a condutividade e viscosidade das solu¢bes aquosas dos sais de
Hofmeister (KCI, CsCl e RbCI) na concentracéo de 4 M;

- Determinar a solubilidade do PVA e PVP nas solu¢cdes dos sais de Hofmeister

supracitadas

- Determinar a condutancia do nanoporo da alfatoxina nas solucbes dos sais de

Hofmeister supracitadas;

- Determinar experimentalmente os parametros biofisicos (tempo caracteristico de
ocupacao, tempo caracteristico de desocupacéo, constante de associagdo, constante

de dissociacao e energia de interacdo) do PVA ou do PVP no nanoporo da alfatoxina;

- Determinar o mecanismo de translocacdo dos polimeros no nanoporo;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOSSENSORIAMENTO ESTOCASTICO

De maneira geral, um biossensor pode ser definido como um dispositivo
analitico, que integra um elemento biolégico a um transdutor fisico que é capaz de
converter uma resposta biologica em um sinal mensuravel (ex. sinal elétrico),
proporcional a concentracdo ou atividade do analito presente na amostra (OTLES,
YALCIN, 2012; KUMAR, RANI, 2013; SOWJANYA;YADLA, 2016). Um biossensor
incorpora um elemento biolégico — biorreceptor, que pode ser uma proteina (ex:
enzimas, anticorpos), acidos nucleicos (DNA ou RNA), estruturas proteicas como
canais i6nicos ou ainda células inteiras. O biorreceptor € o agente responséavel pelo
reconhecimento especifico do analito, isto €, 0 que se pretende analisar, que pode
ser, por exemplo, DNA, RNA, proteinas ou metabdlitos (INPI, 2010).A interacdo do
biorreceptor com o analito desencadeia uma resposta ou reacao fisioldgica que produz
uma perturbacédo bioquimica no biossensor, que pode em seguida ser convertida —
por um transdutor — num sinal detectavel e mensuravel, principalmente um sinal
elétrico.

Dessa forma, de acordo com o transdutor utilizado, o biossensor pode ser
classificado como: eletroquimico (amperométrico, potenciométrico e condutimétrico),
optico (medida de luminescéncia, fluorescéncia), piezoelétrico (relaciona a oscilacdo
da frequéncia dos cristais piezoelétricos com a variacdo da massa), ou termomeétrico
(KUMAR & RANI, 2013). Os biossensores amperométricos tém sido preferidos pela
facil manipulacéo e pelo fato da concentracdo do analito ser proporcional a alteracéao
na corrente elétrica (FURTADO et al., 2008).

Os primeiros relatos da proposta de utilizacdo de canais i6nicos independentes
de ligantes, porém dependentes de voltagem, como elementos de reconhecimento em
biossensores surgiram em meados da década de 90 (WALKER et al, 1994,
SACKMANN, 1996; CORNELL et al, 1997; TURNER, 1997). Porém, a ideia da
utilizacdo de poros micrométricos para contagem de particulas foi pioneiramente
proposta por Wallace H. Coulter em 1953. Resultando anos depois na comercializagao
do conhecido contador de Coulter (Coulter counter), amplamente empregado para

contagem de células sanguineas. Resumidamente, no contador de Coulter particulas
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microscopicas (como por exemplo, células) passam através de um poro (microporo) e
causam uma modulacédo (bloqueio) detectavel na corrente que flui através dele. A
frequéncia das modulagBes esta correlacionada com o numero de particulas,
enquanto que a amplitude delas é proporcional ao tamanho da particula (WANUNU,
2012). Considera-se 0s biossensores estocasticos baseados em nanoporos, como
descendentes nanomeétricos desse contador (KASIANOWICZ et al., 2008).

Os nanoporos proteicos ou canais idnicos naturalmente encontrados em
membranas biologicas sdo as macromoléculas fundamentais no desencadeamento
de varios processos fisico-quimicos indispensaveis a manutenc¢ao da vida. A inerente
capacidade destas macromoléculas proteicas de perceberem parametros fisicos (por
exemplo, campo elétrico), reconhecerem espécies quimicas (por exemplo, a
acetilcolina) e principalmente selecionarem os elementos quimicos (por exemplo, ions
sbédio) transferidos entre os meios intra e extracelular, propicia efetivamente a
interacdo célula-célula e célula-microambiente (HILLE, 2001). Em virtude desta
versatilidade funcional, os nanoporos proteicos sédo considerados, atualmente, a
principal nanobioestrutura capaz de realizar o biossensoriamento estocéstico, como
elemento de deteccdo, quantificacdo, monitoracdo e caracterizacdo de moléculas
individuais (AGUIAR et al., 2015).

O biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia na
observacéo de eventos de ligacdo entre as moléculas individuais de analitos e um
anico receptor. A denominacédo estocastica para esse biossensoriamento € atribuida,
primeiramente, em relacdo a série temporal aleatéria de flutuacdes discretas
registradas, devido a deteccdo 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, 0o mecanismo de deteccdo ocorre com a entrada
aleatéria de cada molécula do analito em um dnico nanoporo, e isto é devido
essencialmente a difusdo molecular (processo probabilistico ou randémico), ou seja,
um fenébmeno estocastico (KANG et al., 2007; RHEE & BURNS, 2007; MULERO et
al., 2010).

No caso dos biossensores estocéasticos, a relacdo entre o tamanho molecular
e a amplitude do bloqueio é muito importante, pois, é indicativo de quais moléculas
individuais podem ser detectadas, essencialmente aquelas que apresentam valor de

diametro semelhante ao didametro do nanoporo. Como informado a cima, esse tipo de
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sensor pode detectar moléculas individuais que se aproximam do nanoporo por
difusdo e ocupam temporariamente o lume aquoso do nanoporo (RHEE & BURNS,
2007; GURNEV & NESTOROVICH, 2014). Esta ocupacéo altera a quantidade de ions
fluindo no nanoporo, gerando um evento de bloqueio. Esse perfil de bloqueio é
caracterizado pelo tempo de duracéo (tempo de residéncia) da interacdo do analito
com 0 nanoporo, juntamente com a amplitude do bloqueio.

Biossensores estocasticos baseados em nanoporos proteicos individuais
podem detectar e caracterizar analitos, simplesmente por meio da analise da série
temporal das flutuacBes discretas nos registros da corrente ibnica que flui pelo
nanoporo (MOVILEANU, 2009). Eles sdo ideais para serem usados como
biossensores por diversas razdes: o analito ao interagir com 0 nanoporo gera um sinal
pelo bloqueio estérico temporario do poro ou pela mudanga no potencial eletrostatico
perto ou dentro do poro; o analito ndo precisa ser marcado (com sonda fluorescente,
por exemplo) para ser detectado como molécula individual, a técnica permite a
detecgéo de mais de um analito presente concomitantemente na solucao (BRAHA et
al., 2000; NESTOROVICH & BEZRUKOV, 2012) e também apresenta alta
sensibilidade e rapidez na analise (KASIANOWICZ et al., 2007).

Em patrticular, a alfatoxina do Staphylococcus aureus, também conhecida por alfa-
hemolisina (a-HL) tem sido amplamente utilizada para a deteccao, caracterizacéo e
andlise de véarias moléculas, por ser altamente reprodutivel e versatil sob diversas
condi¢cbes experimentais (MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012). Outros nanoporos
proteicos, também, estdo sendo aplicados na deteccdo de inUmeras moléculas como,
por exemplo, o poro formado a partir do Bacillus anthracis que foi utilizado para
detectar e quantificar proteinas (KASIANOWICZ et al., 2012), o poro formado pela
aerolisina uma toxina sintetizada pela Aeromonas hydrophila que tem sido utilizada
como elemento sensor na deteccdo de proteinas (PASTORIZA-GALLEGO et al.,
2011; WANG et al., 2018).

Paralelamente, num esfor¢co de substituir 0s nanoporos proteicos, surgiram as
plataformas de deteccdo mais robustas, que utilizam nanoporos sintéticos no estado
sélido, para deteccdo de DNA fita dupla, polinucleotideos e proteina (REINER et al.,
2011). Estes nanoporos sintéticos visam eliminar algumas limitacfes inerentes ao

sistema com nanoporos bioldgicos, mas ainda ndo atingiram o grau de precisédo e
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caracterizacao fisica demonstrada em seus homologos proteicos (ROBERTSON et
al., 2007; CLARKE et. al., 2009; KASIANOWICZ et al., 2012).

Dentre 0os nanoporos biologicos até entdo descritos, o nanoporo formado pela
alfatoxina do Staphylococcus aureus ainda € o mais utilizado, por apresentar as
seguintes vantagens: estrutura cristalografica conhecida (SONG et al.,, 1996),
receptividade a engenharia molecular (BAYLEY, 2004; MOHAMMAD, MOVILEANU,
2012), alta condutancia ibnica (MERZLYAK et al., 2005). Além disso, este poro
permanece aberto durante longos periodos de tempo, em condicBes experimentais
bem definidas, como pH (KRASILNIKOV et al., 1988), forca ibnica (KRASILNIKOV et
al., 2006; RODRIGUES et al, 2008; IVICA et al, 2017), temperatura
(JUNG,BAYLEY,MOVILEANU,2006; PAYET et al.,, 2015; PIGUET et al., 2016),
elevado potencial transmembrana (MELLER et al., 2000; GURNEV, NESTOROVICH,
2014) e até em diversas concentracbes de agentes quimicos desnaturantes
(PASTORIZA-GALLEGO et al., 2007; WINTERS-HILT,STOYANOV, 2016).

2.2 ALFATOXINA

2.2.1 Estrutura

O gene que codifica a alfatoxina foi descoberto em 1980 (FAIRWEATHER et al.,
1983; BERUBE & WANDENBURG, 2013). A alfatoxina é uma toxina de 33 kDa
secretada pela bactéria patogénica Staphylococcus aureus na forma de mondémeros
polipeptidicos de 293 aminoacidos soluveis em agua (ARBUTHNOTT et al., 1967,
BHAKDAI et al., 1981; GRAY & KEHOE, 1984). Ela € uma exotoxina proteica que faz
parte de um grupo bastante significativo de toxinas, que sao capazes de formar poros
condutores nas membranas das células alvo. Essas toxinas sdo denominadas,
“toxinas formadoras de poros” ou PFTs, e sdo capazes de existir em dois estados: uma
conformacéao soluvel em agua e uma ainda mais estavel, inseridas em membranas de
células eucaridticas (PARKER & FEIL, 2005).

O primeiro estudo de reconstituicdo do canal da alfatoxina em modelos de
bicamadas lipidicas foi realizado por Krasilnikov e colaboradores em 1981. Além
desse, outros estudos eletrofisiolégicos refinaram a nossa compreensdao das
propriedades biofisicas do canal, como por exemplo, a geometria do poro aquoso e 0

seu posicionamento assimétrico em relacdo ao plano da membrana que foram

Programa de Pés-graduagdo em Inovacéo Terapéutica- Tese- Juliana Pereira de Aguiar


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez16.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Jung%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez16.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Bayley%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ez16.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Movileanu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Payet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26488651

AGUIAR, J.P. Estudo do transporte de polimeros através do nanoporo proteico unitario banhado por solugdo de sais de... 22

elucidados em condi¢cfes dinamicas com néo eletrolitos (KRASILNIKOV et al., 1988;
MERZLYAK et al., 1999).

A estrutura cristalografica tridimensional deste poro foi elucidada (SONG et al.,
1996) e os dados cristalograficos denotam a existéncia de sete mondmeros
delimitando o poro aquoso, 0s quais se inserem em membranas e entdo se
oligomerizam para formar o nanoporo heptamérico transmembranar, permeavel a
passagem de agua e de diversas moléculas pelo seu interior (GU et al., 1999;
NOSKOQV et al., 2004).

O nanoporo da alfatoxina €& formado por trés diferentes dominios
(extramembranar ou copal, intramembranar ou troncular e o anelar), onde somente os

dois primeiros participam da formagé&o do poro (MERZLYAK et al., 2005) (Figura 1).

FIGURA 1. Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina

Regido
Copal

Regiao
Anelar

Fonte: AGUIAR et al., 2015. A esquerda vis&o lateral com cada dominio representado em trés cores.
Na area central, os retangulos empilhados em trés cores especificas correspondem a espessura
aproximada de cada dominio. A regido da membrana foi suprimida na imagem visando delinear
adequadamente a estrutura do nanoporo. A regido troncular se insere completamente na membrana
lipidica, e fica posicionada com a entrada convencionalmente denominada TRANS no mesmo plano da
superficie da membrana. A regido copal ndo se insere na membrana lipidica e a entrada CIS do
nanoporo fica distante (~50 A) da superficie da membrana. A regifio anelar (parte inferior da copa) fica
ancorada na membrana. As barras verticais indicam o comprimento de cada regido e o didmetro do

nanoporo. A direita visdo superior com cada subunidade representada em diferentes cores.
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O dominio extramembranar (convencionalmente denominado lado “cis”),
possui uma entrada de maior didametro (~ 46 A) que possibilita a entrada de
macromoléculas. Por outro lado, o dominio intramembranar € completamente inserido
na bicamada lipidica (lado trans) apresenta uma entrada (convencionalmente
denominado lado “trans”) de menor didmetro (~ 20 A), sendo composto por 14 folhas
B-barril (Figura 1) (BERUBE & WANDENBURG, 2013).

A parte terminal do dominio “trans” € formada por um anel composto de
aminoéacidos acidos e basicos, 0s quais se encontram separados por uma pequena
distancia de ~ 40 A, constituida de aminoacidos neutros (SONG et al., 1996;
MERZLYAK et al., 2005). Os dominios CIS e TRANS estdo separados por uma
constricdo de 26 A de diametro, o que torna esse poro, uma ferramenta altamente
promissora para uso biotecnolégico (SONG et al., 1996; BAYLEY & CREMER, 2001;
HOWORKA & SIWY, 2009; AKSIMENTIEV, 2010).

2.2.2 Insercado na membrana, oligomerizagéo e formacé&o do poro da alfatoxina

As modificacbes estruturais que resultam na incorporacdo da alfatoxina na
bicamada lipidica tém sido intensamente estudadas, através de ferramentas analiticas
que favorecam o entendimento das etapas necessarias para a formacédo do poro. O
mecanismo molecular pelo qual a alfatoxina liga-se a superficie das membranas das
células hospedeiras tem sido um assunto discutido por longos anos (CASSIDY,
HARSHMAN, 1976; HILDEHAND et al., 1991; VALEVA et al., 2006; YAMASHITA et
al., 2014). Evidéncias experimentais fornecidas por varios pesquisadores sugerem a
capacidade da toxina em se ligar a lipideos especificos (VALEVA et al.,, 2006;
SCHWIERING et al., 2013) e/ou receptores de proteinas na membrana nas células-
alvo susceptiveis (CASSIDY, HARSHMAN, 1976).

Com base nas estruturas cristalograficas dos mondémeros e do poro, sete
subunidades monoméricas associam-se e formam um complexo pré-poro nao litico
na membrana da célula. Em seguida, as subunidades inserem-se ainda mais na
membrana para formar um poro litico (FUSSLER et al., 1981; BHAKDI, TRANUM-
JENSEN, 1991). Evidéncias recentes sugerem que a formacao dos poros liticos pode
nao ser a Unica maneira de toxicidade da alfatoxina. A ativacao especifica induzida
pela toxina no receptor de metaloprotease pode desencadear a ativagéo de cascatas
intracelulares, conduzindo ao aumento da toxicidade (BERUBE, BUBECK
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WARDENBURG, 2013). No entanto, a montagem correta dos poros da alfatoxina
permanece um passo hecessario para a sua acao toxica (INOSHIMA et al., 2011).

A alfatoxina ndo contém quaisquer residuos de cisteina, um fato que foi
incorporado por uma série de estudos nos quais a introdugéo dos residuos de cisteina
permitiu a avaliacdo da estrutura da toxina e a geracdo de mutantes incapazes de
formar poros inseridos a membrana (VALEVA et al., 1997, KAWATE, GOUAUX,
2003).

Valeva e colaboradores determinaram que o segmento N-terminal da alfatoxina
sofre uma mudanca conformacional, que estabiliza a estrutura do poro heptamérico.
A importancia do N-terminal foi demonstrada na percepcédo de que o residuo de
histidina na posi¢cao 35 (His35) modifica a inser¢do dos segmentos transmembrana
na transicdo do pré-poro para o poro propriamente dito (VALEVA et al., 1997). Por
conseguinte, os mutantes que recebem o residuo cisteina em substituicdo a histidina
sao incapazes de formar um oligbmero estavel, e sdo, portanto, incapazes de formar
um poro litico, apesar de preservar a capacidade de ligacdo celular (WALKER,
BAYLEY, 1995; JAYASINGHE, MILES, BAYLEY, 2006).

Alguns anos mais tarde, a estrutura do mondémero da alfatoxina soluvel em
agua, foi relatado (MEESTERS et al., 2009) proporcionando ainda uma visédo sobre o
mecanismo de conversao do pré-poro para o poro totalmente formado. As transicfes
da toxina monomeérica sollivel em agua para o poro totalmente montado sdo entidades
conformacionais distintas e representam um evento molecular irreversivel. Os
movimentos observados no processo de transicdo da toxina monomeérica para o poro
aberto sé@o consistentes com observacfes bioquimicas anteriores: 1- desdobramento
da regido central rica em glicina em cada subunidade; 2- extensdo do segmento N-
amino terminal (Alal-Val20) para a subunidade vizinha no heptamero montado,
estabilizando a estrutura; 3- flexibilidade da regido de ligagéo a fosfocolina na interface
da regido anelar-troncular. Estas descobertas foram apoiadas pela recente
demonstracao da estrutura do monémero da alfatoxina complexado com um anticorpo
monoclonal neutralizante (FOLETTI et al., 2013).

Portanto, quatro fases distintas vinham sendo propostas para a montagem do
poro da alfatoxina. De forma genérica, os monémeros soluveis em agua (fase 1), a
regido N-amino terminal e a regido pré-troncular seriam dobradas contra o nucleo da

proteina. Nesta fase, tanto a regido N-amino terminal quanto a pré-troncular estariam
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susceptiveis a protedlise. Quando os mondémeros se ligassem a membrana (fase 2,),
0 pré-tronco tornar-se-ia resistente a protedlise. No entanto, a regido N-amino terminal
permaneceria protease-sensivel. Uma difusdo lateral, em seguida, daria origem a
formacao de um pré-poro (fase 3), e em seguida - a regido transmembranar flexivel
formaria uma estrutura rigida para, finalmente formar o poro que transpassa a
membrana (fase 4). Estudos mais recentes corroboram com esses achados
(BERUBE; WARDENBURG, 2013; YAMASHITA et al. 2014; GURNEYV;
NESTOROVICH, 2014).

No trabalho de Yamashita e colaboradores de 2014 foram demonstradas as
bases moleculares para a formagao do B-barril das toxinas formadoras de poros
liberadas pela bactéria Staphylococcus aureus (Figura 2). Dentre as toxinas, além da
alfatoxina, também sdo secretadas a y-toxina, a leucocidina (LUK) e a leucocidina
Panton-Valentine (PVL). A alfatoxina consiste em um Unico polipetideo, ao passo que
as outras exigem dois componentes diferentes, isto €, componentes proteicos da
classe F e S que atuam sinergicamente; y-HL, LUK e PVL sdo compostas de LukF e
HIlg2, LukF e LukS, e LukF-Panton-Valentine (PV) e LukS-PV, como componentes de
classe F e S, respectivamente. Diferentemente da estrutura da alfatoxina na forma
heptamérica, as estruturas cristalograficas das outras toxinas citadas, se apresentam
na forma octamérica. Mas, apesar dessa diferenca estrutural, sugere-se devido a
homologia entre as toxinas (~70% para toxinas da mesma classe) que 0s mecanismos
de formagéao do B-barril seguem o0 mesmo modelo para todas essas toxinas, inclusive
a alfatoxina.

Na figura 2, pode-se entender melhor esse processo. Cada PFT é secretada
como mondmero solivel em agua (Etapa I). Os dois componentes HIg2 e LukF
formam um dimero na superficie celular. Ao liberar a regido N-amino terminal (“trava”)
localizada ao lado do dominio copal, ocorre as interacdes entre os monémeros (Etapa
II). A regido pré-troncular é formada (Etapa lll). E posteriormente o0 pré-poro
octamérico é formado (Etapa IV). No estado pré-poro, apenas a metade
extramembranar do [B-barril € formada. A metade transmembranar do [B-barril é
inserida na membrana, e a formacéo de poro é concluida (Etapa V).

Os detalhes da via de oligomerizacéo ainda sdo desconhecidos. Deve-se notar
gue todas as ligacdes intramoleculares de hidrogénio dentro da regido pré-troncular

sao interrompidas e novas ligacdes de hidrogénio sdo formadas dentro e entre o0s
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mondmeros. A forca motriz das mudancas drasticas de conformacdo na montagem
seria fornecida pela entalpia favoravel destas ligacdes de hidrogénio (YAMASHITA et
al., 2014).

FIGURA 2. Modelo proposto para a formacgao do poro da y-toxina.

Regiao N-amino Terminal (trava)

; et Regiao pré-troncular

Secrecao de monémeros
(Etapa I)

Hig2

Ligacao na superficie celular

Etapa Ill
Liberagdo da regido pré-troncular
devido a exposi¢do da regido N-amino
Terminal

Etapa IV EtapaV
Formagdo do Pré-poro Formacdo do Poro transmembrana

Etapall
Dimerizag¢do e exposicdo da
regido N-amino Terminal

Fonte: Adaptado de YAMASHITA et al., 2014. (Etapa 1), cada PFT é secretada como mondmero
solavel em agua. Os dois componentes Hlg2 e LukF formam um dimero na superficie celular. Ao liberar
a regido N-amino terminal (“trava”) localizada ao lado do dominio copal, ocorre as interagcdes entre os
monomeros (Etapa Il). Liberac&o da regido pré-troncular (Etapa lll). Formagéo do pré-poro octamérico
(Etapa IV). Formacao do Poro Transmembrana (Etapa V).

2.2.3 Nanoporo proteico da alfatoxina como elemento de reconhecimento

molecular

O principio de funcionamento do biossensor estocastico baseado no nanoporo
proteico unitario formado pela alfatoxina consiste essencialmente na interagdo de
cada molécula individual do analito (ssDNA, cianotoxinas, polietilenoglicol, por
exemplo) com um unico nanoporo (KASIANOWICZ et al., 2007; AGUIAR et al., 2015).

Quando um potencial elétrico é aplicado através da membrana com um Unico
nanoporo incorporado (Figura 3A), uma corrente idnica flui através do lume aquoso
do nanoporo. Toda vez que o analito entra e ocupa o lume, induz uma variagéo

(flutuacéo) discreta (bloqueio), diminuindo a corrente idnica maxima (Figura 3B). O
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resultado de cada interacdo se reflete na variagcdo temporaria (bloqueio parcial) da
corrente ibnica que passa através do nanoporo como representado na figura 3B.

Na situacdo mais simples considere que o nhanoporo apresente dois estados -
ocupado (pelo analito) e ndo-ocupado - e um sinal de saida caracteristico associado
a cada um dos respectivos estados, como pode ser observado na figura 3B. A
frequéncia da ocorréncia dos bloqueios esta relacionada com a concentracdo do
analito, enquanto os valores médios dos tempos de duragéo no estado ocupado e de
amplitude dos bloqueios permitem a identificacdo do analito, uma vez que
representam uma “impressao digital” do mesmo (WANG et al., 2013). Os intervalos
de tempo de duracdo dos bloqueios diferem entre si, e podem ser descritos

estatisticamente por uma distribuicdo exponencial.

FIGURA 3. Modelo esquemético do funcionamento do nanoporo de alfatoxina como biossensor.
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Fonte: AGUIAR et al., 2015. A intera¢do dos analitos com um Unico nanoporo em uma bicamada
lipidica plana banhada por solucédo iénica induz uma modulacao (bloqueio parcial) da corrente idnica.

Dessa forma, a constante de ajuste desta distribuicdo exponencial € definida
como o tempo meédio do bloqueio (toff). As variagdes de amplitude dos bloqueios

juntamente com o valor do Toff representam a “impressao digital” para identificagdo do
analito. O valor de Toif possibilita calcular a constante de dissociagao (Kotf) do complexo

analito-nanoporo, por meio da expressao Koff = 1/Tof.
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Adicionalmente, a determinacdo da frequéncia dos bloqueios na corrente
ibnica, representativos da interacdo analito-nanoporo, possibilita quantificar a
concentragéo do analito. Operacionalmente isto pode ser determinado mensurando-
se os intervalos de tempo entre 0s bloqueios sucessivos. Similarmente aos tempos de
blogueios, os intervalos de tempo entre blogueios também s&o descritos por uma
distribuicdo exponencial, cuja constante de ajuste (ton) representa o intervalo de
tempo médio entre os bloqueios. O inverso do valor de Ton corresponde a frequéncia
de ocorréncia dos bloqueios (f=1/Ton), sendo este parametro proporcional a
concentragéo ([C]) do analito. A partir deste coeficiente e da constante de associagéo
(Kon) analito- -nanoporo, obtemos: f = Kon[C] (CHELEY et al., 2002; GU, SHIM, 2010).
A partir destas informacGes € possivel calcular a constante de associacdo e a

constante de dissociacdo do analito-nanoporo e o valor das suas energias de

interacéo aparente com o nanoporo, usando a seguinte expressao AG*” ~ kT In K®

Demonstra-se entdo, que a cinética entre o estado ocupado (presenca do
analito) e nao ocupado (auséncia do analito) no nanoporo evidenciado
experimentalmente pelas flutuagdes discretas no registro da corrente idnica fornece
informacdes relevantes que permitem quantificar e identificar o analito
(KASIANOWICZ et al., 2008).

2.2.4 Aplicagdes do nanoporo da alfatoxina

A tecnologia de deteccdo estocastica baseada em nanoporos é uma
abordagem nova e promissora no desenvolvimento de dispositivos analiticos:
espectrometros de massa, biossensores e sequenciadores moleculares (Figura 4)
(KASIANOWICZ, 2012.; WU et al, 2014.; AGUIAR et al, 2015).

Além disso, o0 nanoporo tém-se mostrado, principalmente, do ponto de vista
académico, como ferramenta molecular capaz de quantificar, detectar e caracterizar
uma grande variedade de moléculas, desde as mais simples, como ions
(JAYAWARDHANA et al., 2009), enantiomeros (KANG et al., 2006), armas quimicas
(LIU et al.,2010), cianotoxinas (PAT W02013026123, 2013) até as mais complexas
como polimeros naturais (DNA) (CLARK et al., 2009; QUICK et al., 2016) ou sintéticos
(PEG) (ROBERTSON et al., 2007); Especificamente em relacdo aos polimeros e o
processo de interacdo destes com o nanoporo consistir no objetivo principal deste

trabalho, abordar-se-a este tema de maneira mais detalhada no item 1.1.5.
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FIGURA 4. Alfatoxina como protétipo de um nanoporo proteico unitario para a deteccao,
quantificacao e caracterizacao de moléculas em sistemas aquosos.
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Fonte: AGUIAR et al., 2015. Nanoporo da alfatoxina como sequenciador de DNA, como biossensor
de cianotoxinas e como espectrdmetro de massas. Representacdo esquemética do padrdo de
blogueios na corrente ibnica através do nanoporo da alfatoxina durante a translocacéo desses analitos.
Observe que a amplitude dos bloqueios indicados pelas faixas coloridas é caracteristica de cada base
nucleotidica, representadas por: T=timina, A=adenina, C=citosina, G=guanina, no caso do DNA,; pelo
tamanho no caso das cianotoxinas; E pelo espectro de massas no caso do polietilenoglicol.

Monitoracéo de cianotoxinas na agua

Uma das aplicacdes mais recentes foi a utilizacdo do nanoporo como elemento
sensor, na deteccao de cianotoxinas na agua, mais especificamente as microcistinas.
Este trabalho de pesquisa, realizado pioneiramente por nosso grupo de pesquisa
resultou em uma patente (PAT W02013026123, 2013).

As microcistinas sé@o heptapeptideos ciclicos produzidos por diversas espécies
do género Microcystis, e sua presenca em concentracéo superior a 1 pg/L inviabiliza
o uso d’agua para o consumo humano e prejudica toda cadeia produtiva dependente
de agua de boa qualidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Existem aproximadamente 90 diferentes variantes estruturais de microcistinas,
mas, todas apresentam alguns aminoacidos na configuragcéo D, ausente nas proteinas

presentes no organismo humano (SHENG et al.,, 2012). A grande variabilidade
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estrutural das microcistinas representa um empecilho a mais para 0 monitoramento,
quantificacdo e identificacdo confiavel destas moléculas em meio aquoso, exigindo
atualmente o emprego de diversos métodos analiticos (SINGH, 2012). Na tentativa de
melhorar a identificacdo dessas cianotoxinas, o método baseado no biossensor
proteico foi desenvolvido para deteccdo, quantificacdo e caracterizacdo dessas
microcistinas em meios aquosos. Este método é dotado de elevada sensibilidade,
possibilitando o monitoramento dessas moléculas em tempo real (PAT
W02013026123, 2013).

Sequenciador de acido desoxirribonucleico

O uso de nanoporos para 0 sequenciamento de biopolimeros foi proposto ha
mais de uma década, com a primeira demonstracdo experimental da translocacéo de
acido desoxirribonucléico de fita simples (ss-DNA) através do nanoporo proteico da
alfatoxina (KASIANOWICZ et al., 1996). Uma vantagem importante dessa abordagem
em relacdo aos métodos de sequenciamento por sintese € que, além de ser uma
técnica mais direta, ela apresenta uma inerente capacidade de leitura bidirecional do
ss-DNA, possibilitando que a mesma fita de DNA seja sequenciada novamente
(BRANTON et al., 2008; ERVIN et al., 2014). A tecnologia de deteccédo baseada em
nanoporo possibilita um sequenciamento de acidos nucléicos, com maior rapidez de
analise e sem a necessidade de marcacdo ou amplificacdo do DNA (CLARKE et al.,
2009; DEAMER, 2010; MAGLIA et al., 2010). Nesta tecnologia a fita de ss-DNA sofre
um processo de nanoeletroforese translocando-se por meio do nanoporo, gerando
bloqueios na corrente idnica caracteristicos de cada base nucleotidica, como esta
esquematicamente representado na Figura 4.

Significativos avancos na aplicacdo de nanoporos proteicos no
desenvolvimento de sequenciadores de DNA ocorreram nos ultimos seis anos, devido
principalmente ao incentivo dado pelo financiamento da Unido Européia ao projeto
intitulado “Dispositivos e Abordagens Revolucionarias para Acidos Nucléicos” (The
Revolutionary Approaches and Devices for Nucleic Acid - READNA). Esse projeto teve
como objetivo principal desenvolver plataformas de sequenciamento de DNA que
permitissem sequenciar o genoma humano com custo total de até mil délares e tempo
maximo de 24 horas (RINCON-RESTREPO et al., 2011). O nanoporo da alfatoxina

preencheu esses requisitos e se tornou a plataforma de sequenciamento de terceira
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geracdo produzida pela Oxford Nanopore Technologies (Disponivel em:
http://www.nanoporetech.com. Acesso em fevereiro de 2018). Nos ultimos anos, essa
plataforma foi utilizada no sequenciamento do virus ebola na Africa Ocidental por
Quick e colaboradores em fevereiro de 2016 (QUICK et al., 2016).

Espectrémetro de massa para homopolimeros

A determinacé@o da massa, tamanho e concentracdo de moléculas em amostras
€ de grande interesse cientifico e tecnologico (CUNHA, MARIANA, FONTES, 2006;
ABDELNUR, 2010). A principal técnica padrdo para determinacdo da massa de
moléculas é a ionizac@o e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) (KARAS,
HILLENKAMP,1988; SARAIVA,2008). Esta técnica, apesar de amplamente
empregada, apresenta o inconveniente de ser um ensaio destrutivo e ndo permitir a
analise em meio liquido (MACHADO, 2014). Gracas aos estudos que demonstram
maior sensibilidade do nanoporo da alfatoxina em solucdes eletroliticas com valor de
concentracdo de aproximadamente 4 mol L?! (KRASILNIKOV et al, 2006;
RODRIGUES et al., 2008), foi possivel pioneiramente utilizar este nanoporo como
espectrometro de massa para o polietilenoglicol (PEG) (Figura 5). Foram analisadas
amostras polidispersas de PEG 1500 e também amostras monodispersas de PEG
1294 (ROBERTSON et al., 2007; STANFORD et al., 2010). Demonstrou-se uma boa
correlacdo entre os espectrogramas obtidos com o nanoporo da alfatoxina e pela
técnica do MALDI como visto na Figura 5, portanto, 0 nanoporo consegue discriminar
polietilenoglicdis, diferentes em apenas uma unidade monomérica. Um diferencial
importante no emprego do nanoporo da alfatoxina como espectréometro de massa é
gue todo o processamento da amostra ocorre em meio aquoso, portanto, ndo ha a
destruicdo do polimero, possibilitando inclusive o reaproveitamento das moléculas

analisadas.
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FIGURA 5. Nanoporo da alfatoxina como espectrometro de massas.
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Fonte: Adaptado de ROBERTSON et al., 2007. Espectro de massa (superior) para o polietilenoglicol
(PEG 1500, Mr=1500 g/mol) polidisperso obtido com o0 nanoporo unitario comparado ao espectro de
massa (inferior) obtido pelo MALDI-TOF. Os histogramas representam o valor mé- dio da corrente para
cada amplitude de bloqueio referente a cada molécula do polimero. Os niUmeros na parte superior em
cada “pico” do histograma indicam a quantidade de monémeros do etilenoglicol em cada molécula do
polimero. Os maiores valores de I/lopen cOrrespondem as moléculas de PEG de menor massa molecular.
O lindica o valor de corrente ibnica através do nanoporo quando este é ocupado pelo polietilenoglicol,
€ lopen € 0 valor de corrente quando ndo ha moléculas de PEG no interior do nanoporo da alfatoxina. O
“pico” indicado pelo nimero 28 corresponde a andlise da amostra de polietilenoglicol (PEG 1294)
monodisperso. No MALDI-MS devido ao processo de desorcao e ionizagdo, cada molécula do PEG
perde um O ou OH.

2.2.5 LimitacOes e estratégias de melhorias do nanoporo proteico da alfatoxina

Similarmente a outras metodologias e técnicas analiticas algumas limitacdes
podem dificultar o desenvolvimento de dispositivos comerciais baseados no
biossensoriamento estocastico via nanoporo proteico individual. S&o trés as mais
relevantes limitacoes:

1- A reprodutibilidade e estabilidade das membranas lipidicas artificiais.

As técnicas para montagem de bicamadas lipidicas planas sdo empregadas
desde a década de 70 e devido aos recursos tecnoldgicos atuais é possivel a obtencéo
de orificios circulares com bordas bem delineadas e diametro de até 10 um em
peliculas poliméricas ultrafinas, que podem ser de Teflon® ( RHEE, BURNS, 2007;
WANG, YING, LONG, 2010) que facilitam a montagem de membranas de lipideos
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sintéticos com elevada reprodutibilidade (MONTAL & MUELLER, 1972) e tem boas
propriedades elétricas (alta resistividade e baixa constante dielétrica); ou podem ainda
ser suportadas em elastbmero de silicone polidimetilsiloxano (PDMS) (SHIM, GU,
2007) ou em folhas de parileno ( SUZUKI, PIOUFLE, TAKEUHEI, 2009) que também
sao polimeros estaveis. A estabilidade mecanica e durabilidade da bicamada lipidica
como suporte para 0 hanoporo ainda € sofrivel, pois toda montagem experimental
deve ficar isolada de perturbagcbes mecéanicas por meio do uso de mesas de
amortecimento de alto desempenho. Por outo lado, melhorias consideraveis na
durabilidade da membrana ja foram relatadas (SHIM & GU, 2007). Em 2007, foi
desenvolvida uma camara experimental miniaturizada e com dispositivo refil em que
a bicamada lipidica fica aprisionada de maneira similar a um sanduiche, entre dois
folhetos de agarose semi-sélida (SHIM & GU, 2007). Nessa montagem a longevidade
da membrana foi prolongada em varios dias. Adicionalmente, a agarose aumentou
consideravelmente a estabilidade mecanica da membrana, permitindo inclusive a
movimentagdo manual da camara experimental na auséncia da mesa de
amortecimento e a bicamada lipidica se manteve intacta e funcional com o nanoporo
incorporado.

2- A deteccdo de moléculas de tamanhos muito diferentes do diametro do

nanoporo.

A razéo entre o valor do didmetro da molécula do analito e o valor do diametro
do nanoporo deve permanecer maior que 0,1 e menor que 1, pois somente nesta faixa
€ que temos uma relacéo sinal/ruido adequada, que possibilita uma analise segura da
série temporal de registro das flutuacdes discretas da corrente i6nica, ou seja, uma
“‘impressao digital” confiavel (KASIANOWICZ et al., 2008). Moléculas muito menores
que o didametro do nanoporo conseguem permear através do lume aquoso do
nanoporo, porém, devido ao seu pequeno diametro, somente alteram o ruido
intrinseco ao registro da corrente ibnica e ndo geram flutuacdes discretas. As
moléculas do mesmo tamanho do diametro do nanoporo podem entrar e obstruir
completamente o nanoporo, impossibilitando o registro da corrente ibnica. Por outro
lado, as moléculas maiores que o diametro do nanoporo ndo entram nele e também
nao geram flutuacdes discretas no registro da corrente idnica. Nestas condi¢des, nao

ha como obter séries temporais efetivamente representativas da dinamica da
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interacdo analito-nanoporo, portanto, torna-se inviavel utilizar o nanoporo como
elemento de biossensoriamento estocastico.

Por outro lado, h& estudos que utilizam adaptadores moleculares introduzidos
no lume do poro formado da a-HL tornando ainda mais estreita a constricdo presente
no interior do nanoporo, e desse modo, favorecendo uma seletividade especifica com
intuito de facilitar a identificacdo e a quantificacdo do analito, incluindo a deteccéo de
bases de DNA e RNA (GU et al., 1999, AYUB et al., 2013). Um exemplo desses
adaptadores é a B-ciclodextrina (Figura 6A).

FIGURA 6. Exemplos de nanoporos da alfatoxina adaptados.

Fonte: PDB c6digo 3M3R. Exemplo de nanoporo da alfatoxina adaptado: Poro contendo uma -
ciclodextrina como adaptador molecular proximo a regido de constricdo. (B) poro geneticamente
modificado. Os residuos dos aminoacidos sdo inseridos proximo a regido mais estreita do poro
(residuos em azul).

3. Alta velocidade de translocagcao através do nanoporo, principalmente de
moléculas poliméricas com carga residual.
Em relacdo a alta velocidade de translocacdo de moléculas poliméricas com
carga residual € relevante considerar aqueles casos em que é importante a
identificagdo sequencial de cada uma das unidades monomeéricas, ou seja, realizar o
sequenciamento molecular ou a caracterizacdo polimérica. O caso mais emblematico
€ o0 heteropolimero constituido por adenina, timina, citosina e guanina, ou seja, 0 acido
desoxirribonucléico (DNA) (VOET & VOET, 2004; MARTIN, 2011). Essa problematica

tem sido abordada, principalmente, na utilizacdo do nanoporo da alfatoxina como
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sequenciador de DNA, a aplicacdo considerada de maior relevancia dessa ferramenta
analitica (FULLER et al., 2016).

O nanoporo da alfatoxina € permeavel ao DNA de fita simples (ssDNA), porém,
devido ao seu grande numero de grupamentos fosfatos, esta molécula apresenta uma
elevada carga negativa, e isto é o principal fator responsavel por sua altissima
velocidade de translocagao, com valores menores que 10 ys por base (MUTHUKUMA,
2007). Neste caso, diversas alternativas foram propostas na tentativa de minimizar
esse empecilho, uma delas € o aumento da viscosidade da solucao eletrolitica,
abordagem que teoricamente induz a diminuicdo da velocidade de translocacéao,
porém, os resultados experimentais até entdo demonstram que 0s incrementos na
viscosidade ainda nao foram suficientes para permitir a discriminagdo adequada das
bases nucleotidicas de maneira viavel para o sequenciamento de DNA (KAWANO et
al., 2009.; DING et al., 2010).

Sao muitos os esforcos para melhoramento das condi¢cbes experimentais e
aperfeicoamento do nanoporo da alfatoxina, com a finalidade de aplica-lo para
deteccdo de diferentes moléculas (ROTEM et al., 2012). A molécula da alfatoxina
apresenta condicfes que favorecem alteracfes em sua estrutura molecular por meio
de técnicas de engenharia genética que propiciam a producdo de nanoporos
mutantes. Assim sendo, € possivel realizar o remodelamento na molécula da
alfatoxina para produzir nanoporos adaptados a deteccdo de analitos com
caracteristicas fisico-quimicas diversas; originando 0s nhanoporos proteicos
funcionalizados (“adaptados” ou “planejados”) como mostrado na Figura 6B
(BANERJEE et al., 2010; MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012).

Técnicas de mutagénese sitio especificas foram realizadas para introducao de
D-aminoacidos nao encontrados nos mamiferos superiores (MOHAMMAD &
MOVILEANU, 2012). O nanoporo da alfatoxina também pode ser modificado
guimicamente por meio do uso de substancias que reagem seletivamente com o
grupamento lateral de alguns aminoacidos, permitindo a incorporacdo de uma
diversidade de funcionalidades ao nanoporo (BANERJEE et al., 2010).

Os nanoporos proteicos funcionalizados ja estdo sendo academicamente
utilizados no biossensoriamento estocastico de uma ampla variedade de moléculas
em solucdo aquosa e potencial plataforma ultrarrapida e de baixo custo para o
sequenguenciamento de DNA (MAITRA et al., 2012; ZHAO et al., 2009). Zhao e
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colaboradores demonstraram, em 2009, que nanoporos modificados com residuos
aromaticos apresentam uma maior afinidade de interacdo na deteccdo de peptideos
curtos (sequéncia variando de 2 a 11 aminoacidos), incluindo aqueles que diferem em
apenas um aminoacido (ZHAO et al., 2009).

Outra abordagem para o aperfeicoamento da capacidade de deteccdo do
nanoporo da alfatoxina € a modificacdo da solucao eletrolitica banhante do nanoporo.
A fundamentacgdo quimica para esta abordagem se baseia no fato de que mudancas
dos parametros fisico-quimicos da solucao eletrolitica influenciam na interacéo entre
as moléculas (TAVARES, 2004; JONES, ATKINS, 2012). Assim sendo, as alteracdes
na condutividade, viscosidade e grau de estruturacdo da agua da solucdo banhante
do nanoporo da alfatoxina, devido a sais da série de Hofmeister ou liquidos iénicos,
influenciam na intensidade da interag&o entre o analito e o nanoporo, possibilitando a
sintonizacao da sensibilidade deste elemento sensor (COLLINS, 1995; KRASILNIKOV
et al., 2006; JAYAWARDHANA, 2010).

2.2.6 Sais da série de Hofmeister

A série de Hofmeister ou série liotropica € constituida por sais que podem ser
divididos em duas classes, caotrépicos (fracamente hidratado) e cosmotrépicos,
(fortemente hidratado) em funcéo de sua capacidade de organizar as moléculas de
agua ao redor do ion (Figura 7) (HOFMEISTER, 1888).

FIGURA 7. Sequéncia dos anions e cations da Série de Hofmeister

Serie de Hofmeister

Anions:SO,2- HPO,2- F

] R

o | T, g

Cosmotropicos < > Caotrdpicos

Cations: Mg*2 - Li* - H* - Na* - K* - Rb* - Cs* - NH,* - N(CH5),*

Fonte: Adaptado de ZHANG, CREMER, 2006 e YANG, 2009.
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Os ions induzem efeitos na estrutura da agua alterando a formacéao natural das
ligacbes de hidrogénio, consequentemente, as moléculas de agua se ordenam de
forma diferente ao redor de cada ion.

Quando um ion é adicionado a um dado volume de agua, ele liga-se as
moléculas mais proximas do solvente e deste modo, causa uma reorientacdo dos
dipolos moleculares ao redor do seu campo elétrico. Os ions cosmotrépicos possuem
interacado mais forte com moléculas de 4gua do que as moléculas de agua entre si, ja
0S caotropicos ao contrario interagem com a agua mais fracamente do que as
moléculas de agua entre si (LO NOSTRO et al., 2006).

A eficécia desses sais em precipitar macromoléculas poliméricas aumenta com
a sua capacidade de maior estruturacdo das moléculas de agua devido a presenca de
ions cosmotropicos, consequentemente gerando o efeito salting-out (SCHWIERZ et
al., 2010). Os ions caotropicos sao responsaveis pelo efeito salting-in, uma vez que
causam desestruturacdo na organizacdo das moléculas de agua (LO NOSTRO &
NINHAM, 2012).

Os efeitos especificos dos ions dessa série sdo observados em varias
situacdes como na estabilidade de proteinas (COLLINS, 2006) interacdes proteina-
proteina, cristalizacdo de proteinas (NISHIMURA et al. 1999), atividade enzimética
(ZHANG & CREMER, 2006), desnaturacdo de macromoléculas biologicas (LO
NOSTRO et al.,, 2006) e crescimento bacteriano (PEGRAM et al., 2007). Os ions
determinam a estrutura e funcdo das principais moléculas (proteinas, carboidratos,
lipideos, DNA) indispensaveis na manutencdo dos seres vivos. Eles participam da
regulacdo osmatica das células e nos principais processos vitais. Qualquer sistema
bioldgico vai sofrer um estresse significativo quando concentragdes especificas de sal
sdo variadas ou um € substituido por outro (ZHANG & CREMER,2010). Os
mecanismos moleculares responsaveis pelo o efeito da adicdo de sais em solucdes
de néo-eletrélitos € muito complexo, devido aos diferentes tipos de interagfes
intermoleculares que envolvem os ions, o solvente e as moléculas de soluto (KUNZ et
al., 2004; LO NOSTRO & NINHAM, 2012).

Além disso, os efeitos especificos dos ions também sdo observados em outros
fenbmenos fisico-quimicos como tensdo superficial (PEGRAM & RECORD, 2007)
concentracdo micelar critica (LOPEZ et al., 2005; WANG & SATOH, 2009), e

estabilidade coloidal (LOPEZ-LEON et al., 2005). Esses efeitos também ocorrem em
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solucbes aquosas de eletrolitos, pois parametros como a viscosidade, densidade,
indice de refracao, elevacdo do ponto de ebulicdo, pressdo osmatica, dentre outras,
mostram-se alterados dependendo da composicdo e concentragdo do sal
(GRIGORJEV, BEZRUKOV, 1994; JENKINS, MARCUS, 1995; COLLINS, 1997;
COLLINS, 2004; LO NOSTRO & NINHAM, 2012).

Um dos primeiros estudos para verificar a influéncia dos ions de Hofmeister nas
propriedades dos canais idnicos foi realizado por Grigorjev e Bezrukov em 1994
(GRIGORJEV & BEZRUKOV, 1994). Os efeitos de Hofmeister devem ser perceptiveis
nos casos em que as dimensdes do nanoporo se aproximam ao valor do diametro do
ion a ser transportado como, por exemplo, os canais de K* dependentes de voltagem
(COLLINS, 2006). Nesse estudo, foi avaliada a influéncia dos ions halogénios (F-, CI
, Br, I) com o potassio nos parametros biofisicos (condutancia e seletividade) do canal
ibnico formado pelo antibidtico roflamycoin. Estes parametros foram dependentes do
tipo de eletrélito. A condutancia do canal ibnico unitario aumentou em acordo com a
série de Hofmeister (F < CI" < Br < I). Por outro lado, a seletividade anidnica
apresentou reducdo gradual, porém, totalmente inversa com a série de Hofmeister
(LOPEZ et al., 2005). Estabeleceu-se entdo que quanto maior for & natureza
caotropica do anion, mais forte é a ligacdo dos anions na estrutura proteica do canal
e este desenvolve uma seletividade catidnica devido a reducéo do fator eletrostéatico
para os céations (GURNEV et al. 2009; MACHADO, 2014).

O estudo dos efeitos de Hofmeister em sistemas confinados, como o0s
biossensores estocasticos baseados no nanoporo da alfatoxina, também tem se
intensificado nos dltimos anos, tendo em vista o potencial biotecnoldgico desse
nanoporo (KANG et al.,, 2007; RODRIGUES et al., 2008; MULERO et al., 2010;
MACHADO et al., 2016). Dentre eles, Rodrigues e colaboradores demonstraram que
0 aumento na concentracdo da solugdo de KCl (de 1 mol L para 4 mol L'*) melhorou
gualitativamente a sensibilidade do biossensor formado pelo nanoporo da alfatoxina
(Figura 8) (RODRIGUES et al., 2008).

Nesse estudo, estabeleceu-se uma forte correlacdo entre 0 aumento da
concentracdo de um mesmo sal com o nivel de sensibilidade do nanoporo em relagéo
a deteccdo do polietilenoglicol (PEG). Como demonstrado na determinacao do limite

de deteccéo representado na Figura 9, como o ponto de interseccdo no eixo v,
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referente a menor concentracdo de PEG detectada pelo nanoporo em cada uma das

concentracdes analisadas.

FIGURA 8. Gréfico que relaciona o limite de deteccao versus concentragao do KCl em molar
(M) com as concentracdes de PEG (2000).
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Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2008. Os menores valores de detec¢do do PEG (2000)
ocorrem quando utilizado o KCI como solugdo banhante em concentracdo de 4M.

FIGURA 9. Gréfico que relaciona o limite de detec¢éo versus concentracdo do PEG
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Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2011. Para facilitar a determinacdo da concentracdo do
analito (setas horizontais), a frequéncia dos eventos da interacdo do nanoporo com analito dever ser
igual ou maior do que 1 Hz (linha vertical). A solu¢do banhante da membrana foi composta por sais de
potassio com os anions F CI, Br- e I- (4 M), tamponado com Tris (5mM) em pH 7,5. O modelo de analito
polimérico utilizado foi o polietilenoglicol de peso molecular 1294 (PEG 1294).
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Estabeleceu-se que o anion halogénio influencia nas propriedades deste
sensor, pois a presenca do F na solugcdo banhante do nanoporo da alfatoxina
aumentou em aproximadamente 130 vezes a sua sensibilidade (RODRIGUES et al.,
2011).

Recentemente, Machado e colaboradores demonstraram que 0s cations
alcalinos e amoénio também exercem influéncia em ambas as constantes de
velocidade da interagdo do PEG com o nanoporo da aHL. Estas constantes foram
alteradas e consequentemente a sensibilidade do sensor mudou de acordo com o tipo
de sal (MACHADO et al., 2016). Deste modo, estabeleceu-se uma forte relacéo
proporcional entre o aumento do nivel de resolucdo do sensor para moléculas
unitarias e a composi¢ao e concentracao da solucéo salina, levando a necessidade
de mais estudos que verifiguem o potencial de outras solu¢cdes capazes de aumentar
a energia de interacdo do complexo analito—nanoporo, também para outros polimeros,

inclusive de maior complexidade estrutural.

2.3 MECANISMOS DE TRANSLOCACAO DE POLIMEROS ATRAVES DE
NANOPOROS

Polimeros sdo macromoléculas que consistem em subunidades repetidas
chamadas monémeros. Polimeros como DNA e proteinas sé@o blocos de construgéo
fundamentais da vida. Muitos processos em biologia envolvem o transporte de
biopolimeros através de canais incorporados nas membranas citoplasmaticas ou
nuclear da célula (FENG et al., 2011; MOISIO, 2014). Exemplos incluem transferéncia
de genes por transducao, troca de genes atraves de pili bacteriano, transporte de RNA
e fator de transcricdo através de complexos de poros nucleares e a captacdo de
oligonucleotideos por algumas proteinas da membrana (MUTHUKUMAR, 2000; LUO
et al.,, 2017; MURPHY, MUTHUKUMAR, 2017). Além disso, outra razdo para
despertar tal interesse € que a translocacao de polimeros ou biomoléculas através de
nanoporos tem grande potencial de aplicacdo em medicina, principalmente, no rapido
sequenciamento de DNA, terapia génica, analise de estrutura protéica e controle em
sistema de entrega de farmaco (MARKOSYAN,2014; MAITZ, 2015). Uma variedade
de diferentes polimeros sintéticos de alto peso molecular estd sendo amplamente
aplicada para essa finalidade (MAITZ, 2015).
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As regras fisicas que governam a dinamica dos biopolimeros dentro desses
canais sao até hoje desconhecidas, e 0 estudo da dinadmica dos polimeros continua
sendo um campo importante e fascinante (PALYULIN et al., 2014). Assim, entender a
dindmica dos polimeros é fundamental para entender uma ampla gama de fenébmenos
biologicos (MOISIO, 2014). Para um poro suficientemente estreito, a longa cadeia
polimérica pode apenas espremer-se através do orificio, um mondémero de cada vez
(MUTHUKUMAR et al., 2001; MUTHUKUMAR, 2007).

A translocacao € um processo em que um polimero passa de uma camara para
outra através de um orificio estreito na parede (BAYLEY, CREMER, 2001; MELLER,
BRANTON, 2002; MUTHUKUMAR, 2007; DEAMER, 2010; GURNEYV,
NESTOROVICH, 2014). Como a translocacdo do polimero é um processo
microscépico e as escalas de tempo envolvidas sdo da ordem de milissegundos,
portanto, a observacao direta de uma translocacao in vitro € dificil (MOISIO, 2014).

A translocacdo de polimeros através de nanoporos foi primeiro estudada
experimentalmente por Bezrukov, Vodyanoy e Parsegian em 1994 e por de
Kasianowicz em 1996. Kasianowicz e colaboradores conduziram moléculas de RNA
e DNA de filamento Unico através do nanoporo de aHL em uma membrana lipidica
usando um campo elétrico. Em seu trabalho, a deteccéo da translocacédo baseou-se
na medicao da corrente idnica através do nanoporo. Enquanto o polimero permanece
no poro, ele bloqueia a corrente. Medindo a duracéo do bloqueio, eles foram capazes
de inferir os tempos de translocagéo. Técnicas semelhantes foram, posteriormente,
utilizadas em estudos experimentais de translocacédo de polimeros (MELLER et al.,
2000; MAGLIA et al., 2008; DING et al., 2010; RODRIGUES et al., 2011; MACHADO
et al., 2016).

A dindmica de transporte de polimeros através de poros de tamanho
nanométrico ("nanoporos") é de interesse fundamental para fisica,quimica, biologia e
medicina. Como o diametro desses canais ndo € muito maior do que os polimeros que
passam por eles, a dinamica de transporte nessas pequenas constriccoes € o
resultado de varios fatores, incluindo interacdes estéricas, hidrodinamicas e
eletrostaticas (LUBENSKY, NELSON, 1999; DEAMER, BRANTON, 2002; STORM et
al., 2005; MUTHUKUMAR, 2011).

A maioria dos artigos sobre transporte de polimeros se concentra no contexto
experimental (DEKKER, 2007; BRANTON et al., 2008; GU et al., 2012; WANUNU,
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2012; VENKATESAN, BASHIR, 2011). E as abordagens tedricas e de simulacéo se
concentram em simulagcdes computacionais do fendmeno do bloqueio da corrente
ionica (AKSIMENTIEV, 2010), ou principalmente resumem o comportamento do
polimero translocado (MUTHUKUMAR,2011; PALYULIN et al., 2014).

Abordagens iniciais para explicar a translocac¢éo do polimero e especialmente
prever o tempo de translocacédo em fung¢édo do numero (N) de mondédmeros do polimero
foram baseadas em conceitos de barreira entropica e de mecénica estatistica de
equilibrio (MUTHUKUMAR, 1999; MUTHUKUMAR, 2001). Tais abordagens ainda séo
usadas em estudos tedéricos contemporaneos (PALYULIN, 2014).

Considerando uma abordagem de quase-equilibrio para a transferéncia do
polimeroé possivel entender alguns dos fendmenos envolvidos na transloca¢éo como:
a influéncia da sequéncia e rigidez da cadeia, os efeitos de carga, forga motriz, forma
e qualidade do solvente e as interacdes dos polimeros com o poro. Teoricamente e
especialmente por meio de simulacdes extensivas, pode-se mostrar que 0 processo
de translocacdo do polimero - mesmo no limite de longas cadeias de translocacao -
ndo € caracterizado por poucas leis de escala universais. Em vez disso, certos
detalhes podem influenciar fortemente a dinamica de translocacdo especifica
(MUTHUKUMAR, 2011).

Segundo os estudos experimentais, 0 processo aparentemente simples de
passar um polimero por um poro estreito € bastante complexo e altamente
estocéastico. Em geral, uma molécula individual do polimero pode passar através do
poro em conformacdes esticadas ou dobradas, dependendo da proporcéo do diametro
do poro e da espessura do esqueleto do polimero (LI et al., 2003; WONG,
MUTHUKUMAR, 2010).

Os principais conceitos basicos sobre os polimeros e que sao relevantes para
o entendimento do processo de translocagcdo sao (MUTHUKUMAR, 2007,
MUTHUKUMAR, 2011):

e A entropia conformacional (S) de uma molécula é alta devido a capacidade da

molécula adotar um enorme numero de conformacdes (N). O valor real de N

depende das varias interacfes potenciais entre 0s mondmeros constituintes

das moléculas e a natureza do meio.
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e Os contra-ions do polimero se organizam em torno da estrutura do polimero e

podem reduzir significativamente o potencial eletrostatico efetivo local e a carga
efetiva do polimero.
A mobilidade de um polimero, sob um campo elétrico constante em solucdes
salinas diluidas é independente do seu comprimento. Esta notavel
caracteristica € o resultado do equilibrio entre o arrasto hidrodindmico do
polimero e as forgcas opostas do contra-ion.

O transporte de moléculas poliméricas pode ser amplamente classificado em trés
regimes de confinamento com base na razao entre o raio de giro (R) do polimero e o
raio (A\) do poro (Figura 10). O estreitamento do poro reduz significativamente a
entropia conformacional que, por sua vez, forma a base do mecanismo de transporte
(MUTHUKUMAR, 2007).

FIGURA 10. Diferentes regimes de confinamento de polimeros pelo poro

A>R A<R L<<R

Fonte: Retirado de Muthukumar, 2007. Raio de giro (R) do polimero e o raio (A) do poro.

Quando um polimero é forcado através de um poro estreito, a molécula é
submetida a uma barreira entrépica (DAOUD, DEGENNES,1977; DIMARZIO,
MANDELL, 1997; MUTHUKUMAR, 1999; MUTHUKUMAR, 2001, MUTHUKUMAR,
2002; KONG, MUTHUKUMAR, 2004). A dinamica do polimero submetido a essa
barreira entropica constitui o conceito central da translocacdo de polimeros através
dos nanoporos.

Uma das propriedades inerentes de uma cadeia polimérica flexivel isolada em

solucbes € a sua capacidade de assumir um grande namero de conformacdes (N).
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Como resultado, a entropia da cadeia (ks In N; ks € a constante de Boltzmann) pode
ser alta, e sua energia livre F é dada por F = E-TS = E—ksT (MUTHUKUMAR, 2007).

Onde E é a energia de interacdo entre os mondmeros e as moléculas de
solvente circundantes e T € a temperatura absoluta. Pode haver contribuicdes
entropicas adicionais para F devido a uma reorganizacao das moléculas de solvente
que acompanham as mudancas conformacionais da cadeia. Quando tal cadeia é
exposta a um ambiente confinado, como poros, o numero de conformacdes que
podem ser assumidas pela cadeia é reduzido e, como resultado, a entropia da cadeia
diminui e a energia livre da cadeia aumenta. Este efeito € mostrado na Figura 11
(MUTHUKUMAR, 2001; MUTHUKUMAR, 2007).

F1, F2 e F3 sédo as energias livres da cadeia nas regides I, 1l e lll,
respectivamente. Devido a reducdo das conformacfes na regido Ill, F3 € maior que
F1 e F2. Chamamos de F3-F1 a barreira entropica a passagem do polimero para fora
da regido I. Embora essa barreira seja chamada de barreira entrépica, ela é de fato
uma barreira de energia livre, porque contribuicbes entélpicas adicionais para F3
podem surgir das interacdes entre o polimero e o poro. Em geral, o ambiente da cadeia
na regiao Il pode ser diferente daquele da regido |, devido a diferentes potenciais
eletroquimicos nessas regides, de modo que F2 ndo é necessariamente igual a F1. O
potencial resultante para transporte de polimero da regido | para a regido Il é (F1-F2).
A cadeia polimérica deve sobrepor a barreira entropica para que chegue com sucesso
ao lado oposto do poro (MUTHUKUMAR, 2001; MUTHUKUMAR, 2007).

A captura de um polimero depende principalmente da concentracdo de
macromoléculas na solucéo eletrolitica, da tenséo de polarizacdo e da concentracao
salina (KRASILNIKOV et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008). Para cadeias longas e
diluidas, essa probabilidade torna-se muito pequena. Assim, os efeitos do gradiente
de campo hidrodinamico e elétrico desempenham um papel essencial. Em conjunto
com a difusdo, esses efeitos levam a captura bem-sucedida da cadeia no poro
(MUTHUKUMAR, 2011).

Uma forca dieletroforética resultante atua sobre o polimero, o que causa a
captura do polimero e o bloqueio da corrente i6nica, superando fatores entrépicos.
Muito provavelmente, o arrasto hidrodinamico na secéo do polimero fora do poro € a

forca dominante que contrabalanca a for¢ca motriz elétrica. O equilibrio entre as duas
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forcas dominantes determina a dinamica de translocacdo de uma molécula de
polimero através de um nanoporo: uma forca motriz que puxa localmente o polimero
através do poro e uma forca de arraste viscosa que atua em todo a superficie do
polimero (STORM et al., 2005).

FIGURA 11. Génese da barreira entropica para o transporte de polimeros através de nanoporos

1

Barreira
entropica

Distancia

Fonte: Retirado de Muthukumar, 2007.

Quando o polimero esta no poro, o campo elétrico o impulsiona ainda mais. O
polimero pode escapar do poro apenas quando as flutuacdes térmicas
experimentadas por ele sdo grandes o suficiente para superar a barreira devido a
combinacdo do campo elétrico aplicado ou as cargas do polimero. Essa barreira
energética aumenta com o campo elétrico, entdo quanto maior o potencial aplicado,
maior o tempo meédio de permanéncia (ASANDEI et al., 2015; GROSBERG, RABIN,
2010).
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Assumindo que o tempo de translocacdo € muito maior do que o tempo de
relaxacdo do polimero, a translocacdo do polimero pode ser tratada como um
processo de quase-equilibrio e a energia livre da translocag¢do pode ser obtida por
diferentes métodos. Com base na energia livre, 0 tempo de translocacdo pode ser
derivado da equacao de Fokker-Planck. Para simplificar, o coeficiente de difusdo D do
polimero, que esta envolvido na equacéo de Fokker-Planck, é geralmente considerado
constante durante a translocacédo (LUO et al., 2017).

Ao longo dos anos, esta sendo feito um grande esforco para descobrir a
dependéncia do tempo de translocagdo (1) dos parametros do sistema, como
comprimento da cadeia polimérica, comprimento L e largura do poro W, sequéncia,
estrutura secundaria e interacdes polimero-poros (LUBENSKY, NELSON, 1999;
MELLER, NIVON, BRANTON, 2001: LUO, ALA-NISSILA, YING, 2003; LUO et al.,
2009). Neste contexto experimentos, simulagdes e abordagens tedricas ainda iréo
contribuir com novas descobertas enquanto nenhum consenso universal sobre o tema

seja elucidado.

2.4 ANCORAGEM MOLECULAR

A metodologia de ancoragem molecular (docking molecular) é uma técnica
computacional utilizada para calcular as interacdes atdbmicas entre diferentes
conformacdes de um ligante e uma macromolécula visando obter as conformacdes de
menor energia para o complexo macromolécula-ligante como mostrado no modelo da
Figura 12 (GUEDES et al., 2014; FERREIRA et al., 2015). De modo geral, é um
meétodo que prevé a orientacao preferencial de uma molécula a uma segunda, quando
ligados entre si para formar um complexo estavel (LENGAUER, RAREY, 1996). O
conhecimento da orientagdo preferida por sua vez, pode ser utilizado para prever a
forca de associagdo ou a afinidade de ligagédo entre duas moléculas (KITCHEN, 2004).

As ferramentas basicas de uma metodologia de ancoragem incluem um
algoritmo de busca e uma pontuacédo de energia (funcbes de ranqueamento, scoring)
para gerar e avaliar as conformac¢des mais provaveis do ligante na regido alvo do
receptor (JAIN, NICHOLLS 2008;KOLB, IRWIN 2009; KOKH et al. 2011; FORREY et
al. 2012).
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FIGURA 12. Esquema do processo de docking molecular.

Fonte: Ferreira et al., 2015. (A) a estrutura tridimensional do ligante; (B) a estrutura tridimensional do
receptor; (C) O ligante esta encaixado no interior da cavidade do receptor e as conformagdes possiveis
sdo exploradas; (D) A conformagdo mais provavel de ligacdo e as interagdes intermoleculares
correspondentes séo identificadas.

Os primeiros algoritmos comecaram a ser desenvolvidos no inicio da década
de 80, com o trabalho de Kuntz e colaboradores, e seu desenvolvimento permanece
até hoje constituindo uma area de pesquisa altamente ativa (FERREIRA et al., 2015).
Sao varios os algoritmos e eles se diferenciam em relacéo a: 1- funcéo de avaliacado
utilizada; 2- grau de flexibilidade das moléculas biolégicas interagentes; e 3- método
de busca empregado. Os primeiros algoritmos/programas de docking tratavam tanto
0 receptor quanto o ligante como moléculas rigidas, considerando apenas 0s graus
de liberdade translacionais e rotacionais da molécula ligante (algoritmos de docking
rigido) (KROVAT, STEINDL, LANGER, 2005). Esses algoritmos estdo longe de
representar a realidade e, por serem mais rapidos, sdo utilizados atualmente na
triagem de grandes bibliotecas de ligantes para identificagdo de compostos bioativos,
visando a posterior reinvestigagdo dos mesmos com técnicas de ancoragem mais
acuradas. Mais recentemente, a maioria dos programas inclui a flexibilidade do
ligante, considerando além dos graus de liberdade translacionais e rotacionais, 0s
graus de liberdade conformacionais (algoritmo de docking flexivel, ou seja, a
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conformacdo da macromolécula é tratada como invariavel enquanto que a
conformacao do ligante no sitio ativo da macromolécula € amostrada durante o calculo
(ZSOLDOS et al., 2007; YURIEV et al., 2011).

As interacgOes intra e intermoleculares que estdo envolvidas no processo de
reconhecimento molecular receptor-ligante, como por exemplo, as interacdes de van
der Waals, as interacfes eletrostaticas e a formacao das ligacdes de hidrogénio séo
importantes para a estabilizagdo dos complexos biomolecularares (PAULING,
DELBRUCK, 1949; MAGALHAES, 2006). O solvente também possui um papel
importante nessas interacdes, uma vez que, moléculas de agua podem mediar a
formacdo das ligacbes de hidrogénio entre o ligante e a molécula receptora
(POORNIMA, DEAN,1995).

De modo geral, o processo de reconhecimento molecular receptor-ligante é
dirigido por uma combinacdo de efeitos entalpicos e entropicos (BROOIIJIMANS,
KUNTZ, 2003). Estes efeitos podem ser estimados através da energia livre de Gibbs

(AGly), dada pela Equacéo 1.
AGhy= AH - TAS (Eq.1)

Onde AH é a variacdo de entalpia, T é a temperatura e AS é variacdo de
entropia. A energia livre de ligacéo de Gibbs é uma quantidade experimental que pode
ser obtida através de métodos teéricos (TEMBE, MCCAMMON, 1984).

O objetivo do calculo da energia livre de ligacao é a obtencdo de uma estimativa
acurada das constantes de inibicdo observadas experimentalmente (KOLLMAN,
1993; MAGALHAES, 2006, GUEDES et al., 2014). Nos algoritmos de ancoragem
molecular sdo utilizados dois componentes para avaliar a energia de interacao de
cada conformacdo do ligante ao receptor (macromolécula), um método para
amostragem do espaco conformacional acessivel ao sistema e uma funcdo de
energia, associada a um campo de forca (STRYNADKA et al, 1996; GUEDES et al.
2014).

Nesse contexto, célculos de ancoragem molecular podem ser utilizados para
identificar o modo de ligacdo dos polimeros com a regido de constricdo do nanoporo
da alfatoxina. Pois, tem a capacidade de reproduzir modos de ligacdo observados
experimentalmente, funcionando até como uma forma de validacdo dos mesmos
(SILVA, 2007).
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2.5 POLIMEROS

2.5.1 Definigéo e classificagdo

De maneira geral, polimero é qualguer material organico ou inorganico,
sintético ou natural, que tenha um alto peso molecular e unidades estruturais
repetitivas normalmente de baixo peso molecular (MANRICH, 2005; PASSATORE,
2013).

A palavra POLIMERO vem do grego Poli, cujo significado € muito, e Mero, que
quer dizer “parte” ou “unidade”. Os meros (que s&o0 monoméros), para formarem um
polimero, séo ligados entre si através de ligacdes covalentes do tipo sp3 (13C-12C;
13C-13C; 14C-12C;...). Este tipo de ligacdo favorece uma grande estabilidade fisico-
guimica, formando longas cadeias, resultando em compostos de alta massa molecular
(SILVA & SILVA, 2003; PASSATORE, 2013).

Quando existem tipos diferentes de meros na composi¢cao do polimero, este é
designado copolimero. No entanto, se existirem trés meros formando o polimero,
pode-se chama-lo de terpolimero. Ja os polimeros que possuem somente um tipo de
mero, podem ser chamados de homopolimeros (NOGUEIRA et al., 2000). Os
polimeros podem ser classificados como polimeros sintéticos e polimeros naturais, e
sao frequentemente caracterizados por suas fungcdes mais tipicas, nomeadamente a
sua alta resistividade mecéanica, condutividade elétrica e propriedades dielétricas (BIBI
et al., 2016).

Os polimeros naturais existentes foram exaustivamente estudados até que as
informacgbes a cerca da sua arquitetura molecular e suas propriedades fossem
compreendidas. Sdo também chamados de biopolimeros por serem produzidos por
seres vivos como, por exemplo: o latex (borracha); os polissacarideos, como celulose,
amido e glicogénio; as proteinas e as moléculas de DNA e RNA (BIBI et al., 2016).

Por outro lado, a maioria dos materiais poliméricos é de natureza sintética,
produzidos pela industria petroquimica. O primeiro polimero artificial foi produzido por
Hancock e Ludersdorf em 1840, por meio do tratamento da borracha natural com
enxofre para criar um material resistente e elastico (GUNAY et al., 2012). Foram

muitos avancos significativos que permitiram a producdo de materiais poliméricos
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complexos com propriedades importantes, tais como heterogeneidade, topologia,
composicao, funcionalidade e massa (MAITZ, 2015).

Nas ultimas décadas, materiais sintéticos biologicamente compativeis surgiram
como um dos campos mais interessantes na quimica de polimeros, permitindo uma
infinidade de aplicacdes, tais como novos estabilizadores de biomoléculas, veiculos
de entrega de drogas, biossensores, adesivos biomédicos, materiais anti-incrustantes
e scaffolds (KHAN et al., 2015; BLUM et al., 2015; CARLINI et al., 2016).

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
os polimeros sao designados pelo prefixo “poli” seguido do nome da unidade repetitiva
colocado entre paréntesis. No entanto, a IUPAC apesar de reconhecer que um grande
ndmero de polimeros sdo comumente denominados por nomes comerciais,
recomenda que a comunidade cientifica recorra a classificacdo dos polimeros de
acordo com a nomenclatura sistemética.

Os polimeros, diferentemente das substancias quimicas de baixa massa
molecular, sdo produtos heterogéneos, pois podem possuir uma mistura de moléculas
de diferentes massas moleculares, apresentando, portanto, polimolecularidade. O
namero de meros na cadeia polimérica é chamado grau de polimerizacéo. Por via de
regra, € simbolizado pela letra n. (MANO & MENDES, 2010).

O processo que transforma quimicamente o mondémero em polimero é
chamado de polimerizacédo e podem ser classificados em: adi¢cdo e condensacao. A
polimerizacdo por adicdo é também denominada polimerizagdo em cadeia, consiste
na adicdo de uma molécula a outra através da utilizacdo de ligacdes insaturadas. O
desenvolvimento da cadeia pode ser iniciado pela introducdo de um radical livre ou
ion que, adicionado a uma molécula de mondmero insaturado, gera uma espécie
ativa, que por reacdes sucessivas com outras moléculas dos mondmeros da origem a
cadeia polimérica (NOGUEIRA et al., 2000).

J& a polimerizacdo por condensacao € um tipo de polirreacdo que ocorre pela
eliminacdo de uma molécula menor e a formacéo de ligacdo entre dois mondémeros,
cada um contendo dois grupos, de modo que a reacao possa ocorrer repetidamente

produzindo uma macromolécula (NOGUEIRA et al., 2000).
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2.5.2 Propriedades

Para que uma substancia possa dar origem a um polimero é necessério que
ela possua funcionalidade igual a 2 ou mais, ou seja, a molécula deve possuir, ao
menos, dois sitios ativos que possam permitir 0 crescimento da cadeia polimérica
(Figura 13) (SILVA & SILVA, 2003; PASSATORE, 2013).

FIGURA 13. Relagéo entre a funcionalidade (F), a estrutura e as propriedades dos polimeros.

Funcionalidade (F) Estrutura Propriedades

E— w’ o .
| F=2 Soluvel e fusivel

Linear

J’ F'armalmente
Ramificado \ Soluvel e Fusivel
[F 2 ou >2 ( =

[ D -' ; % : Insoluvel e infusivel ”

Reficulado

Fonte: SILVA & SILVA, 2003.

Dessa forma, a funcionalidade dos monémeros (numero de centros ativos) sera
responsavel pela existéncia ou ndo de ramificagbes nas cadeias poliméricas. Os
polimeros podem ter suas cadeias sem ramificagbes, admitindo conformagéo em
zigue-zague, e sdo denominados polimeros lineares. Podem apresentar ramificacoes,
e sdo denominados polimeros ramificados, com maior ou menor complexidade.
Podem ainda exibir cadeias mais complexas, com ligagbes cruzadas, formando
polimeros reticulados (CROTTY et al., 2016) (Figura 13).

Como consequéncia imediata, surgem diferentes propriedades no produto,
especialmente em relagdo a fusibilidade e solubilidade. Levando-se em conta a
mobilidade relativa das moléculas (movimento Browniano), € facil compreender

porque os polimeros lineares ou ramificados sao, em principio, soliveis em solventes
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adequados e passiveis de sofrer escoamento sob a acdo de calor e pressao
(MANRICH, 2005).

As propriedades especiais tdo peculiares aos polimeros sdo consequéncias,
principalmente, de sua alta massa molecular. Quanto maiores as macromoléculas,
melhores suas propriedades mecanicas. Na grande maioria dos polimeros
industrializados, o peso molecular se encontra entre 10* e 10°; muitos deles sdo
considerados materiais de engenharia. Em alguns produtos de origem natural, o peso
molecular pode atingir valores muito altos, de 108 ou mais. Todos os polimeros
mostram longos segmentos moleculares, de dimensdes entre 100 e 100.000 A, os
quais propiciam enlacamentos e emaranhamentos, alterando o espaco vazio entre as
cadeias, denominado volume livre. Com a elevacdo da temperatura, aumentam o0s
movimentos desses segmentos, tornando o material mais macio (MANO& MENDES,
2010)

Sao propriedades como resisténcia mecanica, resisténcia térmica, estabilidade
frente a substancias quimicas, resisténcia elétrica, permeabilidade a gases que irdo

determinar como o polimero vai ser utilizado.

2.5.3 Massa Molecular

O material polimérico se diferencia dos demais por possuir uma cadeia longa,
isto €, de elevada massa molar, o que influenciara em suas propriedades fisico-
quimicas de tal modo, que o seu conhecimento e controle sdo de fundamental
importancia tanto para os setores de sintese, quanto para o mercado de aplicacédo
destes compostos. Normalmente as propriedades sé&o afetadas por mudancas da
massa molar (MM) de maneira assintética, ou seja, considerando-se uma dada
variacdo de massa molar, esta provocard maiores alteracdes nas propriedades
guando ocorrer em moléculas de menor massa molar quando comparadas com sua
influéncia em moléculas de maior massa molar (CANEVAROLO, 2006; BARROS,
2012).

Substancias puras e simples, como a agua, por exemplo, possuem peso
molecular Unico, enquanto que os polimeros comerciais sempre apresentam varios
pesos moleculares. Por isso, € pratica comum a caracterizacdo do peso molecular
médio de um polimero, através de diferentes técnicas de medicdo, tais como:

propriedades coligativas (pressdo osmatica, ebuliometria, crioscopia, abaixamento de
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pressdo), espalhamento de luz, viscosidade das soluc¢des, ultracentrifugacéo,
permeacdo, por exemplo. Quanto maior for a variedade de pesos moleculares
constituindo uma substancia, maior a dispersividade do peso molecular. A
polidispersividade tem origem na polimerizacdo dos polimeros, onde as condi¢gfes
cinéticas (concentracdo de iniciador, temperatura, pressao, viscosidade do meio e
tempo) variam durante o processo de obtencédo desses materiais (CHEN et al., 2002;
BOHN & HEERMANN, 2009).

Quando as moléculas poliméricas sao todas do mesmo tamanho (ndo existe
distribuicdo) os valores de Mn (PM numérico médio) e Mw (PM peso médio) sdo iguais
e a relacdo Mw/Mn = 1, esta relacéo indica a dispersividade do polimero, e quanto
maior de 1, mais disperso é o peso molecular do polimero (SILVA & SILVA, 2003).

Além do peso molecular médio, a arquitetura molecular do polimero e sua
conformacdo molecular irdo influenciar as propriedades do polimero e, portanto,
devem ser entendidas. Dependendo da aplicacdo do material, polimeros
estruturalmente distintos com diferentes propriedades macroscépicas sao produzidos
a partir de uma grande biblioteca de monémeros. De maneira geral, a proporcéo e a
organizacdo dos mondmeros resultam em propriedades fisicas e quimicas diferentes,
permitindo a engenharia de moléculas altamente complexas para aplicacdes diversas
(CROTTY etal., 2016).

2.5.4 Caracterizacdo dos Polimeros

Como resultado do método de polimerizag&o, os polimeros podem apresentar
uma mistura de cadeias poliméricas com diferentes tamanhos. Levando em conta que
as propriedades dos polimeros apresentam alta dependéncia do peso médio das
moléculas que compdem a mistura (CANEVAROLO, 2006), a caracterizacao destes
compostos quanto a dispersdo de massa, estrutura quimica e ordenagdo molecular
sdo muito importantes para estabelecer uma correlacdo entre as propriedades
quimicas, fisicas e mecanicas dos produtos obtidos (BARROS, 2012).

Existem inUmeras técnicas analiticas destinadas a analise e caracterizacéo
destes compostos tais como a cromatografia de Permeagdao em Gel — GPC,
osmometria, viscosimetria, difracdo de Raio X e espectroscopia (GIES, 2011). A

técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF é a opc¢ao atualmente para a
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caracterizacdo de polimeros ramificados (CROTTY et al., 2016). Para a maioria dos
polimeros sintéticos com grande polidispersidade, por outro lado, estas técnicas
precisam combinacao com outros métodos de complementos ou fazer um tratamento
prévio da amostra. Além disso, a determinacgéo da distribuicdo do peso molecular de
compostos com elevada polidispersidade e ampla distribuicdo de massa é uma tarefa
dificil, de tal modo que ndo pode ser obtida com precisdo (OKAMOTO, 2006). Tais
métodos, embora comumente utilizados para a caracterizacdo de compostos
organicos, apresentam como problema comum, o fato de perderem detalhes
importantes sobre a composicao intrinseca dos polimeros, de modo que, na maioria
dos casos ndo sdo capazes de fazer diferenciacdo entre os oligbmeros, nao
distinguindo impurezas ou aditivos presentes na amostra (CHEN et al., 2002; BOHN
& HEERMANN, 2009). Com o aumento da demanda, os polimeros estéo se tornando
cada vez mais complexo na sua arquitetura, e, ao mesmo tempo, € mais desafiador
caracteriza-los. Seguem abaixo, uma descricdo detalhada dos tipos de polimeros

polidispersos utilizados nesse estudo.

N-vinil-2-pirrolidona (PVP)

O homopolimero 1-etenil-2-pirrolidinona comercialmente chamado de N-vinil-2-
pirrolidona, polivinilpirrolidona (PVP) ou simplesmente povidona € obtido por
polimerizacdo do precursor vinil-pirrolidona (Figura 14) em &agua ou em alcool
isopropilico, de natureza higroscopica e compativel com uma ampla faixa de resinas
hidrofilicas e hidrofébicas (MAITZ, 2015).

PVP é um tipo de composto macromolecular sintético sollivel em agua e na
maioria das solu¢des organicas (acido acético, acido férmico, etanol, etilenoglicol,
metanol e cloreto de metileno) tem baixa toxicidade e alta compatibilidade fisioldgica.
As excelentes qualidades de PVP, seu uso esta se tornando mais difundido,
especialmente nos campos da medicina, alimentos, cosméticos, e outras areas

relevantes para a saude humana (TRIMPIN et al., 2001; HSIAO, HUANG, 2004).
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FIGURA 14. Estrutura quimica da molécula de PVP.
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Fonte: MANO & MENDES, 2010.

Em agua ele tem a util propriedade da viscosidade Newtoniana, por ser um
polimero capaz de interacdes intermoleculares, mesmo em solu¢cdes aquosas diluidas
a diferentes temperaturas, devido as interacdes intramoleculares das proprias cadeias
de PVP serem mais fortes que as interacbes PVP- agua através de ligacdes de
hidrogénio. Também forma ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua (SAPIR
et al., 2016).

PVP foi sintetizado pela primeira vez por Walter Reppe e uma patente foi
depositado em 1939 para um dos derivados mais interessantes da quimica. PVP foi
inicialmente utilizada como um substituto do plasma do sangue e mais tarde em uma
ampla variedade de aplicacbes em medicina, farmacia, cosméticos e de producao
industrial (FISCHER & BAUER, 2009; KOCZKUR et al., 2015).

Na industria farmacéutica seu principal uso tem sido no revestimento de
comprimidos, retardando e consequentemente controlando a liberagdo do principio
ativo do farmaco. Além disso, PVP adicionado ao iodo forma um complexo (povidone-
iodo) que possui propriedades desinfetantes. Este composto esta contido em varios
produtos como solugbes, pomadas, sabfes liquidos e esponjas cirlrgicas. E
conhecido pelo nome comercial de Betadine, sendo comercializado desde 1950 (ISP
TECHNOLOGIES, 2004; BRANDAO, 2016).

O Food and Drug Administration (FDA) aprovou este produto quimico para muitos
usos, e é geralmente considerado seguro. E mais recentemente, tem sido amplamente

utilizada como estabilizador em sintese de nanoparticulas (KOCZKUR et al., 2015).
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Alcool polivinilico (PVA)

O Polivinil alcool ou alcool polivinilico (PVA) é um polimero hidrofilico neutro com
alto contetdo de grupo hidroxila, produzido em maior volume no mundo (Figura 15)
que proporciona propriedades (biocompativeis, ndo téxicas, boa permeabilidade a
agua, ndo carcinogénicas, nao imunogénicas e inertes em fluidos corporais)
adequadas para aplicacbes biomédicas, principalmente, como dispositivos para
liberacdo controlada de farmacos e proteinas (YUO et al., 2007; MUPPALANENI,
OMIDIAN, 2013; MAITZ, 2015).

A solubilidade em agua depende do grau de hidrdlise, do grau de polimerizacdo e
da temperatura da solucéo. Para o PVA completamente hidrolisado, o elevado nimero
de hidroxilas (grupos hidrofilicos) conduz a formagéo de ligacdes de hidrogénio fortes
entre os grupos de hidroxilas inter e intramoleculares, impedindo sua solubilidade em

agua fria.

FIGURA 15. Estrutura quimica da molécula de PVA.

OH

Fonte: MANO & MENDES, 2010

O efeito da temperatura na solubilidade esta vinculado a quebra das ligacdes de
hidrogénio inter e intramoleculares. Assim, com o0 aumento da temperatura, as
ligagbes séo rompidas, diminuindo as forgas inter e intramoleculares, aumentado
dessa forma a solubilidade (WU et al., 2002).

Por ser um polimero solivel em agua (e conseguentemente no ambiente
fisiologico), o PVA vem sendo usado como matriz para sistema de liberacédo
controlada de substancias quimicas no corpo humano (MARTEN, 2005; CRUZ et al.,
2008).
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3 METODOLOGIA

3.1 Medidas de condutividade e viscosidade

Todas as solucdes foram preparadas com substancias de altissimo grau de
pureza (99,99%), filtradas e com condutividades determinadas por meio de um
condutivimetro de alta precisdo (Radiometer analytical, Modelo: CDC 230) (Figura
16A). As medidas de viscosidade foram realizadas em colaboragdo com o Laboratorio
Multiusuario de Nanotecnologia (LMNano) do Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste-CETENE utilizando um viscosimetro modelo Stabinger Viscometer — Anton

Paar, na temperatura de 25 °C (Figura 18B).

FIGURA 16. A. Condutivimetro de alta preciséo (Radiometer analytical, Modelo: CDC 230.

B. Viscosimetro modelo Stabinger Viscometer (Anton Paar, SVM™ 3000).

Fonte: Autora (Figura A); disponivel em http://www.anton-paar.com/br (Figura B).

3.2Solubilidade

A solubilidade limite dos polimeros foi estimada por adaptacdo do método
“cloud point” (SAHANDZHIEVA et al., 2006) ou ponto de nuvem (Figura 17) que é a
concentragdo na qual os solidos dissolvidos em um solvente ndo estdo mais
completamente sollveis, precipitando como uma segunda fase que da ao liquido uma
aparéncia turva (ZHANG & CREMER, 2009). Neste método pequenas quantidades
(normalmente 2 a 40 mg) de um tipo de polimero foi adicionada ao tubo de vidro de
10 mL.

Posteriormente pequenos volumes (300-500 uL) de solugdo salina foram
adicionados a temperatura ambiente (25°C). Apés cada adicao o tubo foi fechado com
tampa de Teflon, agitado e finalmente levado até um banho Maria a 100°C durante 10
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a 30 minutos. A formacdo de uma nuvem do polimero na solucédo foi determinada
visualmente.

Os polimeros utilizados neste trabalho foram a polivinilpirrolidona (PVP) de
peso molecular médio 40000 e o polivinil alcool (PVA) de peso molecular médio

30.000- 70.000. Todos esses polimeros foram adquiridos da Sigma®.

FIGURA 17. llustragdo da formacgédo do ponto de nuvem do polimero em solugdo de KCI 4M.

Fonte: Retirado de Melo, 2012. No tubo 1, a solugdo esta translicida, ou seja, auséncia do ponto de nuvem. No
tubo 2, verifica-se uma turbidez na solugéo caracteristica do ponto de nuvem.

Para avaliar a solubilidade do PVP e PVA utilizou-se solucdo salina composta
por um dos cétions da familia 1A - Na*, K*, Rb* e Cs*. Todas as solu¢des foram
preparadas a uma concentracdo de 4M do sal. As solucdes de KCI utilizadas na
solubilidade do PVA e PVP foram nas seguintes concentragdes: 0.8M; 1M; 1,5M; 2M;
2,5M; 3M; 3.5M e 4M. Para o PEG, avaliou-se a solubilidade utilizando sais com ions
mono (Na*, K*, Rb*, Cs*). A concentracdo da solubilidade do polimero foi determinada
como a concentragcdo meédia entre duas solugdes, uma em que nédo visualizasse a
nuvem, e a outra de concentragdo proxima, que gera a nuvem, Ou Seja, ocorra a
mudanca de fase. Para aumentarmos a precisao da medida, repetimos cada um dos
experimentos com uma mistura ja bem préxima da mudanca de fase. Nesta nova
condicao adicionamos volumes bem menores de solug¢do. Nas andlises estatisticas e

na confeccao dos histogramas foi utilizado o programa Origin 8.0.
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3.3 Construcao das bicamadas lipidicas planas

Todas as bicamadas lipidicas planas livres de solvente foram confeccionadas
conforme as técnicas convencionais de constru¢cdo de membranas (MONTAL &
MUELLER, 1972).

Esta técnica consiste basicamente na formacgao de uma bicamada lipidica por
aposicao de dois flmes monomoleculares de lipideo, num orificio de uma particdo de
Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de uma camara
experimental também de Teflon®, contendo solucdes aquosas (Figura 19). Os filmes
monom-+oleculares de lipideo foram obtidos a partir da deposicéo de 10-20 ul de uma
solucéo de lipideo diftanoil glicerofosfocolina da Avanti Polar Lipids (USA) 2% (p/v)
em hexano (Merck) sobre as solu¢cdes aquosas. Decorridos 10 minutos, com a
evaporacdo do hexano, ocorria a formacdo espontanea dos filmes lipidicos
monomoleculares na superficie da solucdo aquosa de cada compartimento (Figura
18A).

ApoOs o periodo de tempo necessario para evaporacao do solvente, o nivel do
liquido do compartimento Trans foi elevado por adicdo de mais solugéo, formando a
primeira monocamada (Figura 18B), para em seguida elevar o lado oposto e
completar a formacédo da bicamada (Figura 18C). A formagdo da membrana foi
monitorada: visualmente pela variacdo no indice de refracdo da luz usando lupa
binocular, e, eletricamente pela variagdo nos valores da corrente capacitiva basal do
sistema.

Apos a construcdo da bicamada lipidica realizou-se a incorporagéo de um unico
nanoporo pela adicdo da proteina alfatoxina Calbiochem (USA) na solucdo que
banhava o lado Cis da membrana. Posteriormente, adicionou-se 0s polimeros ao
compartimento “trans” da camara experimental e registrava-se a corrente ibnica que
fluia através do nanoporo, quando submetido a variagdes do potencial de -200 a 200
mV (A= 20 mV), na solugéo de KCI na concentragéao de 4M adicionada do tampéao Tris
(Hidroximetilamino metano) 5mM, e pH de 7,5. Todos os experimentos foram

realizados em temperatura de 23+2 °C.
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3.4 Sistema de monitoragcao e aquisicao em tempo real das “assinaturas

moleculares”

Em todos os experimentos o sistema utilizado para aplicacdo do potencial
transmembrana, monitorac&o e aquisicdo dos registros foi constituido por um gerador
de fungbes (Hewlett Packard, modelo 3310B), um filtro Butterworth (Frequency
devices, modelo 902), um amplificador de patch clamp (Axonpatch 200B) e uma placa
conversora analogico-digital (Digidata 1440) acoplada a um microcomputador IBM PC,
executando o Programa PClamp 10 (Axon Instruments).

Com a finalidade de minimizar a interferéncia de perturbacbes mecanicas e
eletromagnéticas, a camara experimental era mantida sobre uma mesa de
amortecimento de alto desempenho (TMC 63-500) e blindada por uma gaiola de
Faraday de alta eficiéncia. A conexao dos compartimentos da camara ao sistema de
medidas elétricas era feita através de pontes salinas do tipo Agar-KCl (3% em peso
de Agar em KCI 3 M) e eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl).

FIGURA 18. Esquema da montagem experimental e aquisicao dos dados.

Fonte: AGUIAR et al., 2015. (A) Desenho da cadmara experimental formada por duas hemicamaras separadas por
uma pelicula de Teflon® com um orificio (aproximadamente 40 um de didmetro) para a formacdo da bicamada
lipidica plana. (B) Primeira etapa de montagem da monocamada lipidica ocorre com acréscimo de mais solugéo
em um dos compartimentos da camara experimental. (C) Montagem da segunda monocamada lipidica. A
deposi¢do de cada uma das monocamadas lipidicas ocorre com a introducéo de mais solucdo em cada um dos
respectivos compartimentos da cdmara. Na regido central demonstra-se a mesa de amortecimento com a cdmara
experimental acoplada através de eletrodos a interface eletronica de aquisi¢do dos registros de corrente idnica. Esta
interface é composta por amplificador e filtro passa-baixa conectados ao conversor analogico-digital acoplado a
um microcomputador.
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3.5 Analises das séries temporais de corrente ibnica

A andlise dos dados foi realizada com o software pClamp ou Sview. Os valores
meédios de Toff € Ton, quUe representam o tempo da permanéncia do poro no estado
desocupado e ocupado, respectivamente, podem ser usados posteriormente para
obter informacBes da cinética e termodinamica das interacdes, entre o poro da
proteina e as substancias (JAYAWARDHANA, 2010; RODRIGUES et al., 2011). Estas
constantes sao obtidas através da analise de séries temporais com milhares dos
eventos de blogueio e ndo bloqueio, respectivamente. E possivel calcular esses
valores através das seguintes equacoes:

Kon .
Nanoporo + polimeros SN Complexo Nanoporo-polimeros (Eq. 3)

%

Constante de associacao Kon =1 (Ton X Canaiito) (EQ. 4)
Constante de dissociacao Kot = 1/10ff (EQ. 5)
Constante de formacao ks = kon/ Koff (EQ. 6)

Onde:

kon € a constante de associacao;
Kott € a constante de dissociacao;
C é a concentracdo do analito;
Ton € 0 tempo entre os bloqueios;
Toff € 0 tempo de residéncia;

ki € aconstante de formagéo
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo

Poly(vinyl alcohol) translocation through the a-Hemolysin Nanopore
bathed by high ionic strength solution submetido na RSC Advances, fator
de impacto 2.936.
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Poly(vinyl alcohol) translocation through the a-Hemolysin
Nanopore bathed by high ionic strength solution’

Juliana P. Aguiar®®, Licya S. S Xavier?, Janilson J. S. Junior? and Claudio G. Rodrigues®*

Understanding polymers translocation in nanoconfined spaces is very important in many areas of science and technology.
Biotic polymers translocate through the nanopores in the biomembranes, ensuring, for example, the very efficient flow of
genetic material. Abiotic and biotic polymers can be translocated through the nanopores aiming for development of
analytical devices: sensors, spectrometers and DNA sequencers. These devices based in the nanopore resistive pulse sensing
(NRPS) technique. NPRS consists of an electrical method for the detection of individual molecules that, when entering the
single nanopore, cause transient blockages (resistive pulses) of their ionic conductance. So, this process can be considered
a simple bimolecular complexation reaction between molecules and nanopore. Here, we use a single a-hemolysin (aHL)
nanopore, incorporated in planar lipid bilayer, to analyze the poly(vinyl alcohol) (PVA) translocation in nanoconfined space.
We observed mainly four resistive pulse patterns with bilevel of current blockades. Approximately 70% represent two types
of resistive pulse events, with a deep block level with current decrease of approximately 90%. In this case, we believe that
this is the direct translocation of a PVA through the B-barrel, exiting on the cis side of the aHL nanopore. Another two types
of events: one with only one block level with current decrease of 50%; the other have a shallow block level with current
decrease of 50% and, sometimes followed with deep block level with current decrease of 70%. In this case, we assume that
the PVA enters the B-barrel, however, it exit on the trans side, that is, it does not translocate through the constriction of the
aHL nanopore. Duration time distribution for the translocation events show large dispersion suggesting that various PVA
chain conformations exist in the KCl solution. Additionally, we observed that duration time of PVA inside the aHL nanopore
and frequency of the translocations events are voltage dependent, indicating that neutral PVA molecules bind to the
potassium and becoming charged molecules in high ionic strength solution. Finally, our results may give new insight into the
translocation dynamics of polymers in nanoconfined spaces and, will contribute the development of devices based on

solitary nanopores.

Introduction

Translocation of a polymer chain through nanopores has
attracted much attention in recent years.»23 In addition to
being a complex phenomenon and a fundamental step in many
life processes, for examples, the transport of proteins through
membrane nanopores, translocation of RNA across nuclear
pores, DNA molecule transfer from virus to host cell, and gene
transport between bacteria.*> Another reason, to arouse such
interest, is that the translocation of polymers or biomolecules
through nanopores has great potential applications in medicine,
mainly, in drug delivery system.® A range of different synthetic
polymers of high molecular weight is being widely applied for
this purpose.® Polymer translocation is also a key process in
nanopore-based stochastic sensing technology.” Nanopore-
based stochastic detection
destructive, and cost-effective tool for analysis at the individual
molecule limit.” This sensing method is of great scientific

provides a sensitive, non-
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interest because it provides a unique view of polymer dynamics
and structure at the single-molecule level, and it may serve as a
useful model system in the development of our understanding
of biologically relevant nanoscale physical and chemical
processes.810 The technique is also called Nanopore Resistive
Pulse Sensing (Np-RPS) and consists of an electrical method for
the detection of individual molecules that, when entering the
pore, cause transient blockades of their ionic conductance.!
These blockades, known resistive pulses, contain information
on the molecular properties of the analyte, the most relevant
parameters being their depth and duration.!! The magnitude of
these blockades depends on the relationship between the
molecular volume and the pore volume!? and, in some cases,
the interaction between the molecule and the ions in solution.®3
The duration of the blockade (ie, the time that the molecule
passes within the pore) depends on the electrophoretic drift
through the pore, which can be affected by the electroosmotic
counterflow!* or by entropic or enthalpic interactions between
the analyte and the pore.’> In recent years, there has been a
series of investigations on the translocation of single
pores and solid-state
facilitate an

macromolecules through protein
nanopores.1’%20  Such information may
understanding of the still elusive mechanism of macromolecular
transport through protein nanopores.

nanopore formed by oa-hemolysin (aHL) of

Staphylococcus aureus is arguably the nanopore of choice for

Protein

single-molecule translocation studies via electrical recordings in



artificial lipid membranes. aHL nanopore is structurally stable,
electrically-silent over a wide range of experimental conditions
and has its crystal structure determined.2122 As such, provides a
highly confined space which it allows the detection of divalent
ions,22  enantiomers,24#2>  various types of organic
molecules,1226.27 peptides,?® proteins, 2931 DNA,15 3339 gnd
synthetic polymers.10-13,29,39-43

Since the pioneering work of Kasianowicz et al 1996 with nucleic
acids,* the dynamics of polymer translocation within the
nanopore has been extensively studied. In DNA translocation
ssDNA

translocation: the open state, a mid-amplitude state, and a low-

analyzes three current levels were found for
amplitude state.33-°1 This model has also been demonstrated in
the study of synthetic polymers.1952 In addition, these results
are also confirmed by molecular dynamic simulation.535 These
papers inspired other studies to understand how the nature of
the polymer chain affects the translocation dynamics through
the nanopore.

Among the synthetic polymers, the poly (ethylene glycol) (PEG)
was the most studied. What allowed the development of a mass
spectrometry method for (PEG) using a nanopore of a-
hemolysin protein. Using the fact that the amplitude of the PEG-
induced current blockade of the aHL pore depends on the
polymer molecular weight, the studies clearly resolved the
repeat unit of ethylene glycol from a polydisperse PEG sample.
While it has been quantitatively described in terms of a simple
model comprising a combination of size-exclusion and cation
binding by PEG13:26:55,56 the mechanism of interaction underlying
ionic current modulation is
questioned by some authors.57 It is unknown to which extent

this strong interaction, which for kinetic reasons must involve

this mass discrimination by

binding of the polymer to the pore wall13.26:56 or if it's a unique
property of a-HL nanopore.>8

Aiming to understand the mechanisms in the
translocation of synthetic polymers in nanoconfined spaces, we
report here the transport of poly (vinyl alcohol) (PVA) through
the a-HL nanopore. PVA is a neutral hydrophilic polymer with
high  hydroxyl group provide  properties
(biocompatible, nontoxic, good water permeability,
carcinogenic, non-immunogenic and inert in body fluids)
suitable for biomedical applications, mainly, as devices for
controlled release of drugs and proteins.®39-62

involved

contents
non-

Results and discussion

We examine time-resolved blockages of ion current through the
a-HL nanopore by single PVA50 molecules exchanging between
the pore and dilute bulk solution. To maximize polymer-pore
attractions, promoted by salt, we use the extreme potassium
chloride concentration, 4 M, which is close to the salt solubility
limit in water at 23 29C. This changes polymer partitioning

64 | J. Name., 2012, 00, 1-3

qualitatively, strengthening it by orders of magnitude and
slowing down exchange kinetics. 1213,2639.63 |n the absence of
PVAS50, the conductance of a-HL nanopore was 3.85 + 0.07 nS,
for 40 mV, pH 7.5, 4.0 M KCl, 5 mM tris buffer (Fig.1),
corroborating with our previous results, 232 and other reports.>?
Conductance-voltage relationship of a-HL nanopore in KCl were
found to be slightly asymmetric, like what has been described
in other studies.*2.65

The addition of PVA in the buffer solution to the trans side of
aHL nanopore resulted in resistive pulses in the current trace.
The conductance allows to estimate the partitioning of the
analytes in the nanopore.*255 (Fig.1 demonstrates the influence
of three concentrations of PVA50 (0.1 nM, 1 nM e 100 nM) at
the nanopore conductance. The influence of PVA in nanopore
conductance occurred principally in potentials greater than 100
mV, therefore, we choose to analyse the translocation process
of this polymer in the range of 100-160 mV. Furthermore, the
conductance data indicate that the transmembrane potential
which provide appropriate conditions for detection of PVA at

high potentials, as well as studies of other synthetic
po|ymers'10,41,57,66
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Fig. 1 Effect of trans-side addition of PVA50 to nanopore-bathing solution. Control,
nanopore conductance for solution 4 M KCI, no PVA (black squares). PVA 0.1 nM,
nanopore conductance for solution 4 M KCI, 0.1 nM PVA (black circles). PVA 1 nM,
nanopore conductance for solution 4 M KCl, 1 nM PVA (triangle up). PVA 100 nM,
nanopore conductance for solution 4 M KCl, 100 nM PVA (triangle down). Lines were
drawn to guide the eye. The result of at least three independent experiments (mean *
SD) is presented in each case.

Resistive pulses: appearance, characteristics and PVA translocation

Voltage clamping methods was used to investigate the
PVA50 molecules through the
solitary aHL nanopore. The ionic current through the aHL
nanopore bathed by a polymer-free solution is quiescent39:56:42
(Fig 2 A, B). On the other hand, the addition of PVA to the
membrane-bathing
pulses (Fig 2. C-H).

translocation of individual

solution causes well-defined resistive

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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Fig. 2 Typical traces of the ion current through single aHL nanopore after addition of PVA50 in the bath solution (4 M KCI, 5 mM Tris, pH 7.5) at a time resolution of 0.1 ms. (A, B)
Background, ionic current for solution (no PVA) at 100 and 160 mV, respectively. The ionic current, through an aHL nanopore bathed by a PVA-free solution, is quiescent. (C, D) lonic
current for solution (0.1 nM PVA) at 100 and 160 mV, respectively. Addition of PVA50 cause persistent resistive pulses. (E, F) lonic current for solution (1 nM PVA) at 100 and 160
mV, respectively. (G, H) lonic current for solution (100 nM PVA) at 100 and 160 mV, respectively. Increasing of PVA concentration increase the frequency of resistive pulses. The
respective all-point histograms are shown at the right of each record and were used to give the mean value of blockage amplitudes.
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Typical high-resolution recordings in the presence of PVA50 in
different concentrations (0.1 nM, 1 nM and 100 nM) 100 mV
and 160 mV are shown in Fig 2C-H. In the presence of PVA, the
ion current through the single a-HL nanopore exhibits stepwise
down transitions between completely open and partially
blocked states. The respective all-point histograms are shown
at the right of each record and demonstrate the level PVA
induced current blockage (Fig 2. C-H). Increasing the PVA
concentration causes the capture rate to increase, as is shown
qualitatively in Fig. 2. We attribute these spikes to molecular
events whereby a single PVA50 enters the protein B-barrel and
induces reversible partial blockages of the ionic current through
steric occlusions of the ion permeation pathway, before getting

Type A

Type B

Type C

e =

e ot |
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released to the cis side of the membrane under the influence of
the potential imposed across the pore.®”

The resistive pulses are dependent on the polymer length N,
polymer configuration, polymer—pore interaction, and charge
of the polymer.68 The behaviour of can be explained using four
factors: (1) volume occupancy fraction inside the pore; (2) the
conformation of the polymer; (3) the location of the polymer
inside the pore; and (4) the total charge inside the pore.®%70, The
interactions of the PVA molecules with the aHL nanopore
produced 5 different resistive pulses patterns (types A, B, C, D
and E) that are combinations of three conductance levels: the
open state, a mid-amplitude state and a low-amplitude state
(Fig. 3).

Open Nanopore (|0)

Shallow level (|S)

Deep level (|D)

S0 pA
0.006s

Fig. 3 Interactions of PVA50 with aHL nanopore at 100 mV with five types of resistive pulses. Three current levels of lo Is and Id and duration time (td) are defined as illustrated.

Current and time scale bars are also provided. We considered that PVA translocations occurring only in resistive pulses type A and D. The A and D events corresponding to

approximately 70% of each experiment.

Closer inspection shows that for some the deep events there is
normally a pre-shallow level followed by a deep level (Type C, D
and E). This behaviour has already been described for other
polymers such as DNA,833:53 and poly (styrene sulfonic acid)
(PSS).10

The relatively rapid transitions between levels and types de
blockages can be associated with different results of PVA-
nanopore interaction. In this case is possible to dependent of
PVA chain conformation. For type A events, there is deep
current level at 5 - 10% of the open-channel current (10). We
believe that this is the direct translocation of a PVA chain
through the B-barrel, exiting on the cis side of the pore. For type
B events, there is only a single shallow current level at ~ 30-50%
of the open-channel current. We assume that this is the entry
of PVA chain into the trans side and exit, without threading
through the narrowest constriction of the pore. For type C
events, there are two blockade states: a shallow level followed
by a deep stage within the same event. The deep level has a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

similar current amplitude as type A. This event is considered to
correspond to the situation that the PVA chain is captured in the
narrowest constriction the trans side not translocating through
the B-barrel. For type D events, there are two blockade states:
a shallow level followed by a deep stage within the same event.
The shallow level has a similar current amplitude as type A. It is
presumed that the PVA chain is trapped in the B-barrel, and
then it threads into part of constriction and translocate through
the pore. For type E events, there are multiple shallow
segments separated by a deep segment. It is presumed that the
PVA chain is trapped in the trans side and then it threads into
part of the B-barrel and retraction process might repeat for
many times before the chain finally exits from the trans side of
the pore or translocate through the B-barrel to exit at the cis
side. We only observed a few type E events in thousands of total
events (<1%). In all types of events, PVA is captured by the pore,
but only in types A and D does PVA translocation occur. For
translocation events of types E, only the last deep segment is

J. Name., 2013, 00, 1-3 | 66



considered as translocation. The types of events are consistent
with the description of ssDNA translocation®33 and other
polymers1071 through the aHL nanopore.

The translocation process consists of two mainly separate
stages. First, in the capture stage, a polymer molecule has to
come close enough to the pore to experience the electrostatic
force and get pulled in.72 The reservoirs are good ionic
conductors, and the driving force is only felt in the direct vicinity
of the pore. Capture is thus a stochastic process, since the pore
has to be reached by diffusion. The second stage consists of the
translocation of the polymer through the pore.>472 Analogously
to Lietal., 2003,51 polymer molecules can pass through the pore
in a linear or folded form. Over the years, a great effort is being
made to uncover the dependence of the translocation time (t)

g s ez
=" ]
‘_f"”":ﬁi — b;’_:sf”' —
W O =2
Trans Cz=5m o=
Open nanopore Type B

Fig. 4 Model of the interaction of a PVA 50 chain with aHL nanopore.

The polymer is transported by electrophoresis into the narrow
B-barrel. Because the pores used here are anion selective,
electroosmotic solvent flow occurs in the same direction (trans
to cis) and assists polymer transport.>77 Additionally the
electro-osmotic flow does not drive macromolecules through
the pore in a significant way, although it has been previously
known to be able to drive small molecules into the pore.>2 At
this point, the effect of the applied field on the polymer is
strongest’8 it is pulled through the pore into the trans side, the
only irreversible step in the scheme. The translocation was
observed experimentally by the abrupt reduction of the current
to ~90% of the open pore value (resistive pulses type A and D),
that is, the same criterion adopted in other studies.10.33,79,80
The scatter plot of type A/D and B/C events for PVA 100 nM at
the applied potential of 100 mV and 160 mV is shown in Figure
5A-B and, 5C-D, respectively. Where each point represents a
single event. In this case, we separate into two categories: the
mid-amplitude state (Fig. 5C-D) and the low-amplitude state
(Fig. 5A-B). The frequency of types E events are very small (< 1
%); hence, they are not presented. Closer inspection shows two
levels of amplitude the mid-amplitude state: type B/C shallow
events (47.5 £ 10.60 % of the open current), and type B/C deep
events (31 + 5.65 % of the open current) Fig.5C and 5D,
respectively. The polymer it may fold itself, resulting in a greater
current blockage. Chains with folded conformation are less
likely to translocate through the pore, resulting in larger current
blockade and interaction time.10

For type A/D events increasing the magnitude of the applied
potential increases residence times of the PVA50 as can be seen
qualitatively by comparing Fig. 5A and 5B, respectively.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

of the system parameters, such as polymer chain length, L
length and W pore width,’3 sequence, secondary structure and
polymer-pore interactions.”#7¢

A scheme for PVA capture and translocation within the
nanopore is depicted in Fig. 4 to interpret the various event
types. Before a typical translocation event (Type A), a PVA chain
collides with the entrance of the pore and occupies the B-barrel
region, leading to a current state at a shallow level (Type B).
From this configuration, the polymer can proceed into the
constriction producing a low-amplitude signal and return to the
trans side (type C) or can either complete translocation through
the pore and exit on the cis side (type D eventually type E
events)

Duration time distributions for translocation events (types A
and D) are very broad,8! studied the dynamics of driven polymer
translocation through nanopores by 3D Langevin dynamics
simulations.8! They observed two polymer translocation
regimes: slow translocation (low driving forces and/or high
friction) and rapid translocation (high driving forces and/or low
friction.81 The different behaviour in the two regimes can be
understood from analysis of the chain conformations during the
translocation process. In the slow translocation case, the
configurations at all times are close to the equilibrium case
while for the fast translocation regime, there exist highly
deformed, unrelaxed chain conformations throughout the
translocation process.81.82

For both categories, the time distribution displays an
exponential decay, with a time constant 1, as shown in Figures
5E-5H. For type A/D events increasing the magnitude of the
applied potential increases residence times of the PVAS0
polymer (Fig. 5E-5F). The bin time increment used in the figures
is 150 ms. The decay time constant t increases from 132.83 +
1.43 ms to 160.25 + 7.34 ms. Similar results are obtained in the
work of Asandei et al, 201583 with polypeptide. It is presumed
that the PVA chain is trapped in the B-barrel, and then it threads
into part of constriction and delay longer time to translocate
through the pore.83
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Experiments, simulations, and theoretical approaches are still
contributing novel insights to date,
consensus on the statistical understanding of polymer
translocation has been reached.82 Early approaches for
explaining the polymer translocation and especially predicting
the translocation time as a function of the number of
monomers N in the polymer were based on concepts entropic
barrier.! and from equilibrium statistical mechanics. Such
approaches are still used in contemporary theoretical studies.82
The capture of a polymer depends mainly on the concentration
of macromolecules in the electrolyte solution, the bias voltage,
and the salt concentration.12:39 For long and dilute chains this
probability thus becomes very small. Hence, hydrodynamic and
electric field gradient effects play an essential role. In
conjunction with the thermally activated diffusion these effects
lead to the successful capture of the chain in the pore.l In the
case of PVA translocation, the applied electric field directs the
polymer to enter the pore and that there is a despicable driving
the network.56 A liquid
dielectrophoretic force acts on the polymer, which causes the

while no universal

force of electroosmotic
capture of the polymer and the blocking of the ionic current,
overcoming entropic factors. Most likely, hydrodynamic drag on
the section of the polymer outside the pore is the dominant
force counteracting the electrical driving force. The balance
between the two dominating forces determines the dynamics
of translocation of a polymer molecule through a nanopore: A
driving force that locally pulls the polymer through the pore and
a viscous drag force that acts on the entire polymer blob.”2

Once the polymer is in the pore, the electric field drives it
further. The polymer may escape the pore only when the
thermal fluctuations experienced by it are large enough to
overcome the barrier due to the combination of the applied
electric field or the charges of the polymer. This free energy
barrier increases with the electric field, so the higher the

Table 1 The percentage for each type of events for various potentials.

Voltage (mV) Type A (%) Type B/E* (%)
100 41.39+2.27 53.11+1.72
120 60.34 £ 0.86 30.63 £0.39
140 61.39+2.16 25.52 +£0.42
160 60.46 £1.77 28.02 £ 0.58

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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potential applied, the longer the dwell
time.8384*Assuming that the translocation time is much longer
than the relaxation time of the polymer, polymer translocation
can be treated as a quasi-equilibrium process and the free-
energy landscape of the translocation can be obtained by
different methods. Based on the free-energy landscape, the
translocation time can be derived from the Fokker—Planck
equation. To simplify, the diffusion coefficient D of the polymer,
which is involved in the Fokker—Planck equation, is usually
assumed to be a constant during the translocation.>

For type B and C events, the time distribution displays an
exponential decay, with a time constant T, as shown in Figures
5G and 5H at 100 and 160 mV, respectively. The bin time
increment used in the figures is 0.2 ms. When we decreased the
applied voltage, the duration time decreases in magnitude with
the decay time constant decreasing from t= 0,167 + 0,003 ms to
t= 0,129 £ 0,05 ms. When the applied voltage is higher, the
captured PVAS5O is subjected to a stronger electric force, and
hence more time is required to exit the pore.

The percentage for the this each type of events for various
potentialsis listed in Table 1. The percentage of types E are very
small (< 1% hence, they are presented together with the type B
and C events that are part of the same category (do not
translocate through the pore). For a voltage of 160mV, type A
60.46 + 1.77%, type B 28.02 + 0.58 %, type C 4.36 + 0.76%, and
type D 8.153 + 2.06 %. At this voltage, there is a 68.6 + 1.43%
probability of a PVA chain translocation event (type A and D)
occurring. In most translocation studies, the polymers are
added to the cis side of the pore. We know that the
translocation dynamics can vary in these conditions. To
compare our results with ssDNA and poly (styrene sulfonic acid)
(PSS) events using aHL nanopore at 120mV, the percentage of
translocation events (types A and D) at 120 mV found were of:
ssDNA (86.9%), PSS (21.6 %)10and 60.34 % for PVA.

average

Type C (%) Type D (%) Type A/D (%)
4.03 +0.93 2.27+0.16 42.85+2.16
5.09 +1.65 4.27+0.16 64.60 +0.78
6.27 £2.33 6.80 +0.13 68.19 + 0.35
4.36+0.76 8.15 + 2.06 68.60 + 1.43

The molecular repeat distance (from X-ray diffraction

photographs) of PVA it's from 0.252 nm, indicates that the chain
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has a simple plane zigzag configuration. The observed repeat
distance is equally compatible with a molecular structure in
which hydroxyl groups are randomly placed in left- and right-
hand positions.8>

The average length of our polymer chains was ~ 290 nm, within
the range of sizes used for ssDNA, sodium (polystyrene
sulfonate) (NaPSS)>2 and poly (styrenesulfonic acid) (PSS),° so,
we expect the mechanism of translocation through aHL pore to

be similar.
In an aqueous solution containing electrolyte, flexible
polyelectrolyte chains become crumpled and coiled,

surrounded by a diffused layer of counterions. The ssDNA
chains are less coiled and much more extended than PSS
chains.’®These differences in translocation dynamics of each
polymer probably depends on the nature of the polymer chain.
Structurally, PVA is a typical polyhydric alcohol containing a
large number of hydroxyl groups in the molecular chain.86

In molecular dynamics simulation studies has been shown a
heterogeneity in the overall chain structure of PVA. The PVA
chain assumes different states and transitions occur between
more open structures and more compact and less water
exposed coils. The trajectory analysis has revealed that the
polymer influence on water structure and dynamics involves
about six water molecules per PVA residue, indicating a more
extended chain structure,®” similar the ssDNA. Experimental
studies suggest the presence of superstructured domains in the
PVA chain in water and show a phase behaviour based on
delicate balance of hydrophilic/hydrophobic interactions.88

Probably, the PVA chains that remain in the more extended
configuration are more easily translocated through the pore,
corroborating with the greater percentage of type A events,
that is, those in which the PVA translocation occur. In the curve
shown in Figure 6 A, we show voltage dependence of
translocation event frequency. The capture rate of PVA by the
aHL nanopore was shown to increase exponentially with
applied potential. There is a voltage threshold for translocation
events from 100 mV the frequency starts to significantly
increase with voltage. So, this should be the threshold to
overcome the entropy necessary to confine the coiled chain
inside the pore, as described in other studies.>*81 Fig. 6 B shows
that the relative current blockade (Al = Iyiock — lopen)
increases proportionally with the applied potential, which
suggests the polymer conformation in the pore is not altered by
the applied electric field, presumably because the polymer is
already fully stretched.8! Fig 6C duration time of PVA inside the
aHL nanopore also increase with a voltage. These results
indicate that neutral PVA molecules bind to the potassium and
becoming charged molecules.
described for the poly (ethylene glycol) (PEG)
studies.?6:3940 Because the mean residence time increases with
the magnitude of the applied potential and thereby increases
the signal to noise ratio of the measurement, the use of greater
potentials provides an opportunity to further explore the nature
of PVA-induced conductance changes with the aHL nanopore.

This same behaviour was
in other
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Fig. 6 Voltage dependence of translocation event (type A, D) frequency (A), relative current blockade (B), and, characteristic times (C). Frequency and characteristics times of the

translocation events increase exponentially with the potential. In (B), lines were drawn to
in each case.

Experimental

Materials and methods

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. Wild
type Staphylococcus aureus a-hemolysin (aHL) was purchased
from (Calbiochem, Madison, WI). 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPhPC) was purchased from Avanti Polar
Lipids (Alabaster, AL). High qualities KClI were purchased from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Poly (vinyl alcohol) 30-70 KDa,
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guide the eye. The result of at least three independent experiments (mean + SD) is presented

henceforth PVA50, was purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA). 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (TRIS) and
citric acid were from Schwarz/Mann Biotech (Cleveland, OH)
and Fluka (Buchs, Switzerland) respectively.

Solvent-free planar bilayer lipid membranes, with a capacitance
of 40 pF, were formed by the lipid monolayer apposition
technique, using 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DPhPC) in hexane (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) at 25 £ 1 °C, as
described previously.4042 Because it was recently shown that
the elevated KClI concentrations considerably improve single
molecule identification by (aHL) nanopore40,42 in the present
study membrane-bathing solutions contained 4 M KCl in 5 mM

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx



TRIS adjusted to pH 7.5 with citric acid. PVA50 was added to the
“trans”’ compartment of the experimental chamber to permit
the partitioning of polymer through of the protein nanopore
and measurement at temporary change in the trans-pore ionic
current. aHL was added from the “cis” side of the membrane in
a concentration sufficient to form unitary protein nanopores in
planar lipid membrane. Single aHL nanopore incorporation and
measurement of the resistive pulses (mean duration and
amplitude of the blockage), transition rate of the PVA-nanopore
interactions  were done essentially  as described
previously.324041 |In short, the characteristic time, 1, was
obtained from the collected time intervals between the end of
one blockade event and the onset of the next. Analysis of
current blockade amplitudes and event durations was
performed using Clampfit software package (Molecular devices,
USA). Between 2000 and 10000 events were recorded for each
experiment. Events shorter than 10 ps were judged to represent
transient collisions of PVA50 with the mouth of the pore and
were ignored in our analysis. Membrane potential
maintained using Ag/AgCl electrodes in 3M KCl 2% agarose
bridges assembled within standard 200-pL pipette tips.
Transmembrane potentials were applied across the lipid bilayer
using Ag/AgCl electrodes in both compartments of the
chamber. The current was recorded with a patch clamp
Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA) in
voltage clamp mode and 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.

was

Conclusions

Before summarizing our main findings, it is important to
emphasize that the process of translocating a macromolecule
through an ideal nanopore presents essentially three steps:
capture of the macromolecule in one of nanopore ends;
displacement of the macromolecule in the lumen of the
nanopore and, finally, the exit of the macromolecule at the
other end of the nanopore. We analysed the translocation
events of the individual PVA chains through the wild type aHL
nanopore and presented an interpretation for the main
patterns of resistive pulses. The current blockade for each event
can be regarded as a sequence of shallow (30-50 % of open
nanopore) and deep (5-10% of open channel) conductance
state. The translocation was observed experimentally by the
abrupt reduction of the current to on average 90% of the open
pore value. On a typical translocation event, a PVA chain collides
with the entrance of the pore and occupies the B-barrel region,
leading to a current state at a shallow level. From this
configuration, the PVA can proceed into the constriction
producing a low-amplitude signal and complete translocation
through the pore and exit on the cis side. Most of the observed
events showed the abrupt current reduction of approximately
90% of the open pore value, therefore the PVA translocated
through the aHL nanopore, that is, it was captured at the trans
end of the nanopore, crossed the constriction region and left at

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

the cis end of the nanopore. Approximately 30% of the
observed events showed only a shallow level, so, probably, the
PVA did not through the constriction region of the aHL
nanopore. The large dispersion of the duration time distribution
for the translocations events corroborate that the various PVA
chains conformations exist in the KCI solution. We further find
that duration time of PVA inside the aHL nanopore and capture
rate of polymer increase with a voltage. These findings are
relevant because demonstrating that neutral PVA molecules
bind to the potassium and becoming charged molecules. Our
results may give new insight into the translocation dynamics of
polymers in nanoconfined spaces. It is hoped that our results
will advance the development of devices with sensor elements
based on single nanopores.
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Transport of poly (vinyl pyrrolidone) through the aHL nanopore
bathed in solution of ion of the Hofmeister series+

Juliana P. Aguiar®®, Maria C. A Melo?, Sheila M. Barros?, Artur, A. R. Silva,?® Dijanah, C. Machado?,
Laércio Pol- Fachin® and Claudio G. Rodrigues®"*

Natural or synthetic nanopores have been widely employed in the development of various analytical devices. The working
principle of these devices is basically the translocation or interaction of individual analyte molecules with a single nanopore.
The main advantage of nanopore-based devices is the ability to analyze the molecules in aqueous media and is therefore a
non-destructive method. The elucidation of the translocation or interaction process of the analyte with the nanopore, as
well as the discovery of the factors that may influence this process, are crucial in the improvement of these devices. The
transport of a very simple polymer — poly (ethylene glycol) - through the a-hemolysin (aHL) nanopore in the presence of
Hofmeister salts has been widely used as a model in several studies to understand the translocation and interaction of
macromolecules in nanoconfined space. In this context aiming to understand the mechanisms involved in the interaction of
others synthetic polymers with the protein nanopore, we report here the transport of poly (vinyl pyrrolidone) (PVP) through
the aHL nanopore bathed in solution of ion of the Hofmeister series. In this study, we considered the influence of the
Hofmeister series cations on a simple bimolecular complexation reaction between PVP and aHL nanopore at the single-
molecule level. The kinetic constants (on-rate and off-rate) of interaction of PVP molecules with aHL nanopore depend on
the type of cation. In the case of on-rate constant, the difference reaches two-fold. Because of this, the transition rate of
the sensor was changed. The cations track the Hofmeister ranking according to their influence upon the on-rate constant.
An inverse relationship was demonstrated for the off-rate constant and the solubility of PVP. Thus, the PVP-aHL nanopore
interaction can be influenced by the type of cation. The cation-induced specific effect on PVP interaction with a single aHL
nanopore appears to occur by competition of the cation and polymer by water. Additionally, we observed mainly three
resistive pulse patterns with only one level of current blockades. One type of resistive pulse event, with deep block level
with current decrease of approximately 93%, so, we believe that this is the direct translocation of a PVP through the B-
barrel, exiting on the cis side of the aHL nanopore. Finally, our results represent a guide to select the appropriate
physicochemical conditions that enhance the translocation and interaction of the polimeric analyte with the protein

nanopore.

physical sciences. Salts can strongly affect the solubility and
behavior of other solutes such as macromolecules and nonpolar

Biological nanopores are known to interact with synthetic and
biological polymers, enabling their use in label-free single-
molecule analytical tasks such as sequencing and/or mass
discrimination.3 The latter, called nanopore-based single
molecule mass spectrometry (Np-SMMS) has, to date, only
been shown for one type of the synthetic polymer, poly
(ethylene glycol) (PEG). Using the fact that the amplitude of the
PEG-induced current blockade of the pore depends on the
polymer molecular weight, the studies clearly resolved the
repeat unit of ethylene glycol from a polydisperse PEG
sample.245 Much of the success of this application is due to the
greater polymer-nanopore attraction induced by the extreme
KCl 4 M.b Electrolyte solutions play essential roles in life and
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molecules in aqueous solutions.”10 Influence of the salt in
protein or abiotic polymers is generally called Hofmeister
effects.”11 The competition between ions and analyte for water
is frequently noted as one possible reason for Hofmeister
effects.?12 The Hofmeister series has become the subject of a
very active research area in recent years.1013 The first attempt
to account for the Hofmeister effects is based on the changes in
the bulk water structure induced by ions via ionic hydration.1415
lon specificity depends on the ability of the ion to make
(kosmotropic) or break (chaotropic) hydrogen bonds in the
water.1516 Indeed, the Hofmeister series has shown to have a
universal utility not only in biochemistry, but also in areas such
as physics, colloid, polymer and surface chemistry, although the
mechanism involved is still being systematically debated and
revisited.®17-20 The study of the effects of ions in confined
systems, such as the stochastic sensors based on the unitary
nanopore protein, has also been intensifying in the last years,
considering the great biotechnological importance of this
sensor.21.22 Recently, we have shown that the increase in salt
concentration or alteration of the ionic composition of the
membrane-bathing solution modifies the sensitivity of the
sensor formed by a-hemolysin (aHL) nanopore, indicating that
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the Hofmeister effects are also applicable to the PEG on the
nanoconfined spaces.1213 As emphasized above, most of the
studies used PEG as a model to study the interaction of
synthetic polymers with the protein nanopore. Aiming to
understand the mechanisms involved in the interaction of
others synthetic polymers with the protein nanopore, we report
here the transport of poly (vinyl pyrrolidone) (PVP) through the
aHL nanopore bathed in solution of ion of the Hofmeister series.

Experimental

High quality (>99.99%) salt (KCI, NaCl, CsCl and RbCl), 1,2-
diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhPC) and Poly
(vinyl pyrrolidone, 40KDa), henceforth PVP40, was purchased
from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brazil). Wild type
Staphylococcus aureus a-hemolysin (aHL) was purchased from
(Calbiochem, Madison, WI). 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-
propanediol (TRIS) and citric acid were from Schwarz/Mann
Biotech (Cleveland, OH) and Fluka (Buchs, Switzerland),
respectively. 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.

Lipid monolayer apposition technique were used to form
solvent-free planar lipid bilayer, with the DPhPC in hexane
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), as described previously.1213 |f
not mentioned otherwise, the planar lipid bilayer
capacitance of approximately 40 pF. Because it was recently

has

shown that the elevated ionic concentrations considerably
improve single molecule identification by aHL nanopore
(RODRIGUES et al., 2011) in the present study membrane-
bathing solutions contained 4 M KCI; CsCl or RbCl in 5 mM TRIS
adjusted to pH 7.5 with citricacid, at 25 + 1 °C. PVP40 was added
to the ““trans” compartment of the experimental chamber to
permit the partitioning of polymer through of the protein
nanopore and measurement at temporary change in the
transpore ionic current. aHL was added to the “cis”’ side of the
membrane in a concentration sufficient to form solitary
nanopore in planar lipid bilayer. Single aHL nanopore
incorporation and measurement of transport analysis was done
essentially as described previously.1213.23 Briefly, the on-rate
constant was defined as Kon=1/Ton [PVP]. The characteristic
time, Ton, Was obtained from the collected time intervals
between the end of one blockade event and the onset of the
next. The off-rate constant was defined as Kofi= 1/Tosf , Where Tosf
is the characteristic time of PVP staying in the pore. The
constant of PVP-aHL nanopore complex formation K¢ was
calculated by using the association Ko, and dissociation Ko rate
constants as Kg= Kon/Koff. Analysis of current blockade
amplitudes and event durations was performed using Clampfit

76 | J. Name., 2012, 00, 1-3

software package v10.2 (Molecular devices, USA). Between
2000 and 10000 events were recorded for each experiment.
Events shorter than 10 ps were judged to represent transient
collisions of PVP40 with the mouth of the nanopore and were
ignored in our analysis. Membrane potential was maintained
using Ag/AgCl electrodes in 3M KCl 2% agarose bridges
assembled within standard 200-pL pipette tips. The current was
recorded with a patch clamp Axopatch 200B amplifier
(Molecular devices, USA) in voltage clamp mode and processed
by a 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. The
limiting solubility of the PVP was estimated by adaptation of the
cloud point method as described previously.23

Results and discussion

Integral effect of PVP at aHL nanopore conductance in 4 M
chloride solutions: voltage dependence

We examined the conductance of single aHL nanopore
surrounded by 4 M chloride solutions of different salts. At the
chosen pH (7.5), the channel was in a high conductance state at
all transmembrane potentials from - 200mV to + 200mV in all
chlorides solutions. The nanopore conductance was
considerably higher in solutions of KCI, intermediary for CsCl
and lower for RbCl solution in the applied potential of 40mV
(Fig. 1). In addition, a strong correlation between ionic
conductivity and ion channel conductance is also observed (Fig
1A). This result is consistent with earlier data.'32324 The charge
from aHL channel lumen defines the weak anionic selectivity of
the channel and that the charge at the pore entrances
determines the shape of the
dependencies.?®

Additionally, PVP influences the integral conductance of the
nanopore in chloride solutions. Figure 1 demonstrates the
influence of several concentrations (4, 40 and 400uM) of PVP at
the nanopore conductance in the KCI, CsCl, RbCl solutions. As
observed in studies of other non-ionic polymers, such as poly
(ethylene glycol) (PEG) (Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et al.,
2011). We found that the PVP effect is strongly influenced by
ion type and is voltage- and dose-dependent (Fig. 1 B, C, D). The
maximal suppression of PVP-induced on the aHL nanopore
conductance was always observed at 120 mV. A strong decrease
in conductance was established in the presence of KCI, when
compared to CsCl and RbCI. This indicates a dependence on the
cation type. These results are pioneering and can help
determine the proper conditions for detection and the
mechanisms involved in the translocation and interaction of
PVP with the protein nanopore.

conductance-voltage

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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" Voltage, mV

separate experiments + SD (Line). The correlation coefficient is shown in the figure. Effect of trans-side addition of PVP to membrane-bathing solutions on
channel conductance. (B) 4 M KCI; (C) 4 M CsCl and (D) 4M RbCl. The result of at least three independent experiments (meanz SE) is presented in each case.

Single molecule events: appearance and frequency

Typical high-resolution recordings of the ionic current through
the aHL nanopore in the presence of PVP are shown in Fig. 2.
Large ionic current flow through a single aHL nanopore when its
aqueous lumen is free of PVP. In the presence of PVP, the ion
current through the single aHL nanopore exhibits stepwise
transitions between completely open and partially blocked
states. Each decrease and subsequent increase in the ionic

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

current corresponds to a single PVP molecule entering and
exiting the pore, respectively. The amplitude, frequency, and
duration of these transient steps are very characteristic of the
type of cations (Fig. 2 B, C and D). Results obtained in KCI, CsCl,
and RbCl solutions indicate that the frequency of events is high
in the presence of KCl, lower in the presence of CsCl and lowest
in RbCl. The high concentration of cation or anion also
influences the partitioning of other polymers, as reported in
previous studies.12.23
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Fig.2 Typical traces of the ion current through single aHL channels in the presence of PVP in the bath solution. Voltage shift from zero to 120 mV. Halide

concentration was 4 M. Concentration of PVP was 400 mM (for A—C).The respective all-point histograms are shown at the right of each record and used to
give the mean value of blockage amplitudes. The effectiveness of such inhibition was very similar for all cations and comprised 75-85% of the maximal current.

The rate constants of PVP/aHL nanopore interaction in the
presence of different alkaline chlorides

Rate constant for the association (Kon) is intimately linked with
the frequency of blocking events appearance. It was
determined from the long record like those shown in Fig. 2. Kon
was calculated by assuming a simple bimolecular interaction
between PVP-nanopore, such that Kon= 1/T,,[PVP], where
[PVP] is the PVP concentration and, T,y is the characteristic

time between successive blockages.®23 The rate constant for
. L . 1
the dissociation (Kof) of PEG was determined as p— where Tosf
off

is the residence time of PVP into the nanopore - duration of the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

blockages, which was established from measuring more than
10° events as those shown in Fig. 2. Results are shown in Figure
3, where clear dependence of on-rate and off-rate (Fig. 3A)
constants on the cation type could be seen. The formation
constant (Kg), which is a derivate of association and dissociation
constant, (Kr =Kon/Kosf), follows the same behaviour (Fig. 3B).
We have demonstrated that the on-rate constant (measured at
an optimal 120 mV) is strikingly dependent on type of cation
(Fig. 3A, solid line). The largest on-rate constant was observed
with KCl in the bath and the smallest in the presence of RbCl.
These dependencies of the kinetic constants resemble those in
we published recently.12.13
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Solubility of PVP and its influence on rate constants of
PVP-aHL nanopore interaction in the presence of

different alkali chlorides

The solubility of both synthetic and natural hydrophilic
polymers in aqueous systems is influenced by ions. This specific
ion effect generally follows the Hofmeister Series (WANG &
SATOH, 2009). We studied the solubility of PVP with the salt
solutions composed of the cations of the 1A family at 4 M
concentration. We establish that the ability of ions to solubilize
PVP decreases in the following sequence: Rb* > Cs* > K* (Fig. 4
A). Differently from the sequence for PEG, already described in
other studies Cs* > K* > Rb*.26 Both sequences do not obey the
Hofmeister Series.’> Supposedly, the cations mediated their
effects by influencing both the water and the polymer molecule.
According to some reports?7:28 the position of some cations in
the series can be altered depending on the system being
studied. Knowing that sensibility of the stochastic sensor based
on the aHL nanopore for PEG increases with the decrease of the
solubility of the polymer; This allows us to predict that among
the alkaline chlorides studied, KCl should be used as an "ideal"
salt to favor the stochastic detection of the PVP, since it

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

presents a lower solubility (greater salting-out effect. The
established values of the solubilities showed a significant
negative correlation with the association rate constant and
significant positive correlation with the dissociation rate
constant and the constant formation (Fig. 4B, C and D
respectively). In accordance with the effect of halide anions, the
alkali cations perform their influence at both rate constants for
PVP/aHL nanopore interaction through of the same salting-out
phenomenon. This specific effect appears dominated by
hydration—dehydration processes where cations and PVP
compete for water.

These results corroborate the idea of the salting-out effect in
confined spaces proposed by Rodrigues and colleagues to
explain the strong dependence of both the resistive pulse
frequency and the residence time of the polymer in the
nanopore (Rodrigues et al 2008, 2011). In salting-out, competition
for hydration water between ions and non-electrolytes leads to
precipitation of the latter. This model requires the assumption that
hydration is somehow compromised when the polymer is in the
nanopore. Thus, a polymer molecule entering the pore encounters
an environment depleted of water, i.e. essentially finds itself in a bad
solvent, and therefore has an increased probability of undergoing
collapse and adsorption to the protein channel.5:12.23,29
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Mechanisms the translocation of PVP through aHL nanopore
bathed by 4M KCI

To promote greater clarification about the mechanisms involved in
the sensibility of the stochastic sensor based on the nanopore unitary
proteins, we evaluated the mechanisms involved in the translocation
of PVP in 4M KCI.

In polymers studies, a numerical model was formulated and
associated important aspects of the apparent sensitivity of this
polymer-pore interaction to the degree of polymerization. However,
a full physical explanation of the exquisite dependence of the
residual pore current of the blocking polymer is still lacking. In

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx

particular, it is still not clear which molecular properties, i.e. mass
itself, physical length of the chain, monomer number, cross-sectional
area, hydrodynamic volume, conformations, density or
hydrophobicity are dominant or at least important in determining
the depth of block or the dwell time of resistive pulses.??

As shown, in detail, in figure 5 the interactions of the PVP molecules
with the aHL nanopore produced 3 different resistive pulses patterns
(Level 1, 2 and 3), which are repeated constantly throughout the
recording of current. The blockages show relatively rapid transitions
between levels and types de blockages can be associated with
different results of PVP-nanopore interaction.
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As reported before, we attribute these spikes to molecular events
whereby a single PVP enters the protein B-barrel and induces
reversible partial blocks of the ionic current through steric occlusions
of the ion permeation pathway, before getting released to the cis
side of the membrane under the influence of the potential imposed
across the pore, positive on the polymer side addition. We stress
that in all the analyses we excluded the distinct population of very
fast occurring, low-amplitude spikes, which reflected blockage
events due to bumping into of the polymer the pore mouth, and not
the actual capture events of the polymer into the inner region of the
aoHL B-barrel that eventually lead to the electrophoretic translocation
of the PVP to the cis side of the membrane. The translocation was
observed experimentally by the abrupt reduction of the current to
~93% of the open pore value (Level 3 ), that is, the same criterion
adopted in other studies.3933 Levels 1 e 2 were observed
experimentally by the abrupt reduction of the current to ~ 32.75 %
and 62.06%, respectively. The resistive pulses are dependent on the
polymer length N, polymer configuration, polymer—pore interaction,
and charge of the polymer.343>

]JThe behaviour can be explained using four factors: (1) volume
occupancy fraction inside the pore; (2) the conformation of the
polymer; (3) the location of the polymer inside the pore; and (4) the
total charge inside the pore.3637 We believe that in this case, each of
the current profiles represents the interaction of the polymer with
the two regions (Level 1 and 2) of pore narrowing before finally doing
the complete translocation (Level 3). The a-HL’s b-barrel (inner
diameter of 20 A) and its vestibule (average diameter of 46 A) have
distinct sizes and distinct chemical and topological properties.38 This
results in distinct current blockades when the polymer resides of the
along the nanopore. The MD simulation results show that PVP
molecules demonstrate globular structure with angularly shaped,
when in solution. In addition, polymers when they are confined in
the pore at high salt concentrations are not present as random coils,
but also as globules.?®

This behavior may be associated with decrease in the mean
interaction times as the polymer captured to the pore. As shown in
the scatter plot and the time duration histograms for each level (Fig.
5C-F). For level 3 events, there is deep current level. We believe that
this is the direct translocation of a PVP chain through the B-barrel,
exiting on the cis side of the pore. It presents an average
translocation time of 0.047 + 0.001 s. There is a 53.94 + 2,18% %
probability of a PVP chain translocation event (level 3) occurring.
These differences in translocation dynamics of each polymer
probably depends on the nature of the polymer chain. As for the
other two levels, the time gradually increases from level 2 (0.050 +
0.00164 s) to level 1 (0.057 + 0.001 s). Considering that level 1
presents the shallowest level blockade. We believe that the polymer
it may fold itself. Chains with folded conformation are less likely to
translocate through the pore, resulting in a greater interaction
time.3340 Similar results are obtained in the work of with
polypeptide.®® It is presumed that the PVP chain is trapped in
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the B-barrel, and then it threads into part of constriction and
delay longer time to translocate through the pore.° This
behavior suggests that the different conformations of the polymer
interact differently with the pore interaction sites. Besides the
technique allow the detection of the PVP, still can infer about the
conformations of the polymer in solution of high ionic strength.

Conclusions

In this work, we systematically investigated the translocation
and interaction of the nonionic polymer, PVP, with a protein
nanopore formed by aHL in planar lipid bilayers in solutions of
different of the cations of the Hofmeister series. We found that
the type of cation has very influence on the rate constants of
the process. Consequently, the transition rate of the nanopore-
based sensor was correspondingly changed. All probed cations
follow the Hofmeister ranking according to their influence on
the on-rate constant (K* > Cs* > Rb*). An inverse relationship was
demonstrated for the off-rate and the solubility of the analyte
(K*< Cs* < Rb*). Therefore, a salting-out phenomenon is
responsible for the cation induced effect on single molecule
interaction of PVP with solitary protein nanopores. The specific
effect appears dominated by hydration-dehydration (chemical)
processes where ions and cosolutes compete for water.
Additionally, in the solution (4 M KCI) the occurrence of direct
translocation of PVP through the nanopore corresponds to
approximately 50% of all types of resistive pulses, therefore, in
only half the times the PVP enters one side in the nanopore, its
output occurs from the opposite side. The results found in this
study can help the understanding of the physicochemical
conditions of molecular translocation or interaction of the
polymeric analyte with the protein nanopore.
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5 CONCLUSOES

)] O nanoporo da aHL detecta o PVA e o PVP nas solu¢des analisadas,
porém, o KCI é mais adequada,;

1)) O PVA induz quatro tipos de pulsos resistivos e dois modos de
translocacéao;

i) A frequéncia de translocacdo e o tempo de permanéncia do PVA no
nanoporo sédo dependentes do potencial transmembrana;

V) As constantes de associacao e de dissociagdo do complexo PVP-nanoporo
dependem do tipo de ion de Hofmeister;

V) O PVP induz trés tipos de pulsos resistivos e um modo de translocacéao.

Vi) Propomos que cétions de Hofmeister podem formar complexos com o PVA
e PVP, tornando-os moléculas carregadas, influenciando na interacao e
translocacdo destes polimeros através de espacos nanoconfinados.

Deste modo, nossos resultados podem dar uma nova visdo sobre a dinamica de
translocacdo de polimeros em sistemas de nanoconfinamento e contribuirdo para o
desenvolvimento de dispositivos baseados em nanoporos.
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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. Several 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.,
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