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RESUMO

A elaboracdo de nanobiossensores altamente sensiveis e com seletividade
funcional tem aplicacdes importantes para fins de resiliéncia e conservagdo dos
recursos naturais que podem contribuir em projetos que visam a apontar areas
degradadas e contaminadas (solo e agua), além de ser um indicador de
gualidade. No presente trabalho, um nanobiossensor foi desenvolvido com base
na biomimética do mecanismo de agdo dos herbicidas nas plantas, juntamente
com as ferramentas de Microscopia de Forca Atdbmica (AFM). Para detectar a
molécula do herbicida diclofop, a técnica da construcdo do biossensor se baseou
na funcionalizacdo quimica das superficies de cantilevers de AFM e do substrato,
onde a molécula alvo foi fixada. Através da funcionalizagdo quimica dos
cantilevers e substratos priorizam-se as ligagbes quimicas, aumentando a
especificidade do nanossensor. O design e arquitetura molecular do
nanobiossensor foram baseados no arranjo molecular espacial, na eficiéncia e
localizagao da ligagdo, na especificidade de interagdes enzima-substrato e suas
energias de ligacao, as quais foram analisadas por Docking Molecular e Dinamica
Molecular. Os resultados foram baseados na forca de adeséo (obtidos através de
curvas de forca) entre a ponta do AFM funcionalizada com a molécula sensora
(enzima ACCase) e do substrato funcionalizado com herbicidas. Os resultados
indicam que a molécula alvo do agroquimico que inibiu especificamente essa
enzima foi eficiente, quando comparado com outros herbicidas ndo inibidores. A
diferenca entre os valores de reconhecimento especifico (diclofop) e néo
especifico (imazaquin, metsulfuron e glifosato) foi, em média, 90%. Esta evidéncia
comprova a seletividade e especificidade do nanobiossensor. Este trabalho
apresenta a primeira evidéncia da deteccdo ao nivel molecular do diclofop por

sensores de ponta de AFM.

Palavras-chave: nanobiossensor enzimatico, detec¢éo de agroquimicos, diclofop,

Microscopia de Forca Atbmica, Agricultura, Nanotecnologia



THE DEVELOPMENT OF A NANOBIOSENSOR FOR MONITORING T HE

ENVIRONMENTAL QUALITY IN AGRICULTURE

ABSTRACT

The elaboration of highly-sensitive and selective functional nanobiosensors has
significant applications for purposes of resilience and conservation of natural
resources, to contribute on projects aimed to pointing out degraded and
contaminated areas (soil and water), as well as being a quality indicator. In the
present work, a nanobiosensor has been developed based on the biomimicry of
the action mechanism of the herbicides in plants coupled with the Atomic Force
Microscopy (AFM) tools. To sense the herbicide molecule at very low
concentrations, the technique of the sensor construction was based on chemical
functionalization of the surfaces of the AFM probes and substrate in order to
prioritize covalent bonds and to improve the molecules flexibility, as well as to
achieve reproducibility and accurate results. The architecture and molecular
design of the nanobiosensor were based on the molecular spatial arrangement,
binding efficiency and localization, host-guest specificity, and its binding energies
which were analyzed by Molecular Docking and Molecular Dynamics Simulation.
The results were based on the adhesion force (carried out by force curves data)
between the AFM probe functionalized with ACCase enzyme and the substrate
functionalized with herbicides. The results indicate that the specific target molecule
of agrochemical was efficient, when compared with others nonspecific
agrochemicals. The difference between the values of specific recognition (diclofop)
and nonspecific (imazaquin, metsulfuron and glyphosate) is, on average, 90%.
This evidence validates the selectivity and specificity of the nanobiosensor. This
work presents the first evidence of nanolevel detection of diclofop by AFM probes

Sensors.

Key-words: enzyme-based nanobiosensor, agrochemical detection, diclofop,

Atomic Force Microscopy, Agriculture, Nanotechnology
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1 INTRODUCAO

A producao de alimentos foi aprimorada no século XIX devido a melhorias
tecnolégicas em técnicas agricolas, tais como o uso de maquinarios modernos,
fertilizantes e moléculas mais eficientes de agroquimicos [1, 2]. Juntamente com a
utilizacado de agroquimicos, emergiu também a contaminacado do meio ambiente e
problemas causados a saude humana, como efeitos carcinogénicos [3, 4] e
efeitos genotdxicos [5], causados pelo volume indiscriminado de agroquimicos em
diversas culturas [6]. Consequentemente, a qualidade ambiental associada aos
parametros fisicos, quimicos, biolégicos, sociais e econdmicos relacionados com
tal contaminacdo é afetada, modificando o equilibrio que existe entre 0 meio
ambiente e saude publica e animal.

Atualmente, a deteccdo de agroquimicos depende quase inteiramente de
espectrometria de massa [7, 8], extracdo em fase sdélida magnética [9],
cromatografia gasosa por captura de elétrons [10, 11], cromatografia liquida de
alta eficiéncia [12, 13] e via resposta bioluminescente em bactérias [14]. Com a
utilizacdo destes métodos citados é dificil alcangar um maior limite de deteccao
para baixas concentracdes, assim como existe a possibilidade e tendéncia das
amostras se degradarem termicamente antes do processo de deteccéo.
Adicionalmente, muitos agroquimicos atualmente utilizados n&do s&o passiveis de
deteccdo por meio de técnicas cromatogréficas, ou pelo menos ndo nas
concentracfes suficientes para satisfazer os limites considerados seguros para a
fauna, flora e a saude humana, sendo que cada grupo possui seus limites
caracteristicos [15]. Dessa forma, € necesséria a busca por outras metodologias
de deteccdo de agroquimicos, onde a utilizagdo de sensores/biossensores tem se
mostrado promissora [16-20].

Recentemente, 0s sensores e biossensores baseados em cantilevers, que
sdo sondas empregadas na Microscopia de Forca Atbmica (AFM, do inglés
Atomic Force Microscopy), vém apresentando resultados promissores na
deteccdo de substancias na micro e nanoescala [21-23]. Quando 0 uso de

cantilevers quimicamente modificados € combinado com métodos de deteccdo



especificos, obtém-se um sensor que pode detectar concentra¢cdes muito baixas
de uma gama de substancias variadas. Neste contexto, uma das ferramentas
mais praticas e fundamentais para criar sistemas de nanossensores baseados em
AFM é chamada de Espectroscopia de Forca Atdbmica (AFS, do inglés Atomic
Force Spectroscopy) [24, 25]. A ferramenta AFS é fundamentada em curvas de
forca versus distancia, que fornecem dados importantes sobre as forcas de
interacdo em eventos de reconhecimento, sejam eles de ligacdes especificas ou
inespecificas. Igualmente essencial e util em sistemas de bionanosensoriamento
é a ferramenta chamada Funcionalizacdo Quimica. Por meio desta técnica, as
propriedades quimicas de superficies variadas podem ser modificadas, o que
permite a criacdo de um modelo padrédo de moléculas para imobilizar os analitos
alvo e as moléculas que irdo desempenhar o sensoriamento [26-28].

Neste sentido, este trabalho foi baseado no desenvolvimento de um
nanobiossensor enzimatico de em pontas de AFM para a deteccdo de moléculas
de agroquimicos, especialmente moléculas de diclofop. O diclofop € um herbicida
gue pertence ao grupo dos aryloxyphenoxypropionatos (APPs) de herbicidas. O
modo de acgdo deste grupo quimico é a inibicdo da enzima ACCase (acetil-CoA
carboxilase) [29, 30], enzima esta que esta presente em quase todas espécies de
plantas daninhas. Ao inibir a acdo da enzima ACCase, a biossintese dos acidos
graxos € interrompida, resultando na morte das plantas [31, 32]. O
nanobiossensor enzimatico desenvolvido para a deteccdo do herbicida diclofop e,
possivelmente, outros herbicidas do grupo APPs, é considerado o primeiro relato
de deteccdo de moléculas de diclofop na escala micro e nano utilizando um

nanobiossensor.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho de pesquisa foi construir um
nanobiossensor baseado em pontas de AFM para a deteccéo ao nivel molecular e
em tempo real do herbicida diclofop, baseado na biomimetizacdo do fendmeno
biologico de inibicdo enziméatica por herbicidas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Funcionalizar quimicamente a superficie da ponta de AFM para imobilizar
a molécula sensitiva (enzima ACCase) de forma que os sitios ativos ndo sejam
inutilizados;

» Funcionalizar quimicamente a superficie do substrato (mica) para
imobilizar a molécula alvo (diclofop);

» Caracterizar a eficiéncia das etapas da funcionalizacdo quimica por meio
da Espectroscopia Raman e;

» Caracterizar a eficiéncia do dispositivo através de curvas de forga.






3 FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 NANOTECNOLOGIA, AGRICULTURA E MICROSCOPIA DE FO RCA
ATOMICA

A Nanotecnologia, dentro de inUmeros significados, tem sido definida como
a tecnologia relacionada com materiais, sistemas e processos que operam e
funcionam na escala de 1-100 nm [2]. Aplicacdo da Nanotecnologia na agricultura
€ considerada como o proOximo passo natural na ciéncia, j& que esta € uma area
multidisciplinar, integrando a Engenharia com a Biologia, Quimica e Fisica. Neste
sentido, a Nanotecnologia tem o potencial de aprimorar a industria agricola e de
alimentos com novas ferramentas para o tratamento e detec¢cdo molecular de
doencas e pragas e aumentando a eficiéncia de fertilizantes e agroquimicos, por
exemplo.

Em termos de aplicacéo agricola, a Nanotecnologia possui quatro areas de
tendéncias tecnologicas que podem ser apontadas: 1. Sensores, sistemas de
distribuicdo inteligentes e dispositivos de diagnostico para monitoramento das
condi¢cdes ambientais; 2. Controle da disponibilidade de agua e de nutrientes em
tempo real; 3. Engenharia Genética de plantas e animais para melhorar a
produtividade e; 4. Producdo de nanomateriais voltados para uso agricola em
geral (elaboracdo de moléculas, formulacées e embalagem do produto final, por
exemplo) [1, 33]. A area de sensores, sistemas de distribuicdo inteligentes e
dispositivos de diagnostico sdo promissoras para a Agroindustria no que tange o
aprimoramento dos indices de qualidade ambiental por intermédio da mitigacéo e
remediacdo areas contaminadas e degradadas por agroquimicos [2].

Nas ultimas décadas, tanto as terras voltadas para a producdo agricola
como as areas no entorno desta pratica, tém sofrido com o crescimento de
culturas resistentes a agroguimicos comprometendo a eficiéncia da producao de
alimentos. A grande biodisponibilidade de moléculas de agroquimicos no
ambiente é importante do ponto de vista fisioldgico tanto de plantas quanto de

seres humanos e animais, j& que também existem relatos de intoxicagcdo humana



por contato direto e indireto com agroquimicos [34]. Estudos e aplicagbes da
Nanotecnologia na Agricultura visam criar novos meétodos para reduzir a
poluicdo/contaminacdo, aumentar a qualidade ambiental desses ambientes e,

consequentemente, tornar a Agricultura mais sustentavel.

3.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Em 1981, a Microscopia de Tunelamento por Varredura (do inglés
Scanning Tunneling Microscope - STM) tornou-se uma ferramenta Uutil na
caracterizacdo de superficies de materiais condutores em escala atdmica [35]. A
maior limitacdo desta técnica foi justamente o0 seu principio: a necessidade da
amostra ser condutora (metais/semicondutores). Por causa desta limitacdo, em
1986, Binnig, Quate e Gerber, propuseram um novo tipo de microscopio para
superar este obstaculo, pois ao invés de medir corrente elétrica, este novo
equipamento de analise pode medir forcas em escala atdbmica [36]. Esse
microscopio era o Microscopio de Forca Atdmica (AFM — do inglés Atomic Force
Microscope). Por meio desta nova técnica, uma vasta quantidade de materiais
puderam ser analisados e caracterizados ao nivel atdmico. Como o AFM fornece
o perfil da superficie da amostra medindo as forcas entre sua ponta e uma
superficie, pode-se afirmar que a quantidade de forca medida durante as analises
€ dependente da constante de mola do cantilever e da distancia entre este e a
superficie da amostra.

Dessa forma, a forga de interacdo entre os grupamentos quimicos da ponta

do AFM e do substrato pode ser calculada pela lei de Hooke [24]:

F =k Ax (1)

onde F é a forca de interacdo, Ax € deflexdo do cantilever (nm) e k € a constante
elastica do cantilever (N/m), que depende de sua geometria e do material de

construcao.



A distancia entre a ponta e a amostra € de fundamental importancia para a
caracterizacdo de um material, para a resolucdo das imagens e qualidade dos
resultados. Dessa forma, o0 modo de varredura em gque o microscopio trabalha é
importante para uma andlise de qualidade de Microscopia de Forca Atémica.
Nesse aspecto, trés modos de operagao sao definidos de acordo com a distancia
existente entre a ponta e amostra [37]: 1. Contato: Forcas repulsivas de van der
Waals (vdW) sdo predominantes; o escaneamento da amostra é rapido e,
portanto, pode danificar amostras “moles”; 2. Nao-contato: Forgcas atrativas de
vdW sao predominantes; geralmente fornece uma imagem de baixa resolucéo;
nao danifica a amostra; 3. Contato intermitente (tapping mode): permite boa
resolucdo das imagens; velocidade de escaneamento € geralmente baixa. A

Figura 3.1 ilustra os trés modos de operacao.

Cantilever
"y — < W
o ,7 —~. V
Amostra _\/— Ponta . ‘;?
= > ) e >
|
Substrato

Contato MN&o-Contato Intermitente

Figura 3.1 Modos de operacdo do AFM: Contato, N&o-Contato e Contato
Intermitente (tapping mode) [37].

O AFM pode operar também em meios diversos, como 0 ar, vacuo e
liquido. No que tange a operacdo de nanossensores de ponta de AFM, a escolha
do meio adequado é influenciada tanto pelas caracteristicas das moléculas de
sensoriamento, como pelas propriedades das moléculas alvo. Na maioria das
vezes, nanobiossensores que utilizam enzimas e proteinas como elementos de
sensoriamento sao utilizados em meio liquido para preservar a estrutura terciaria
dessas biomoléculas, evitando assim, sua desnaturacado e consequente perda de

sua funcionalidade.



Quando os experimentos sdo realizados em meio liquido, deve-se prestar
atencdo a algumas variaveis relacionadas as forcas intermoleculares atuantes no
sistema que requerem identificacdo e quantificacdo, como por exemplo, as forcas
de vdW, hidratacdo, solvatacdo, dupla camada, elastica e hidrofébica [25]. Ja
quando o sistema de sensoriamento é conduzido no ar ou vacuo, forgas como

vdW, elastica, adesdo, quimica e eletrostatica devem ser averiguadas [25].

3.2.1 Microscopia de Forca Quimica (CFM)

O AFM é uma ferramenta muito importante para medir e mapear
quimicamente superficies, bem como a natureza das forcas de interacdo de
materiais e amostras biologicas através do controle das interagdes quimicas entre
a ponta do AFM e a amostra [38, 39]. Esta técnica € conhecida como Microscopia
de Forca Quimica (CFM, do inglés Chemical Force Microscopy) e baseia-se nas
analises realizadas por pontas de AFM guimicamente modificadas com grupos
funcionais expostos, propositalmente e arquitetados para realizar uma funcgéo
exclusiva em um sistema [38-42]. A CFM pode ser empregada na realizacdo de
métodos de titulacdo por AFM para obter o valor de pKa aparente na superficie de
uma amostra [43], para definir as for¢cas adesivas e a energia em uma superficie,
localizar uma substancia especifica, aferir forcas intermoleculares (intera¢des do
tipo chave-fechadura/encaixe induzido em um ambiente complexo), detectar
grupos  quimicos dominantes, mapear, determinar e analisar a
hetero/homogeneidade de superficies em tempo real [44].

A CFM tem sua origem em procedimentos de funcionalizagdo quimica (ou
simplesmente funcionalizacdo), que ¢é justamente a modificacdo das
caracteristicas quimicas de uma superficie por meio da insercdo de novas
espécies moleculares em um ambiente controlado. Por meio da funcionalizacédo, a
CFM pode ter aplicacdes muito Uteis na criacdo e caracterizacao de superficies
quimicas sintéticas, sensores inteligentes e dispositivos de micro/nanofluidica,
onde ndo basta apenas ligar diversas espécies moleculares, sendo necessario
também, buscar a funcionalidade do dispositivo e uma determinada finalidade
pratica.



3.2.2 Espectroscopia de Forca Atdmica (AFS)

A AFS é uma das ferramentas mais promissoras no que tange a obtencao
de processos de reconhecimento com resolucdo molecular. Em anélises
biolégicas, a AFS permite aferir a interacdo especifica que rege as moléculas em
suas condi¢des fisioldégicas, bem como tem a capacidade de fornecer informacdes
sobre a cinética e a termodinamica de um conjunto de moléculas que interagem
entre si. A AFS também pode completar abordagens classicas da bioquimica,
oferecendo a possibilidade de esclarecer aspectos ndo convencionais
relacionados com processos de reconhecimento especifico, mudancas
conformacionais e heterogeneidade da populacdo molecular de uma amostra [45].
Em virtude desses atributos, a AFS é uma técnica particularmente favoravel para
pesquisar sistemas bioldgicos.

Quando o AFM realiza ensaios de AFS, a ponta do cantilever € movida na
direcédo vertical, z, (perpendicular ao plano da amostra) para baixo, até ficar em
contato com a superficie da amostra e, em seguida, experimentada a interacao, a
ponta é forcada a se soltar da amostra (movimento para cima) até voltar a sua
posicdo inicial. Esse movimento induzido resulta nas curvas de forca e € uma
funcdo do deslocamento piezoelétrico (scanner). A Figura 3.2 mostra uma curva
de forca tipica, identificando suas regides: A-B: A ponta do cantilever € induzida
ao contato com a amostra; B-C: A ponta € pressionada contra a superficie da
amostra até a regido C e o cantilever se curva para cima; C-D: O cantilever
comeca a entrar em equilibrio com as forcas de superficie; D-E: o cantilever sofre
uma deflexdo devido as forcas de atracdo (adesdo); E-F: no ponto E tem-se a
ruptura da ponta com o substrato. No ponto G, o cantilever volta a sua posi¢ao
inicial. A distancia vertical F-G corresponde ao valor da for¢ca de adesao (Fags)
entre a ponta e a amostra (pontual) e; G-H: A ponta e a amostra ja ndo estdo mais
em contato [35, 46].

A partir dessas curvas de forca é possivel averiguar como as biomoléculas
interagem, como complexos ligante-receptor se formam, como as moléculas estao

orientadas tanto na ponta como no substrato e, portanto, se assumem uma
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configuracdo geométrica favoravel ao reconhecimento especifico. Do mesmo
modo, outras informacdes como a extensdo das ligacbes (comprimento de
desacoplamento) [27], a tendéncia e comportamento do processo de
desacoplamento das moléculas e se o processo de ligagdo é ou ndo reversivel,
também podem ser obtidas. Essas averiguacdes podem mimetizar o que ocorre
em sistemas biologicos, indicando horizontes para aplicacbes de novos

medicamentos e sistemas de biorremediacdo ambiental, por exemplo.
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Figura 3.2 (A) Curva de forca tipica e (B) Diagrama esquematico do movimento

vertical da ponta do AFM durante a aproximacdo e retracdo de uma

curva de forga [35].

Diversas estratégias estdo sendo criadas para imobilizar as moléculas na
ponta do AFM e em outros substratos de modo a favorecer uma interacao correta
entre eles (arquitetura/design de moléculas), para reduzir eventos mdultiplos e
diferenciar os eventos de reconhecimento especificos (Figura 3.3A) e
inespecificos (Figura 3.3B) dentro do sistema de estudo. No contexto dos

nanossensores, sabe-se que o0s dispositivos utilizados na AFS (cantilevers e
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pontas de AFM) séo baseados na tecnologia do silicio (SiO», Si, SisN4 [47]) e que
estes ndo tem, por si sO, atributos sensitivos. Para habilitar esses materiais a
serem sensores seletivos e sensiveis, comumente suas superficies sé&o
funcionalizadas com organosilanos que possuem grupos funcionais terminais
ativos para fornecer uma interface adequada entre o transdutor de silicio e as
moléculas a serem arquitetadas em sua superficie. Para aumentar a capacidade
de reconhecimento especifico, uma das etapas adicionais da funcionalizacéo é a
adicdo de um elemento que seja flexivel, que possa atuar como um espacador
(linker), como por exemplo, o glutaraldeido, alcanotidis e o polietileno glicol
(PEG), sendo este ultimo o mais utilizado [48]. As funcBes desses espacadores
em um sistema de sensoriamento na nanoescala sdo: fornecer mobilidade e
liberdade de orientagdo estrutural para as moléculas, auxiliar a distinguir os
reconhecimentos especificos dos nado especificos, prevenir deformidades
estruturais e desnaturacdo de moléculas bioldgicas e colaborar para a orientacéo
uniforme das moléculas na superficie, além de atuarem como uma ponte entre as
superficies inorganicas e as biomoléculas [45]. As imobilizacdes desses
grupamentos quimicos em superficies, como as das pontas de AFM, sédo
semelhantes a um jogo de pecas de montar, onde o encaixe dos blocos
(moléculas) pode ocorrer via reticulacdo ou adsorcao fisica, onde o ambiente e a
superficies sado controlados para imobilizar moléculas através das forcas naturais
presentes; ou entdo podem ocorrer através da formacao de ligagBes covalentes,
que é a metodologia mais utilizada, onde a modificacdo da superficie € alcancada
atraves de reacdes quimicas [27, 49-51].

Mais especificamente, para planejar a funcionalizacdo quimica de
superficies para sistemas de sensores baseados em pontas de AFM, é
imprescindivel conhecer a geometria da ponta utilizada, bem como sua constante
elastica e as moléculas que irdo fazer parte do sistema de estudo. Por exemplo,
se o sistema de sensoriamento requer a deteccdo de moléculas de antigeno,
como uma toxina, a biomolécula que ird reconhecé-lo ser4d seu anticorpo
especifico e ndo uma enzima desconhecida. Para prever os tipos de interacgéo,

energias de ligacdo, conformacado estrutural, propriedades elétricas e coeficiente
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de inibicdo (ligacdo) de um sistema de sensoriamento em nanoescala, a

Modelagem Molecular pode ser uma ferramenta adequada [52].
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Figura 3.3 (A) Ligacdo especifica, forca de adeséo (Fags) de grande magnitude;

(B) Ligacéo nao especifica, magnitude da forca de adeséo é pequena.

As curvas de forca séo estatisticamente significativas quando feitas em

série e repetidas 1 vezes, a fim de produzir um universo que represente de forma
fidedigna e confiavel o que a amostra realmente representa como um todo. Para
tanto € conveniente fazer linhas de varreduras pontuais das forcas de adeséao
(Fags) em diversos padrbes geomeétricos, como em quadrados e linhas diagonais,

por exemplo. Dependendo das caracteristicas do sistema, as regides mais



13

interessantes de se analisar podem ser especificadas pela imagem topogréafica de
AFM fornecida previamente na analise elou pelas funcdes fornecidas pelo
software do equipamento.

AplOs obter uma amostra representativa de dados, um histograma de
frequéncia relativa dos valores de forca de adeséo é obtido e através dele, pode-
se obter uma faixa de valores padronizados de Fa4s. Em outras palavras estes
histogramas mostram a distribuicdo estatistica das forcas de adeséo, que € dado
pela distancia vertical encontrada na curva de forca. Este tipo de dado é de
extrema utilidade quando o nanobiossensor visa aplicacdes analiticas, ja que a
partir dele, pode-se verificar se uma amostra real estd dentro das condicbes
estatisticas padronizadas previamente e, portanto, dizer se a amostra real contém

a molécula procurada.

3.3 NANOBIOSSENSORES

Os biossensores sao ferramentas analiticas que combinam biomoléculas
(acido nucleico, enzima, anticorpo, receptor, célula, tecido) imobilizadas com
transdutores quimicos ou fisicos para criar uma superficie que permita a medi¢cao
direta, possivelmente continua, de um analito especifico [53].

Dependendo da natureza do elemento de reconhecimento do sistema
transdutor escolhido, o significado de biossensor pode ser estendido. Em
determinados eventos pode ser de interesse priorizar a seletividade e/ou
sensibilidade do sensor enquanto que em outro evento, o intervalo de resposta ou
de habilidade de regeneracdo da superficie de interacdo seja a prioridade. Neste
contexto, a miniaturizacdo das partes sensitivas por intermédio da Nanotecnologia
€, em varios episodios, atraente e viavel. Deste modo, quando a sensibilidade e a
seletividade do biossensor sé@o investigadas na escala nano (compreendidos na
escala de 1-100 nm), estes dispositivos recebem o nome de nanobiossensores
[54].

Assim, podem-se definir os nanobiossensores como sendo materiais
funcionais e sensitivos utilizados para transmitir informagfes quimicas, fisicas,

guanticas ou bioloégicas sobre materiais e moléculas diversas. Os



14

nanobiossensores ndo S80 apenas sensores pequenos, mas sim sensores que
utilizam e detectam fendémenos fisicos, quimicos, biolégicos e quanticos na micro

€ na nanoescala.

3.3.1 Classificacdo dos Nanobiossensores

Os nanobiossensores podem ser classificados de acordo com quatro
critérios fundamentais: i. Quanto ao método utilizado para detectar a interacdo
desejada; ii. Quanto ao tipo de interacdo que se estabelece entre o elemento
sensor e o analito; iii. Quanto ao sistema de transducéo e; iv. Quanto a natureza
do composto de reconhecimento (biolégico ou nao biolégico) [54]. Através de
diversas combinacOes entre esses critérios, podem surgir diferentes tipos de
nanobiossensores que séao definidos e categorizados por seus diferentes alvos de
deteccdo, materiais que sao feitos e pelos sinais que utilizam para transmitir

informag&o, como mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Componentes principais que dao origem aos nanossensores [55].

NANOSSENSORES
Materiais Sinais Alvo
Cantilevers de AFM Opticos Anticorpos
Cantilevers de AFM Mecanicos Peptideos
Nanoparticulas o Moléculas biolégicas
_ . Elétrico _
metalicas/magnéticas diversas
. Analitos inorganicos
Nanotubos Magnético _
perigosos
Nanocanais Eletroquimico Aptamero
Cantilevers de AFM Piezoelétrico Enzima

De acordo com a teoria que envolve 0s nanobiossensores, 0S
componentes mostrados na Tabela 3.1 se ajustam a varias combinacdes.
Contudo, na pratica, a escolha da molécula biolégica sensorial depende dos
atributos da molécula alvo de interesse [54].
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3.3.2 Nanobiossensores de Ponta de AFM

O AFM, aléem de ser atil em analises de imageamento de diversos tipos
superficies e fornecer dados das propriedades mecanicas das mesmas [56],
também pode ser empregado como um instrumento de sensoriamento nha
nanoescala. O mesmo dispositivo utilizado para as analises de varredura de
superficies em AFM, o cantilever com uma ponta pode ser utilizado para medidas
pontuais de interacéo e reconhecimento especifico de diversos analitos. Sensores
construidos com base neste dispositivo sdo chamados de nanossensores de
pontas de AFM (ou de sonda, ou de tip) e, sdo baseados na resposta de interacao
entre a ponta do cantilever com um substrato especifico ou ainda entre as
moléculas imobilizadas no apice de sua superficie, como uma funcéo da distancia
de separacéao relativa entre eles. Dados desse reconhecimento sao fornecidos por
curvas de forca versus distancia, como ja foi visto no item 3.2.2. Neste contexto, a
AFS consegue fornecer dados relativos ao comportamento de moléculas nas
superficies através de forcas de alongamento e tor¢cdo, bem como a sua resposta
de indentacéo [26, 57].

Os nanobiossensores de ponta de AFM podem detectar tanto analitos
inorganicos, como organicos, podendo ser construidos através da funcionalizacao
quimica de sua superficie com elementos de sensoriamento biologicos
(biomoléculas) [52] ou biomiméticos [54].

Geralmente as pontas de AFM séo funcionalizadas quimicamente com o
objetivo de promover uma ligacdo covalente para imobilizar ou adsorver
fortemente uma molécula sensorial (enzima ou anticorpo na superficie da ponta)
[21, 26, 58]. Na maioria das vezes, as intera¢des especificas entre esse sistema e
0 substrato (amostra) sao reversiveis, permitindo o monitoramento continuo de
amostras [59]. Estes sensores sao instrumentos muito Uteis para a analise de
doencas e deteccédo de moléculas toxicas no meio ambiente, ja que sdo altamente
seletivos e sensiveis [60, 61].

As principais vantagens dos nanobiossensores de ponta de AFM estao
relacionadas, principalmente, com os limites de deteccdo baixos, ao nivel
molecular. Os nanobiossensores de ponta de AFM também apresentam

vantagens de performance, como resposta instantanea/em tempo real e, em
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alguns casos, portabilidade [62]. Por serem dispositivos que permitem a
imobilizacdo de moléculas especificas, os nanobiossensores oferecem também
um reconhecimento especifico e direcionado, evitando assim ligacfes cruzadas
inespecificas. Adicionalmente, esses sensores sdo considerados como sendo
sensores inteligentes, ja& que podem ser empregados como sistemas
independentes de deteccdo ou integrados as redes de dados [62]. Igualmente,
apresentam o beneficio de detectar analitos multiplos e, dependendo do design
do nanobiossensor, podem ser reutilizaveis e mimetizar ambientes organicos [63].

Inversamente, 0 ponto negativo dos nanossensores de ponta de AFM esta
ligado ao fato de que os sistemas de sensoriamento empregados para seu
funcionamento precisam ser estudados extensiva e detalhadamente para que se
possa escolher tanto a melhor geometria da ponta, como as moléculas
apropriadas para desempenhar o papel de elemento sensitivo. Além disso,
também é preciso indicar o método de funcionalizacdo adequado de modo que 0s
sitios ativos ou grupamentos quimicos principais estejam disponiveis para
promoverem as ligacdes. Ter dimensdes na nanoescala, o grande beneficio
desses sensores, também pode ser uma grande desvantagem, ja que os eventos

na dimensao nano se tornam mais dificeis de serem controlados.

3.4 HERBICIDAS INIBIDORES DE ENZIMAS

Enzimas sdo estruturas organicas que catalisam reacfes em processos
bioldgicos [64]. Todos os processos bioquimicos ao nivel celular dependem de
enzimas, que por isso sdo essenciais a manutencdo da vida. Em uma reacgéo
catalisada por uma enzima, esta se liga ao seu substrato para formar o complexo
enzima-substrato. A especificidade de uma enzima é determinada por sua
composicdo e pela disposicdo espacial dos aminoacidos que constituem suas
proteinas. O substrato € a substancia inicial que é transformada em um produto
especifico na reacdo catalisada pela enzima e liga-se, na mesma, por meio de
interacbes ndo covalentes a uma pequena por¢do da enzima conhecida como

sitio ativo, frequentemente situado em uma fenda ou bolso da superficie da
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proteina (que contém o0s aminoacidos essenciais para a atividade enzimética)

[64]. Um exemplo dessa reacao catalisada € ilustrado na Figura 3.4.

A sybstrato B Produto C D
Produto

- - +

Enzima Enzima Enzima

Figura 3.4 Formacao do produto a partir do complexo enzima-substrato, seguida
pela liberacdo do produto e regeneragdo enzima. Adaptado de
Campbell [64].

Na Figura 3.4A, pode-se observar a formacdo do complexo enzima-
substrato, a qual ocorre devido a interacdes altamente especificas entre o
substrato e as cadeias laterais dos aminoacidos que constituem o sitio ativo. Na
transicdo de A para B, ocorre o estado de transicdo, onde as ligacfes sao
rearranjadas. Neste ponto, dois modelos importantes foram descritos para
descrever esse processo de ligagdo: Modelo Chave-Fechadura e o Modelo de
Encaixe Induzido (Host-Guest), sendo este ultimo mais aceito atualmente [65], j&
que leva em consideracdo a flexibilidade conformacional tridimensional das
proteinas e ndo apenas o grau de similaridade geométrica entre a forma do
substrato e do sitio de ligacdo na enzima. O modelo de encaixe induzido assume
que o sitio de ligacao da enzima tem uma forma tridimensional diferente antes da
ligacdo ao substrato, tornando-se complementar somente apés a ligacdo com o
mesmo [64].

Alguns tipos de herbicidas atuam bloqueando a atividade de enzimas
especificas e por isso tem sua eficiéncia ligada diretamente a essa inibig&o.

Agindo diretamente, os herbicidas podem interferir em processos normais no
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ndcleo das células, competir com o substrato por sitios ativos e, assim, afetar sua
associacao ativa com a enzima. Os herbicidas também agem indiretamente na
acdo das enzimas, onde interferem na producdo de ATP e no suprimento de
materiais para a formacdo de coenzimas, afetando assim as condicbes das
reacoes catalisadas [66].

O efeito de um herbicida sobre a atividade das enzimas é variavel de planta
a planta, de érgao a érgao e do estagio de desenvolvimento em que a planta se
encontra [67]. A inibicdo da enzima nada mais € que uma reagdo entre uma
molécula e uma enzima, reacdo esta que forma um complexo que bloqueia a
acdo da enzima, temporaria ou permanentemente. Existem varios tipos de
inibicdo enzimatica que envolve diferentes tipos de moléculas e processos.
Dependendo do processo envolvido na inibicdo, como a sintese de aminoacidos e
de acidos graxos, o funcionamento do processo € descontinuado, levando a morte
da célula e, consequentemente, da planta, como mostrado na Figura 3.5.

Enzima A

Sintese de aminoacido

PLANTAS SAUDAVEIS PLANTAS DANIFICADAS

EnzimaF

Enzima F

Herbicida F

0
sintese de acido graxo o

Figura 3.5 Processo de sintese de aminoacidos e &cidos graxos em plantas

saudaveis e em plantas danificadas pela acéo de herbicidas [66].
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3.4.1 Herbicida: Diclofop-Metilico / Diclofop

O herbicida diclofop-metilico foi registado pela primeira vez nos Estados
Unidos em 1982 para o controle e supressdo da aveia selvagem e gramineas
anuais em culturas de trigo e cevada [30]. Mais exemplos de culturas e plantas
alvos em que o diclofop é utilizado sdo mostradas na Tabela 3.2.

O diclofop tem baixa solubilidade, forte absorcéo e baixa pressdo de vapor,
o0 que indica que seria imovel nas condicbes de campo. Porém, estudos tem
demonstrado que o diclofop-metilico (Figura 3.6A) sofre uma hidrélise rapida e se
degrada para diclofop (Figura 3.6B) tanto na planta quanto no solo (essa hidrélise
ocorre principalmente por decomposicdo biologica) [68]. Até 15% de diclofop-
metilico é hidrolisado no momento da aplicacéo e incorporado no solo, e 0s outros
85% sdao hidrolisados em até 24 horas apds sua aplicagédo. O diclofop é o &cido
propanoico correspondente que possui uma menor acdo herbicida, quando
comparado com o composto original diclofop-metilico [68]. Assim, neste texto, o
diclofop-metilico serd denominado apenas de diclofop (hidrolisado), ja que esta &
a forma em que se encontra no meio ambiente e foi a forma empregada em testes

experimentais deste trabalho [69, 70].

A
[
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B TH°
=
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Figura 3.6 (A) representacdo da Estrutura quimica do diclofop-metilico e (B)
diclofop. * centro quiral.
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A persisténcia do diclofop no solo pode ser influenciada por processos
como a degradacdo quimica e biolégica. Além disso, esse herbicida apresenta
uma caracteristica de se adsorver fortemente as particulas do solo, o que resulta
em muitas perdas dessa substancia para 0 meio ambiente apds o escoamento do
material pos-aplicacéo [71]. Residuos de diclofop ndo extraiveis sdo normalmente
ligados a matéria organica do solo, especialmente o acido fulvico e fracbes de
acidos humicos. Além de se adsorver no solo, também é possivel que o diclofop
se incorpore na biomassa microbiana pedoldgica [71]. Estudos de campo e
laboratoriais indicaram que as doses letais e subletais de diclofop para taxas de
aplicacdo e concentracdo na agua, para mudas de plantas ndo alvo séao,
respectivamente, 0,036 kgha™e 0,34 ugL™[72].
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Tabela 3.2 Culturas e plantas alvo para quais o diclofop é utilizado [73].

CULTURA ERVA DANINHA
Trigo
Cevada Azevém (Wimmera) anual
Triticale

Centeio cereal

Canola (colza)
Cartamo Farpa de grama comum

Linhaca

Azevém anual
Tremogo Enilha

Farpa de grama comum

Trigo
Cevada
Triticale

Centeio cereal Aweia selvagem
Canola (colza)
Céartamo
Linhaca

Tremogo

Enilha

Aweia selvagem

Pasto

Vagem
Culturas de

Azevém anual

Aweia selvagem

sementes

Papoulas Aweia selvagem

oleaginosas Azevém anual

O diclofop é um inibidor da sintese de acidos graxos, através da inibicdo da
enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase), atacando a membrana celular,
prevenindo a translocacdo de assimilados fotossintéticos para as raizes,
reduzindo o teor de clorofila e inibindo as atividades bioquimicas nos meristemas.
O diclofop € um herbicida seletivo sistémico também com acéo de contato, sendo
absorvido principalmente através das folhas e, em parte, pelas raizes em solo
amido [74].
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3.4.2 Acetil-coA Carboxilase (ACCase)

Os lipideos sdo formados por moléculas relativamente pequenas que
podem se associar para constituir grandes moléculas que servem, principalmente,
como componentes estruturais das membranas, como forma de armazenamento
de energia e outras funcdes essenciais (formacdo de hormoénios esteroides,
vitaminas, protecdo, material isolante). Os principais lipideos encontrados em
células vegetais incluem os glicolipideos e outros derivados de acidos graxos,
como os isoprendides e fenilpropanoides. Cerca de 5 a 10% da massa de matéria
seca das células vegetais € formado por lipideos [75].

Nas plantas, a sintese primaria dos &cidos graxos, saturados e
monoinsaturados, ¢é realizada nos plastidios (cloroplastos - organelas
responsaveis pela fotossintese). Os acidos graxos sdo sintetizados a partir de
uma molécula de acetil-CoA e sete moléculas de malonil-CoA, que é produzida
pela carboxilacdo (CO, que € encontrado na forma de bicarbonato) do acetil-CoA.
A acetil-CoA (acetilcoenzima A) € um composto intermediario essencial no
metabolismo celular, constituido de um grupo acetila, de dois carbonos, unidos de
maneira covalente a coenzima A. Ela procede do metabolismo dos carboidratos e
lipideos e, em menor proporcdo, do metabolismo das proteinas e aminoacidos. E
€ esta reacdo entre o acetil-CoA + CO; + malonil-CoA que é catalisada pela

enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase — Figura 3.7) (Figura 3.8).
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Figura 3.7 Representacdo da Estrutura tridimensional da enzima ACCase,

fornecida através de Simula¢gBes Moleculares.

Neste contexto, pode-se definir a ACCase como uma enzima chave no
metabolismo dos acidos graxos, que regula a biossintese e oxidacéo dos lipideos,
catalisando a carboxilacdo (dependente de ATP) da acetil-CoA para produzir
malonil-CoA [76]. Essa reacdo catalisada pela ACCase € realizada em duas
etapas, onde primeiramente ocorre a carboxilagdo dependente de ATP e de
biotina, e a consequente transferéncia do grupo carboxila a partir de biotina da
acetil-CoA catalisada pela carboxiltransferase (CT) [77] (Figura 3.8). A biotina é o
cofator da enzima piruvato carboxilase e é uma molécula especializada no
transporte de diéxido de carbono. Nas células vegetais, grandes quantidades de
malonil-CoA s&o necessarias nos plastideos para sustentar a sintese dos acidos
graxos, além o alongamento de acidos graxos para a sintese de flavondides
(metabdlito secundario com agéo antioxidante) e fitoalexinas (proteina enzimatica
presente na parede celular vegetal que mantém a parede livre de microrganismos

deletérios para a mesma) no citosol [78].
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Figura 3.8 Via da sintese dos lipideos, catalisada pela enzima ACCase [79].

Duas isoformas da ACCase séao identificadas em células vegetais [80, 81]:
ACCase heteromérica e homomérica, sendo que a ACCase heteromérica localiza-
se no cloroplasto na maioria das plantas e é composta de quatro subunidades de
proteina transportadora de biotina: carboxila (PTBC), biotina carboxilase (BC),
carboxiltransferases a e B (CT-CT a e B-). Enquanto a ACCase homomeérica
localiza-se no citosol e € composta por um peptideo de cadeia simples que inclui
quatro dominios de funcéo, BC, BCCP, CT e CT-a 3-.

Na forma cloroplastica, varios dominios de ACCase foram identificados
como sendo o destino de dois grupos de herbicidas: aryloxyphenoxypropionatos
(APPs) e ciclohexanodionas (CC) [79, 82]. Ambos os tipos de herbicidas inibem
seletivamente a atividade da carboxiltransferase da ACCase, inibindo assim a
sintese do malonil-CoA, que impede, consequentemente, a sintese de lipideos e a
formacdo de constituintes essenciais das membranas plasmaticas das células e

organelas. Essa deficiéncia provoca transtornos sobre a permeabilidade celular e,
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posteriormente, o rompimento da estrutura das membranas, bem como outras
deficiéncias, como a producdo de hormoénios e aminoacidos [76].

Nos animais, a ACCase também esta relacionada com a sintese de acidos
graxos. Natter e Kohlwein [83] recentemente afirmaram que as células
cancerigenas sao caracterizadas por uma sintese elevada de acidos graxos, que
também é realizada através da conversdo da acetil-CoA para malonil-CoA
catalisada pela ACCase. A interferéncia da atividade da ACCase em animais, seja
pela utilizacdo de inibidores ou silenciamento da expresséo genética, demonstrou
ser deletéria para varios tipos de células cancerosas [84, 85]. O tratamento de
células de cancer de prostata com o inibidor especifico da ACCase (sorafeno A)
levou ao impedimento do crescimento desses tipos de células e, em dultima
analise, levou a morte celular [84]. Assim, os fluxos reduzidos de conversédo da
acetil-CoA para malonil-CoA pode ser um dos principais fatores determinantes
para a reprogramacao metabodlica de uma célula cancerigena. Estudos recentes
também sugerem que a inibicio da ACCase em animais pode estar ligada as
sindromes metabdlicas como diabetes tipo 2 e obesidade, bem como uma maior
probabilidade dos pacientes com esses transtornos desenvolverem episodios de

cancer [83].

3.4.3 Acetil-coA Carboxilase (ACCase) e Diclofop —  Mecanismo de Acéo
Sabe-se que os herbicidas afetam as plantas bloqueando processos
fisiologicos importantes que s&o0 necessarios para 0 Seu crescimento e
desenvolvimento normais. Normalmente, o ingrediente ativo do herbicida inibe
uma ou mais enzimas que catalisam algumas das rea¢des importantes envolvidas
na biossintese de compostos organicos, como compostos estruturais das células
e hormdnios. Uma vez aplicado, cerca de 70% do volume de diclofop atinge as
folhnas das gramineas e os outro 30% ficam ligados permanentemente nas
paredes das células vegetais, sendo metabolizado em componentes polares [86].
Uma vez absorvidos, os herbicidas do grupo dos APPs séo translocados de forma
apossimplastica até as partes meristematicas, onde exercem sua a¢ao herbicida
(como é definido na Figura 3.9), jA que sdo nestas regides que apresentam
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melhor desempenho. Isso acontece em virtude dos pontos meristematicos
apresentarem crescimento ativo, como rapida divisdo celular e cloroplastos ativos
[75].

Penetragdo no protoplasma das célulasda
epiderme/cortex

|

Movimentagao pelo plasmodesmata até o
cilindro central

Adentra pelas paredes celulares até atingir
o xilema (raiz) ou floema (folhas).

Figura 3.9 Modelo esquematico das possiveis entradas do diclofop na célula
vegetal através do fluxo de massa aposimplastica. Nesse modelo, o
diclofop circula pela planta através do transporte do xilema para o
floema, e vice-versa, atravessando os tecidos devido a estreita

justaposicéo entre os sistemas.

Esse dindmica de atuacdo onde o diclofop age de forma reversivel e ndo
competitiva sobre a enzima ACCase reduzindo a capacidade das plantas em
produzir malonil-CoA, € o mecanismo de acdo proposto mais conhecido para a
interacdo diclofop-ACCase. Outro mecanismo de acdo recentemente proposto
para este grupo de herbicidas € o biofisico, que envolve altera¢cées no gradiente
de proétons na membrana plasmética (despolarizacdo), alterando sua
permeabilidade e provocando a morte da célula (Figura 3.10) [87]. Esses dois

mecanismos de acdo podem coexistir [88, 89].
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Figura 3.10 Modelo esquematico do mecanismo de acédo de despolarizacdo da
membrana da célula vegetal pelo diclofop. (A) Contato do herbicida
com a folha e (B) Rompimento da membrana plasmatica e liberacéo

dos ions.

As membranas plasméticas e subcelulares sdo essenciais para a
realizacdo e suporte dos processos fisiologicos. A perda da estabilidade da
membrana afeta negativamente as funcdes bioquimicas e, consequentemente, a
viabilidade celular. Sendo assim, a integridade da membrana é indicada como um
bom marcador para monitorar estresses bioticos e abioticos em plantas, incluindo
tensdes induzidas por herbicidas [90, 91]. O diclofop também é apontado como
desestabilizador de membranas celulares, alterando seus potenciais
eletrofisioldgicos [87] através de processos independentes de luz, como a propria
integridade da membrana, por exemplo [91]. A afinidade que o herbicida possui
com certos alvos, pode gerar espécies reativas de oxigénio, ocasionando a
peroxidacdo da membrana (mitocondrial), resultando na liberacdo descontrolada
de eletrdlitos da célula [91]. Hauler et al. [92] relataram que o diclofop, de fato,
perturba a estabilidade da membrana, alterando o gradiente de prétons da
transmembrana, reduzindo a polaridade da membrana de -100 mV para cerca de
-30 a -50 mV. Isto pode ser monitorado através da medicdo da condutividade
elétrica de um meio no qual as amostras de plantas sdo expostas a varios

inibidores. Também foi observado que os aryloxyphenoxypropionatos e seus
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analogos interferem da mesma forma, na manutencdo de gradientes
eletroquimicos das membranas encontradas em animais [93, 94].

Os primeiros e mais evidentes sintomas provocados pelos herbicidas
inibidores da ACCase sdo observados nas regibes meristematicas, geralmente
entre cinco e quinze dias apos a aplicacdo [75, 87]. Esses sintomas incluem a
permeabilidade na membrana plasméatica que evolui para poros que colapsam
com o subsequente gradiente do potencial eletroquimico perturbado, alterando,
assim, o pH citoplasmético [95]. Esses indicios culminam na paralisacdo do
crescimento da planta, incluindo a clorose, necrose e morte dos pontos de

crescimento e da planta devido a falta de acidos graxos e morte celular [75, 95].

3.4.4 Considerac0des Finais

Nesta secdo de revisdo da literatura foram apresentados conceitos
fundamentais para o entendimento do principio e funcionamento do
nanobiossensor proposto neste trabalho. Dessa forma, as proximas sec¢fes serao

embasadas em conceitos, técnicas e ferramentas aqui apresentados.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELAGEM MOLECULAR

A Modelagem Molecular é vastamente empregada para simular o
comportamento e movimento de moléculas com o intuito de alcancar um
entendimento mais profundo de processos tais como estabilidade de
macromoléculas, enovelamento de proteinas, alteracdes conformacionais,
reconhecimento molecular, design de substancias (farmacos, principalmente),
efeitos quanticos, entre outros [96]. Aléem da abordagem experimental, simulacdes
computacionais baseadas na dinamica molecular s&do amplamente utilizadas em
Nanotecnologia visando prever as propriedades e 0 comportamento dos

nanomateriais.

4.1.1 Sistema Molecular

A estrutura molecular da enzima ACCase utilizada para os modelos
tedricos foi obtida a partir do Protein Data Bank, com a identificacao (referéncia)
de 1UYR. Em contraste, as estruturas moleculares do APTES e do herbicida
diclofop foram previamente ajustadas utilizando o Programa ORCA 2.8.0 [97]. Os
calculos quéanticos foram realizados a fim de verificar todos os parametros nao
explorados que foram utilizados para executar todas as simulacdes de Docking
Molecular (DM) para o sistema de interacao entre a ACCase e o herbicida diclofop

neste trabalho.

4.1.2 Docking Molecular (DM)

O docking molecular pode ser definido como a predicdo da estrutura de
complexos receptor-ligante. Em outras palavras, é o estudo do melhor ajuste
entre duas estruturas tridimensionais [96]. E baseado em dados de Cristalografia,
ja que esta permite a determinacéo da posicdo dos 4&tomos presentes na estrutura
das macromoléculas. O processo do docking molecular pode ser dividido em

guatro partes: planejamento do experimento in silico (realizado utilizando
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programas e simulagcbes computacionais); realizacdo do experimento
computacional com objetivo de formar complexos; validacdo do experimento
(redocking) e; avaliagdo dos resultados obtidos no experimento[96, 98]. Dados
dessa natureza séo Uteis para entender certos tipos de doencas, bem como seus
mecanismos de possiveis curas [99], bem como predizer o funcionamento de
dispositivos nanométricos, como nanossensores, por exemplo [52].

Neste sentido, como ponto de partida para os célculos de acoplamento
(ligacdo especifica), a estrutura molecular da ACCase, diclofop, e do conjugado
APTES + diclofop foram inseridos no programa AutoDock4.0 [100]. Em uma
estrutura molecular rigida da ACCase, o diclofop e o conjugado foram ancorados
com cargas parciais calculadas pelo método de Gasteiger-Huckel [101], que é
implementado no programa AutoDock Tools. Uma grade pré-definida em 3D foi
criada em diversas regides ao longo da enzima de modo a avaliar as posi¢cdes
com energias de ligacdo mais favoraveis para serem utilizadas em calculos de
Dinamica Molecular. Aléem disso, os mapas de grade contendo os pontos X-Y-Z
para as células unitarias do conjugado foram usados para restringir esses pontos,
dentro dos sitios ativos. Somado a isso, o Algoritmo Genético Lamarckiano (do
inglés Lamarckian Genetic Algorithm- LGA) foi aplicado para a classificacdo do
espaco conformacional das células unitarias do conjugado e um conjunto

contendo 10 estruturas acopladas (dockadas) no LGA foram obtidas.

4.1.3 Dinamica Molecular

A partir das posi¢cbes acopladas, simulacbes de DM foram realizadas para
obter energias de interacdo baseadas nas energias de vdW e eletrostaticas entre
o herbicida diclofop e a ponte de ligacdo com o herbicida. Calculos de DM foram
realizados utilizando o software NAMD 2.7 [102] e os resultados foram analisados
utilizando scripts de Tool Command Language (TCL) implantados no programa
VMD [103]. Atraves da aplicacdo do termostato de Langevin e do pistdo Langevin
[104], o sistema foi minimizado, equilibrou-se a 310K (temperatura ideal para a
atividade enziméatica da ACCase) e a pressdo foi ajustado para 1 atm,

respectivamente. Estas simulagdes foram realizadas no conjunto NVT (em
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namero constante de particulas (N), volume (V) e de temperatura (T)). Um atalho
de 1,4 nm foi utilizado para as interacdes eletrostaticas de curto alcance e de
vdW. As contribuicBes de longo alcance foram tratadas através do Entrosamento
de Particulas de Ewald (do inglés Particle Mesh Ewald - PME) [105]. Os
parametros de campo de forca para simular os movimentos do diclofop, diclofop +
conjugado com ACCase foram calculados e empregados no protocolo de
CHARMM Force Field [106], como esta indicado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Sistemas Simulados.

NUMERO DE NUMERO DE
SISTEMA ATOMOS DO NUMERO DE iONS | MOLECULAS DO
SOLUTO SOLVENTE
ACCase + diclofop 22121 31 119602
ACCase +
_ 22147 30 119602
conjugado

As simulacdes computacionais foram realizadas pelos alunos de mestrado
e doutorado da UFSCar-SP, Adriano Moraes Amarante e Guedmiller Souza de
Oliveira da UFSCar, respectivamente, sob as orientagcdes do Prof. Dr. Fabio de
Lima Leite (UFSCar-SP) e Prof. Dr. Eduardo Faria Franca (UFU-MG).

4.2 REAGENTES

A enzima acetil-CoA carboxilase e seus anticorpos especificos foram
obtidos por intermédio da CUSABIO ® (Hubei Province, P.R.China), como partes
do kit de ELISA “Bovine Acetil-CoA carboxilase Sintetase” (que € baseado em
reacfes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes enziméticas). A
enzima utilizada foi a ACCase animal devido a disponibilidade comercial e
também pela evidéncia cristalografica de similaridade estrutural e de mecanismo
de acdo em animais e plantas [34]. Além disso, sabe-se que alguns herbicidas do
grupo aryloxyphenoxypropionates e seus analogos interferem na manutencao dos

gradientes eletroquimicos da transmembrana em animais; observacdes
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semelhantes a esta foram relatadas em plantas, como citado anteriormente neste
trabalho (item 3.4.2) [92]. A enzima deste kit foi fornecida purificada e foi
reconstituida de acordo com as normas do fabricante em uma solucao fornecida
pelo fabricante também.

Materiais de pureza analitica foram usados no processo de
funcionalizacdo: 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES), trietilamina (TEA) e
glutaraldeido (solucdo aquosa a 25%), todos fornecidos pela Sigma-Aldrich® (St.
Louis, MO). Os agroquimicos diclofop, imazaquin, o glifosato, e metsulfuron,
também foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO). Os cantilevers de
AFM com ponta piramidal com e raio de curvatura < 20 nm fornecido pelo
fabricante, (ponta de SisN4) foram adquiridos da Microlevers Thermo

Microscopes® (Sunnyvale, CA) e sua geometria pode ser vista na Figura 4.1.

180 I 0,2 pm

350

3,0 pm

Figura 4.1 Modelo esquematico do cantilever de AFM para modo de contato, com

ponta piramidal, utilizado neste trabalho.

4.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Os processos de funcionalizacdo para a montagem molecular do
nanobiossensor foram caracterizados por Espectroscopia Raman com
Transformada de Fourier (FT-RAMAN). O FT-RAMAN foi utilizado por ser uma
técnica ndo destrutiva, que oferece ampla rigueza de detalhes derivadas da

vibracdo das moléculas em diferentes niveis de energia. Desse modo, cada etapa
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do processo de funcionalizagdo p6de ser analisada quimica e fisicamente. O
sistema foi magnificado para uma placa de nitreto de silicio de 2 cm?, visto que o
feixe de laser do equipamento € maior do que o raio das pontas de AFM utilizadas
neste trabalho, sem perdas de informacdes. As amostras nao passaram por
algum tipo de tratamento prévio.

Os espectros de Raman foram obtidos com um espectrédmetro portatil
(FirstGuardTM® / Raman Analyzer v2.2.0) e um laser 1064 nm foi utilizado como
fonte de excitacdo para as medi¢cdes de Raman. A energia de saida laser foi
ajustada a 300 mW e o tempo de integracédo para 5000 ms. Para a construcéo e

anélise dos espectros foi utilizado o programa Origin Pro 8°.

4.4 PREPARACAO DO NANOBIOSSENSOR VIA FUNCIONALIZACA O
QUIMICA DA PONTA DO AFM

4.4.1 Método de Fabricagdo na Nanoescala

Os nanobiossensores foram construidos por meio do processo bottom up
(adicdo de &tomos ou moléculas, “de baixo para cima”), envolvendo modificacdes
quimicas e funcionalizacdo das superficies de nitreto de silicio e mica por meio da
automontagem molecular [51]. Em uma abordagem mais ampla, o processo de
automontagem molecular sugeriu uma construcdo passiva de “blocos de
moléculas”, onde elas apenas se encaixaram sem insercao de energia externa. O
processo desta técnica foi influenciado por reacdes e interagbes quimicas,
interacOes eletrostaticas e fendmenos fisicos e bioldgicos, onde as moléculas
reagiram coletivamente com seu substrato especifico por intermédio de ligacbes
covalentes (adsor¢cdo quimica) ou de forgcas intermoleculares (adsorcao fisica)
[51]. Aqui, a funcionalizagdo quimica envolveu adicdo e troca dos grupos
quimicos das superficies das pontas de AFM e da mica. O principal objetivo da
modificacdo quimica foi melhorar o comportamento quimico das superficies
observando a biomimética, ou seja, dando suporte para essas reacdes e
interacbes acontecerem em condicdes brandas de temperatura e pH, por

exemplo, conforme ocorrem na natureza [51].
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Em adicdo, os métodos de funcionalizagdo utilizados aqui para fabricacédo
das superficies com terminacdes sensitivas na nanoescala, possuiram mais
carater termodinamico do que cinético, ja que o controle termodinamico prioriza a
formacdo de produtos e interagBes termodinamicamente estaveis (equilibrio
termodinamico), enquanto que o controle cinético prioriza a velocidade do
acontecimento das interacbes e produtos [51]. Dessa forma, os fatores
termodindmicos desempenharam um papel fundamental na seletividade,

reconhecimento molecular e automontagem do nanobiossensor proposto [51].

4.4.2 Método de Imobilizacdo de Enzimas

A imobilizagdo de enzimas é uma ferramenta muito Util para melhorar
qguase todas as propriedades enzimaticas, como a alta atividade e seletividade
[107]. O termo imobilizacdo é empregado para delinear a retencdo de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. A imobilizacao de
enzimas a suportes diversos oferece diversas vantagens como: a utilizacao de
pequenos volumes de amostra, aumento do tempo de vida e da estabilidade da
estrutura 3D da enzima em relacdo a temperatura, aos solventes organicos e a
variacdo do pH sem perda consideravel da atividade catalitica, operar de forma
continua para possibilitar maior controle das varidveis do processo e
reaproveitamento da enzima [107-109]. Essas vantagens foram particularmente
Uteis neste estudo onde os produtos da reacdo enzimatica com os inibidores séo
detectados diretamente e em tempo real por analises de AFS.

Os meétodos para imobilizacdo de enzimas podem ser classificados em
duas categorias basicas: imobilizacdo em suportes e encapsulamento [109].
Neste trabalho, a imobilizacdo das enzimas no suporte (ponta do AFM) foi
realizada via ligacdo covalente. Neste tipo de imobilizacdo, o estabelecimento da
ligacdo suporte-enzima ocorre entre 0S grupos reativos existentes no suporte e 0os
grupos dos residuos de aminoacidos localizados na estrutura proteica em

posicdes ndo estratégicas para a catalise.
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4.4.3 Constru¢ao do Nanobiossensor

A construcdo dos nanobiossensores baseou-se no trabalho de Etchegaray
et al. e da Silva et al. [21, 110] com modificagbes para se adequar ao sistema
apresentado. A montagem molecular do nanobiossensors (Figura 4.2) se iniciou
inserindo os cantilevers de AFM em uma placa de Petri esterilizada através de luz
UV por 30 minutos em uma capela VECO Clean de fluxo laminar. Apds este
procedimento, os cantilevers e sondas de AFM foram funcionalizados inicialmente
pela silanizacdo com APTES. Esta reacdo constroi arranjos moleculares na
superficie das pontas de AFM através das interagfes entre 0s seus grupos de
oxido de silicio e os grupos silanos presentes no APTES. As pontas de AFM
foram expostas aos vapores de APTES (solucdo comercial) e de trietilamina
(solucdo comercial) durante 30 minutos, a fim de promover as ligacbes das
moléculas de APTES a superficie do cantilever. Os reagentes foram inseridos em
pocos proximos aos cantilevers. O passo seguinte da funcionalizacao foi realizado
com o reagente bifuncional glutaraldeido que reagiu com APTES sobre a
superficie da ponta de AFM, o qual introduziu uma terminagdo reativa (grupo
aldeido), que reagiu com os grupos aminas (-NH;) da enzima ACCase (elemento
sensor). Nesta fase, o glutaraldeido ativou a superficie, agindo como um
espacador e proporcionando flexibilidade para a interacdo entre a enzima e o
herbicida, o qual influenciou de forma positiva na sensibilidade do sensor
(imobilizacdo covalente da enzima no substrato). Nesta fase, as pontas de AFM
foram imersas numa solucdo aquosa de glutaraldeido a 1x10° molL™ e foram
incubadas durante 40 minutos em um dessecador. Apds esse periodo, quatro
lavagens foram realizadas com agua MilliQ para remover o que nao foi ligado de
forma covalente a superficie das cantilevers de AFM. Em seguida, o elemento
sensor foi induzido a se ligar covalentemente ao fragmento terminal da molécula
de glutaraldeido através da imersdo dos cantilevers de AFM na solucdo de
enzima ACCase (4 pgL™). As pontas de AFM foram incubadas durante 35 minutos
a temperatura ambiente em um dessecador. Apds este periodo, quatro lavagens
foram feitas com &gua MilliQ. Para concluir a funcionalizacdo, depois da ultima
lavagem, as pontas foram acondicionadas em um dessecador e, em seguida,

foram utilizadas para analise de AFM/AFS.
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f ACCase

Figura 4.2 Modelo esquematico da funcionalizacdo da ponta do AFM com APTES
+ Glutaraldeido + ACCase para a deteccéo do diclofop imobilizado na
superficie da mica.

E valido apontar que nesse sistema, a interacdo de um ligante (ACCase)
com seu receptor (diclofop) exibe duas caracteristicas que sdo comumente
empregadas para caracterizar o receptor: a especificidade molecular e a
saturabilidade [111]. A especificidade molecular descreve o comportamento da
interacdo do ligante com seu receptor em termos de afinidade e habilidade em
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reconhecer molécula em particular, enquanto que a saturabilidade esta
relacionada a densidade do receptor [111]. A localizacdo do receptor especifico
no sistema de sensoriamento proposto, precisa estar de acordo com critérios
como saturabilidade, estereoespecificidade e alta afinidade entre as moléculas.
Nesse contexto, a ACCase pode ser considerada como sendo um catalisador
ativo e estereoespecifico, priorizando a especificidade geométrica. Em relacdo as
propriedades vetoriais envolvidas na interacéo representada na Figura 4.2, elas
sdo altamente dependentes da estrutura tridimensional das moléculas envolvidas,
principalmente da ACCase. A distribuicdo das cargas na superficie da enzima é
crucial para contribuicdo vetorial da forca de interacdo, sendo que esta pode
sofrer instabilidades atomisticas descrevendo padrdes nao lineares de interacéo

na maioria dos eventos (Figura 4.3).

Ponta do
AFM

Forca de
interacao nao
linear

—  Atomo no Apice

Figura 4.3 Modelo esquematico que descreve a interacdo nao linear entre a ponta
do AFM e amostra. A mola representa as diferentes trajetorias que a
interacao vetorial pode descrever.
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4.5 IMOBILIZA(;AO DAS MOLECULAS ALVO VIA FUNCIONALIZ AQAO
QUIMICA DO SUBSTRATO

Para imobilizar as moléculas-alvo no substrato (camada fresca de mica
muscovita - New York Co. Nova York, EUA), em que os herbicidas (moléculas
alvo) estdo covalentemente imobilizados, foi utilizado um procedimento
semelhante ao descrito no item 4.4, com uma modificacdo. Para a montagem do
substrato, a funcionalizacdo comeca com a formacdo de uma ligacdo covalente
com os grupos hidroxilas presentes na superficie da mica e o grupo silano das
moléculas de APTES. ApOs esta etapa, ocorreu uma reacdo quimica entre o
grupo amino presente nas moléculas de APTES, com os grupos carboxilas (-
COOH) presentes nas moléculas do herbicida diclofop, imazaquin, metsulfuron e
glifosato. Esta reacdo formou uma ligacdo peptidica entre os grupos funcionais,
favorecendo, assim, a geometria das moléculas de herbicidas de modo que estas
possam efetuar a inibicdo da enzima. Assim, ap0s a exposicdo a vapores de
APTES e trietilamina, os substratos foram imediatamente imersos nas solucdes
de agroquimicos (1mM) durante 35 minutos e, em seguida, sdo mantidos em um
dessecador para eliminacdo do solvente presente nas solucbes comerciais dos

agroquimicos e posterior analise de AFM/AFS.

4.6 MICROSCOPIO DE FORCA ATOMICA E ESPECTROSCOPIA D E FORCA
ATOMICA

O Microscépio de Forca Atémica Microscopio Thermo Auto Probe CP® foi
utilizado nos procedimentos de Espectroscopia de Forca Atdmica (AFS). A
calibracdo dos cantilevers foi realizado de acordo com o método descrito por
Sader et al. [112], apresentando o0 sistema de vibragcdo e de medicdo da
frequéncia de ressonancia do ar. As medidas foram obtidas por forca de
aproximacao e afastamento da ponta com uma taxa de 10 pms™. O modo contato
foi utilizado para a determinacdo de todas as curvas de forca, e estas foram
realizadas em tampao fosfato de sodio a 20x10° molL™ em pH 7,0, a temperatura
e umidade ambiente de aproximadamente 25°C e 40%, respectivamente. O
volume utilizado da solugéo tampé&o na célula liquida do AFM foi de 500 pL. Vinte
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determinacdes foram realizadas para cada sonda, totalizando 19 medidas
estatisticamente validas. Este nUmero precisou ser restrito devido ao tempo de
atividade enzimatica fornecida pelo fabricante apos a reconstituicdo da enzima
(4h). Todas as medi¢cdes foram obtidas por dois ciclos com taxa de varredura de
10 ums™ com cantilevers de AFM de nitreto de silicio adequados para 0 modo
contato com constante de mola nominal (k) igual a 0,03 N/m e calculada (média
de 10 pontas) igual a 0,037+£0,003 N/m. Para a analise e montagem das curvas,

foi utilizado o programa TopoMetrix SPMLab 4.0° e Origem Pro 8°.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DOCKING E DINAMICA MOLECULAR

As simulacdes de docking molecular e a dindmica molecular tornaram-se
parte integrante de muitos estudos para investigacdes de compostos bioldgicos
[113]. Juntas, ambas as técnicas conseguem predizer e otimizar o encaixe
molecular ligando substratos diversos ao sitio ativo da proteina receptora, por
exemplo, investigando os mecanismos de interacdes proteina-ligante ao nivel
atdbmico, fornecendo assim, informacdes dinamicas e estruturais [113].

O herbicida diclofop inibe a ACCase por bloqueio de um dos dois sitios
ativos disponiveis na estrutura da enzima. O bloqueio ocorre de uma maneira que
o diclofop é ligado aos seguintes residuos Tyrl738A, Gly1998B, Val2002B,
Glyl734A e Phel956B Alal627A mostrados na Figura 5.1 (referéncia PDB:
1UYR) [114] por meio de forcas eletrostaticas e interacées de vdW. O residuo
Phel956B foi removido das Figuras 5.1B, 5.1C e 5.1D para uma melhor
visualizacdo das estruturas. O processo de inibicdo da ACCase pelo herbicida
mencionado foi reproduzido a partir do método de acoplamento do diclofop nas
regides correspondentes aos residuos da Figura 5.1A, também apresentados em
purpura nas Figuras 5.1B, 5.1C e 5.1D. A Figura 5.1B mostra a melhor
conformacdo e posicdo do diclofop (verde) obtida a partir de dados de
cristalografia. As Figuras 5.1C e 5.1D mostram as melhores posicdes e
conformacdes obtidas a partir de calculos de Docking Molecular do diclofop e
diclofop + APTES obtidos para o sistema do nanossensor proposto neste
trabalho.
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Figura 5.1 Docking e Dinamica Molecular para estudos prévio de conformacao
geomeétricas das moléculas alvo e sensora. (A) Diclofop e os residuos
Tyr1738A, Gly1998B, Val2002B, Gly1734A e Phel1956B Alal627A; (B)
Posicdo cristalogréafica; (C) Docking do diclofop e; (D) Docking do
diclofop+APTES. Referéncia PDB: 1UYR.

Para complementar os resultados de acoplamento, a metodologia de
Dindmica Molecular permitiu obter a energia média de ligacdo considerando a
flutuacdo e mobilidade do sistema enzima-inibidor (ACCase+diclofop) para
investigar duas situacfes de funcionalizacdo do substrato: mica + APTES +
glutaraldeido + diclofop e mica + APTES + diclofop, como sdo mostrados na
Tabela 5.1. Por meio desses dados, concluiu-se que a melhor arquitetura

molecular no substrato seria a segunda situacdo mencionada acima.
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Tabela 5.1 Energias de interacdo entre a enzima ACCase e o inibidor diclofop

para duas situacdes de arquitetura molecular do substrato.

-T

ELETROSTATICA | vdW (kcal / | TOTAL (kcal
SISTEMA
(kcal / mol) mol) / mol)
ACCase +
_ -75,6933 -43,3299 -119,023
(diclofop+glutaraldeido+APTES)
ACCase + (diclofop+APTES) -5,3546 -64,7615 -70,1161

A Tabela 5.1 apresenta as contribuicdes eletroestaticas e de vdW para as
forcas que mantém as interacdes dos ligantes ligados a estrutura molecular da
ACCase. Como pode ser visto, quando o inibidor diclofop esta no sitio de ligagédo
da enzima ACCase, a contribuicdo para a energia total vem das interacdes
eletrostaticas, principalmente. Em contraste, quando este inibidor esta ligado ao
agente de reticulacdo (glutaraldeido), a contribuicAo vem principalmente das
interacdes vdW.

No final do processo de inibicdo, um dos atomos de oxigénio do grupo
carboxila da molécula de diclofop esta disponivel na solugdo, enquanto que o
restante € incorporado por um saco hidrofébico formado pelos residuos
envolvidos na reacao [114]. A presenca deste oxigénio livre contribui para o
conjugado APTES + diclofop ndo perder a sua caracteristica de inibicdo, como
pode ser visto através de uma breve comparacao entre os valores das energias
de ligacdo entre as situacdes descritas na Tabela 5.1. Este resultado, em
particular, corroborou com o experimental ao fornecer uma prova tedrica que é
possivel montar e fixar o herbicida diclofop sobre a superficie do substrato de
mica, bem como a enzima ACCase nas pontas de AFM, sem danos nas

habilidades de inibicdo das moléculas do sistema de sensoriamento proposto.
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5.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA ANALISE E MONITORAMEN TO DAS
ETAPAS DE MONTAGEM DO NANOBIOSSENSOR E PARA AS ETAP AS DE
IMOBILIZACAO DAS MOLECULAS ALVO

5.2.1 Espectroscopia Raman para analise e monitoram ento da
funcionalizagdo do nanobiossensor

A Figura 5.2 mostra o espectro RAMAN para o padréo liquido do APTES,
seguida da Tabela 5.2, onde podem ser encontrados os principais numeros de
onda dos picos e suas respectivas atribuicdes referentes aos sinais dos grupos
funcionais. Ja a Figura 5.3 mostra o espectro RAMAN para a primeira etapa da
funcionalizagdo da construgdo molecular do nanobiossensor: SisNs+ APTES,
seguida, também, da Tabela 5.3, onde estdo dispostos 0os numeros de onda e
suas atribuicbes. Em ambas as figuras (5.2 e 5.3), sdo encontrados 0s picos
tipicos do estiramento Si-O-Si (850-1100 cm™) [115, 116], que s&o atribuidas as
moléculas hidroxiladas de APTES na solucéo aquosa. No padrdo, em 1456 cm™,
e o dupleto em 1369/1413 cm™ na primeira etapa da funcionalizac&o,
correspondem as deformacdes do CHjz das cadeias alquilo do APTES [117].
Confrontando os dois espectros mencionados, percebe-se que houve a formacéao

do filme de APTES na superficie do silicio.
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Figura 5.2 Espectro Raman do padrao de APTES.

APTES NiL 10
v
0—$i—0 5 lli\.
CH; o :I
/ CH; X
3 . g
= /l 7 X
= ‘ g
@ i ' ¥
8 l, g
2 1 L (\ vl
(8} | |

= v vo8 9 \
} 5o i

‘ L"‘—.—

[]

T T T T T T T T T T T T T T T

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

1



46

Tabela 5.2 AtribuicGes de banda do espectro Raman do padrédo de APTES.

N° de Modo Vibracional NUmeros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™)
~ Guirgis et al. 2004
1 Torsao do CH; 265 [118]
> Ombro de baixa 404 Podstawka et al.
frequéncia do 6(NH,) 2004a [117]
~ Podstawka et al.
3 Torsao do NH, 648 2004a [117]
Moreno et al. 1999
4 H,0 807 [119]
5 Estiramento simétrico 858 Huang et al. 2000[115]
das ligagdes Si-O 9 '
6 Modo de estiramento 958 Trittschack et al. 2012
do Si-O(Si-O-Si) [116]
7 Estiramento 1095 Trittschack et al. 2012
antisimétrico do Si-O [116]
. Podstawka et al.
8 Estiramento do NH, 1294 2004a [117]
~ Podstawka et al.
9 Deformactes do CH; 1413 2004a [117]
10 Deformactes do CH; 1456 Podstawka et al.

2004a [117]
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Figura 5.3 Espectro Raman da primeira etapa da funcionalizacdo da superficie
do SizNscom APTES.

Tabela 5.3 Atribuicbes de banda do espectro Raman da primeira etapa da

funcionalizacdo da superficie do SisN4s com APTES.

N° de Modo Vibracional NuUmeros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™)
1 Modo de estiramento 958 Trittschack et al. 2012
Si-O(Si-O-Si) [116]
Deformagédo simétrica Guirgis et al. 2004
2 do CH, 1369 [118]
3 DeformagcBesdoCHs 1413 Podstawka et al.

2004a [120]
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Seguindo com as etapas de funcionalizacdo, a Figura 5.4 mostra o
espectro do padréo liquido do glutaraldeido (25% em solucéo aquosa). Na Tabela
5.4, pode-se conferir os principais picos desse espectro. Ja na Figura 5.5 e na
Tabela 5.5, sdo encontrados os mesmo dados, porém, para a segunda etapa da
funcionalizacdo: SisNscom APTES + glutaraldeido. Quando se confronta os dados
dessas analises, pode-se perceber que 0s picos mais significativos estdo
compreendidos na regido de 970-1050 cm™, onde sdo compreendidos sinais do
estiramento das ligagbes C-C e da vibragao dos grupamentos CH, [117, 118], e
na regido de 1360-1470 cm™, onde novamente sdo encontradas deformacdes
pertinentes aos grupamentos CH, e também do CH [117]. Dados como esses,

confirmam que as moléculas do glutaraldeido estédo incorporadas na placa.
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H. 4
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_ C/cuz 3 +
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@ # 5 7 +
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Figura 5.4 Espectro Raman do padrao de Glutaraldeido.
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Tabela 5.4 Atribuicbes de banda do espectro Raman do padréo de Glutaraldeido.

N° de Modo Vibracional Numeros de On da Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™
Modo guarda-chuva :
1 sobre o0 atomo C 402 lbrahim et al. 2012
g [121]
terciario
Moreno et al. 1999
2 H.0 807 [119]
3 Balanco dupleto do 844 De Gelder et al. 2007
CH, [122]
4 Estiramento da ligacéo 976 Guirgis et al. 2004
C-C [118]
Modo de balango do Podstawka et al.
5 CH, 1045 2004a [117]
o Podstawka et al.
6 Agitacédo do CH, 1172 2004a [117]
o Podstawka et al.
7 Agitacado do CH, 1227 2004a [117]
: ~ Podstawkaet al.
8 Vibracdes do CH, 1330 2004a [117]
. Podstawka et al.
9 Deformacéo do CH 1363 2004a [117]
10 Deformacéao da 1462 Podstawka et al.

vibracdo do CH,

2004a [117]
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Figura 5.5 Espectro Raman da segunda etapa da funcionalizacéo da superficie do
SizN4 com APTES + glutaraldeido.

Tabela 5.5 Atribuicbes de banda do espectro Raman da segunda etapa da

funcionalizacao da superficie do SisNs com APTES + glutaraldeido.

N° de Modo Vibracional Numeros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™
Podstawka et al. 2005
1 COOH 630 [123]
Podstawka et al. 2005
2 C-C 998 [123]
%ﬂﬁn;in?_&%ggz%? Pereira et al. 2003;
3 esztiramento das 1030 Podstawka et al.
ligacbes O-C C-OH 2004b [120, 124]
~ Podstawka et al.
4 Deformacéo do CH 1363 2004a [117]
5 Vibracao de 1462 Podstawka et al.
deformacédo do CH, 2004a [117]
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A Figura 5.6 mostra o espectro RAMAN para o padrdo sélido da ACCase e
a Tabela 5.6 explica os principais picos que foram encontrados. Assim, as
caracteristicas fundamentais do espectro RAMAN para o padrdo da ACCase sao
cinco picos, que podem ser associados com o espectro RAMAN da ultima etapa
da funcionalizacdo, que ja € o nanobiossensor propriamente dito (Figura 5.7 e
Tabela 5.7). S&o eles: 460/450 cm™, 993/999 cm™, 1047/1045 cm™, 1367/1367
cm™ e 1462/1462 cm™, que correspondem, respectivamente, as vibracdes das
pontes de ligacdes de carbono nao planas, vibragdes do C-N, vibragdes do NHy,
vibragdes do estiramento do COO™ ou CNH e vibragdes do CH3; ou CH..

ACCase ‘ 13
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Figura 5.6 Espectro Raman do padrdo da enzima ACCase.
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Tabela 5.6 Atribuicbes de banda do espectro Raman do padrdao da enzima
ACCase.

N° de Modo Vibracional Nameros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™
1 V|b_ra(;o~es das pontes 405 Puviarasanet al. 2004
5 de ligagbes de carbono 460 [125]
nao planas
Deformagéo da ligacéo
3 C-C ou vibragbes da 550 De Geld[eirzezt]al. 2007
Amina VI
Deformacgdes dos
4 grupos laterais COH, 806 De Geld[eirzezt]al. 2007
CCH eOCH
Estiramento simétrico
do amino grupo CNC e De Gelderet al. 2007,
5 estiramentos da 850 Podstawka et al.
ligacdo C-N da amina 2004b [120, 122]
ou vibractes de C-S-C
6 Modo de agitagéo do 957 Podstawka et al.
CHs; 2004b [120]
. . Podstawka et al.
7 Vibragéo C-N 993 2004b [120]
. - Podstawka et al.
8 Vibracdo do NH, 1047 2004b [120]
. . Podstawka et al.
9 Vibracdo do CCN 1154 2004b [120]
. . . Podstawka et al.
10 Vibrac6es da amina lll 1221 2004b [120]
. Podstawka et al.
11 EstiramentoC-NH, 1325 2004b [120]
Vibracoes do
12 estiramento COO/ 1367 Podstawka et al.
deformacbes do 2004b [120]
estiramento do C-NH,
Vibracoes das Podstawka et al.
13 deformacdes do CHj; 1462 2004a; Podstawka et

e/ou CH,

al. 2004b [117, 120]
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Figura 5.7 Espectro Raman da ultima etapa da funcionalizacédo da superficie do

SizN4scom APTES + glutaraldeido + ACCase: Nanobiossensor.
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Tabela 5.7 Atribuicbes de banda do espectro Raman da Ultima etapa da

funcionalizacdo da superficie do SizNscom APTES + glutaraldeido +

ACCase: Nanobiossensor.

N° de Modo Vibracional Numeros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™
Vibracdes das pontes .
1 de ligagGes de carbono 450 Puwarasanzgi[ al. 2004
nao planas
5 Modo de agitacédo do 515 Ibrahim et al. 2012
CH, [121]
3 Modo de agitagéo do 534 Ibrahim et al. 2012
CH; [121]
4 Vibragio do CONH, 611 Morencfleltg"]‘" 1999
Ibrahim et al. 2012
5 H,O 785 [121]
: ~ Podstawka et
6 Vibragéo do C-N 999 al.2004b [120]
: ~ Podstawka et al.
7 Vibracdo do NH, 1045 2004b [120]
8 Vibragéo do C-N 1081 MorencEleitga]ll. 1999
Modo de agitagéo do De Gelder et al. 2007
9 CcH, 1179 [117]
10 Estiramento do NH, 1270 De GeIdEalrle:?t] al. 2007
Vibracoes de
: ) De Gelder et al. 2007,
11 esg:{gfg;‘;ggs%%o / 1367 Podstawka et al.
estiramento do C-NH, 2004b [117, 120]
CH- e/ou vibracdes de De Gelder et al. 2007,
12 q egforma 30 dgo . 1462 Podstawka et al.
& 2 2004b [117, 120]
Moreno et al. 1999
13 H,O 1596 [119]
De Gelder et al. 2007,
14 C=N 1687 Podstawka et al.

2004a [117, 122]

ApoOs a funcionalizacdo com a enzima ACCase (Figura 5.7) surgem picos

semelhantes nas regies 450-460 cm™. Essas designacdes podem ser atribuidas

as vibracdes das pontes de ligacdes de carbono ndo planas [125]. Na regido 990-
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1050 cm™, as atribuices correspondem as vibragées do C-N/NH; [120] onde, no
espectro do nanobiossensor, ha um aumento do sinal na regido, devido ao grande
namero de ligacdes C-N presentes na estrutura da enzima. Nas Ultimas regides
(1367 e 1462 cm™), os sinais podem ser atribuidos as vibragdes de alongamento
COOQO’, deformagbes C-H, estiramento do C-NH, e deformacdes do CH, e/ou CHj;
[117, 120]. Estas semelhancas nos valores demonstram que a enzima foi, de fato,
covalentemente ligada a superficie de nitreto de silicio e, portanto, esta disponivel
na superficie do nanobiossensor para promover os eventos de reconhecimento
especifico. Na Figura 5.8 pode-se conferir a comparacdo entre o padrdo da
ACCase e a ultima etapa da funcionalizacdo do nanobiossensor, mostrando que

realmente a ACCase se encontra imobilizada na superficie.

Intensidade (u.a)
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Figura 5.8 Comparagdo dos espectros Raman. (A) Padrdao ACCase; (B)
Funcionalizacdo: SisNy + APTES + Glutaraldeido+ ACCase:

Nanobiossensor.

Por fim, os valores numéricos dos principais picos encontrados tanto nos

padrbes, como nas etapas de funcionalizagdo, podem ser acompanhados na
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Tabela 5.8. Nela é possivel verificar que certos picos de identidades encontrados
nos padrdes das moléculas utilizadas, também sdo encontrados, em sua maioria,

nas etapas de funcionalizacéo.

Tabela 5.8 Comparacdo das bandas/comprimento de onda onde é possivel
verificar regides semelhantes dos padrdes nas etapas de funcionalizacao
e, portanto, confirmar a presenca das moléculas de ACCase na superficie

reativa.

ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA ANALISE E
MONITORAMENTO DAS ETAPAS DE MONTAGEM DO
NANOBIOSSENSOR
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5.2.2 Espectroscopia Raman para andlise e monitoram ento da
funcionalizac&o para imobilizacdo das moléculasalv. o

Os processos de funcionalizagao para a montagem molecular do substrato
que contém as moléculas alvo também foram caracterizados por FT-Raman.
Cada etapa do processo de funcionalizacdo pbde ser analisada quimica e
fisicamente. O sistema foi mantido da mesma forma que foi utilizado nos
experimentos de AFS, utilizando uma placa de mica com &rea de 1,7 cm?.

A Figura 5.9 mostra o espectro RAMAN para a primeira etapa da
funcionalizacdo da construcdo molecular substrato onde as moléculas alvo
(diclofop): mica+ APTES, seguida, também, da Tabela 5.9, onde estdo mostrados
0s numeros de onda e suas respectivas atribuicbes. Esse espectro apresentou
dois picos caracteristicos do estiramento Si-O-Si (950/1105 cm™) [115, 116], que
sdo atribuidas as moléculas hidroxiladas de APTES na solucdo aquosa. De
maneira semelhante ao observado para o nanobiossensor, na mica também

houve a formacao do filme de APTES em sua superficie.
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Figura 5.9 Espectro Raman da primeira etapa da funcionalizagdo da superficie da
mica com APTES.
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Tabela 5.9 Atribuicbes de banda do espectro Raman da primeira etapa da

funcionalizac&o da superficie da mica com APTES.

N° de Modo Vibracional Numeros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™
1 Vibracdes no esqueleto 539 Ibrahim et al. 2012
da estrutura do CH, [121]
5 Modo de estiramento 950 Trittschack et al. 2012
do Si-O-Si [116]
3 Estiramento 1105 Trittschack et al. 2012
antisimeétrico do Si-O-Si [116]

O espectro RAMAN para o padréo liquido do herbicida diclofop pode ser

visto na Figura 5.10 e os modos vibracionais relacionados com seus picos estao

inseridos na Tabela 5.10. As principais caracteristicas do espectro RAMAN para o

padrdo do diclofop estdo compreendidas nos picos 842 e 1150 cm™, que sdo

referentes ao estiramento da ligagdo C-Cl e do estiramento do anel aroméatico da

estrutura do herbicida [126]. Igualmente, na Figura 5.11 e Tabela 5.11, também

ocorre a presenca do estiramento do anel aromatico da molécula de diclofop,

deslocado para 1145 cm™.
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Figura 5.10 Espectro Raman do padréo do herbicida diclofop.
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Tabela 5.10 Atribuicbes de banda do espectro Raman do padrdo do herbicida

diclofop.
N° de Modo Vibracional Numeros de Onda Referéncias
Identificacdo Atribuido (cm™
Vibracbes das pontes de Puviarasan et al
1 Ilga(;oesNdo carbono fora 404 2004 [125]
nao planas
Moreno et al. 1999
2 H.O 807 [119]
3 Estiramento do C-ClI 842 Kumar et al. 2010
[126]
Kumar et al. 2010;
4 Dobras nao planas C-CH 970 Puviarasan et al.
2004 [125, 126]
5 Modo de vibracdoCHg; 1040 Kumar[f;g]l. 2010
6 EsUramen'Eo_ do 1150 Kumar et al. 2010
anelaromatico [126]
7 Deformagéo do C-H/ 1328 De Gelder et al. 2007
Estiramento C-O [122]
8 DeformacaosimétricaCHs 1360 Kumar[ggl]l 2010
9 Vibracdo do estiramento 1445 Kumar et al. 2010
C-C no anel aromético [126]
2
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Figura 5.11 Espectro Raman da ultima etapa da funcionalizacéo da superficie da

mica com APTES + diclofop.
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Tabela 5.11 Atribuicbes de banda do espectro Raman da primeira etapa da

funcionalizac&o da superficie da mica com APTES + diclofop.

N° de Modo Vibracional NUmeros de Onda

Identificacdo Atribuido (cm™ Referéncias

Estiramento
1 assimétrico do 250 Tlili et al. 1989 [127]
grupamento O-H-O

Vibracdes das ligacdes

do carbono fora do Puviarasan et al. 2004
2 459
plano no carbono [125]
simétrico
3 Estiramento do Si-O 612 Boo 2011 [128]
Deformacg®es fora do Ku_mar etal. 2010;
4 970 Puviarasan et al.2004
plano C-CH [125, 126]
5 Estlramentp_do anel 1145 Kumar et al. 2010
aromatico [126]
. Puviarasan et al.
6 Estiramento do C- CHj3 1240 2004[125]
Deformagé&o simétrica Kumar et al.
! CHs 1361 2010[126]
Vibracao do Kumar et al
8 estiramento C-C no 1445 2010[126]

anel aromatico

A Figura 5.12 mostra a comparacgao entre o padrdo de diclofop e a ultima
etapa da funcionalizacdo do substrato, mostrando que houve mudancas de
informacdes fisicas e quimicas na superficie da mica. Os picos caracteristicos do
diclofop foram verificados e, portanto, observou-se a presengca das moléculas
diclofop, as quais séo fundamentais no processo de reconhecimento.
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Figura 5.12 Comparacdo dos espectros Raman. (A) Padréo diclofop; (B)

Funcionalizacdo: mica + APTES + diclofop.

Finalmente, os valores numéricos dos principais picos encontrados tanto no
padrao do diclofop, como na etapa final de funcionalizacdo, podem ser
acompanhados na Tabela 5.12. Nela é possivel constatar que existem picos de

identidades semelhantes.
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Tabela 5.12 Comparagdo das bandas/comprimento de onda onde € possivel
verificar regides semelhantes dos padrdes nas etapas de funcionalizacao
e, portanto, confirmar a presenca das moléculas de diclofop na superficie
reativa.

ESPECTROSCOPIARAMAN
PARA ANALISE E
MONITORAMENTO DAS
ETAPAS DE IMOBILIZAGAO DAS
MOLECULAS ALVO
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5.3 ESPECTROSCOPIA DE FORCA ATOMICA PARA ANALISE DO
NANOBIOSSENSOR — ESTUDO DAS CURVAS DE FORCA

O estudo das interacdes entre proteinas e superficies € de alta importancia
biolégica para a melhoria de biomateriais, em particular para conseguir uma
concepgao bem sucedida de sistemas de entrega para remediagdo de ambientes
contaminados, doencas e biossensores, bem como para minimizar efeitos
indesejaveis, tais como a incrustacdo biolégica em materiais [129]. A0 mesmo
tempo, o fato de que a imobilizacdo de proteinas em superficies € um processo
complexo e controlado por um grande numero de parametros, restringe a
capacidade para prever com precisdo 0 comportamento das proteinas mesmo
quando eles interagem com as superficies/moléculas em condi¢cdes especificas
[130]. Para superar essa limitacdo e compreender os conceitos das interagdes
entre proteinas e outros materiais, sejam eles biolégicos ou nédo, estas
investigacdes devem ser focados ao nivel molecular, através das curvas de forca.
As curvas de forca podem determinar a forca de ligacédo entre o ligante-receptor,

ja que transforma essa interagcdo em um sinal elétrico.

5.3.1 Ponta funcionalizada com ACCase e substrato m  odificado com APTES

Tendo em vista a demonstracdo dos tipos de sinais elétricos gerados pelas
curvas de forca tipicas quando ha um reconhecimento especifico, foi realizado um
experimento de controle, onde a ponta foi funcionalizada com a enzima e
realizaram-se medidas de forca em um substrato modificado somente com o
APTES (controle).

Na Figura 5.13 nota-se claramente que as forcas atrativas foram
sobrepostas pelas forgas repulsivas que se tem em meio liquido, como a de vdW,
justificando assim a auséncia desse tipo de for¢ca na curva mencionada. As curvas
de forga representadas na Figura 5.13 sao indicadas como curvas de controle,
onde ndo ha nenhum sinal elétrico significativo entre a ponta de AFM e o
substrato. Dessa forma, partimos do principio de qualquer modificacdo nas

caracteristicas dessa curva, em outras situagcdes de aproximacao entre a ponta e
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moléculas alvos, pode conter informagdes importantes de interagdo especifica

e/ou ndo especifica entre a enzima e os herbicidas utilizados neste trabalho.

10 —

Forga (nN)

Distancia (nm)

Figura 5.13 Curvas de forca referente as analises do nanobiossensor com a ponta
funcionalizada com ACCase e o0 substrato funcionalizado sem
herbicida. Nota-se que ndo ha interacdo em nenhuma das curvas e,
portanto, ndo ha valor significativo de for¢ca de adesdo. Curvas de forga

realizadas em meio liquido (solu¢do tampéao PBS a pH 7,0).

Quando analises dessa natureza sao realizadas em meio aquoso,
diferentes forgcas (atrativas e repulsivas) agem entre a ponta do AFM e a
superficie do substrato. Longe do substrato, entre 10 e 100 nm, for¢cas quase
sempre repulsivas, supostamente eletrostaticas, agem entre a ponta do AFM e a
amostra. Proximo a interface observa-se uma interacdo geralmente atrativa,
atribuida a forcas de vdW. Resultados descritos na literatura revelam que, em
meio aquoso, a forga repulsiva atribuida a interacao eletrostética € significativa e

deveria ser levada em consideracao [25], ja que, quando imersas em agua, as
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superficies da maioria dos materiais apresentam-se carregadas eletricamente
[131, 132].

Devido a importancia das interacdes eletrostaticas, muitas investigactes
tém sido conduzidas com o intuito de quantifica-las, incluindo os trabalhos
pioneiros de Derjaguin e Landau (1941) e Vervey e Overbeek (1948), conhecidos
como ‘teoria DLVO’ [25]. A teoria DLVO é fundamentada na ideia de que as
interacbes de curto e longo alcance entre particulas dispersas em solventes
polares (especialmente dgua) sdo governadas por duas for¢cas independentes: a
forca de vdW (atrativa) e a forca eletrostatica (repulsiva ou atrativa). De acordo
com essa teoria, a forca de interacao total entre duas superficies pode ser tratada
como a soma do componente atrativo de vdW e o componente eletrostatico,
geralmente repulsivo. Enquanto as forcas de vdW estdo sempre presentes, a
forca eletrostética depende da existéncia de componentes superficiais carregados
[131]. Segundo a teoria DLVO, a contribuicdo repulsiva seria devido a
aproximacéo entre duas superficies com cargas de mesmo sinal, enquanto a
interacdo atrativa seria atribuida as forgas de vdW.

Para filmes estaveis separados por pequenas distancias (abaixo de 1nm)
(Figura 5.14), é previsto que as interacdes atrativas de vdW superem as forcas de
repulsdo eletrostatica e do colapso das superficies para um contato induzido.
Porém, as forcas envolvidas nas curvas de forca das Figuras 5.18 e 5.20
possuem um carater adicional de hidratacdo repulsiva que impede que a
superficie da ponta do AFM interaja com a mica, impedindo assim, a adeséo entre
elas [133].

AL N B

Figura 5.14 Modelo esquematico para adesdo de filmes estaveis em curvas de
forca em meio liquido, onde h& a presenca da forca de hidratacao

repulsiva [133].
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As forcas de hidratagéo séo de curto alcance e operaram a distancias de
separacdo da ordem de alguns nanémetros. Um modelo proposto por Basu e
Sharma [134] atribui esse comportamento a um aumento na energia livre dos
cations solvatados causada pelo alinhamento das moléculas de agua (diminuicédo
da constante dielétrica) na vizinhanca das interfaces solido-liquido. Estes efeitos
estruturais sdo causados por campos elétricos gerados por pontos carregados
nas superficies perto das interfaces sélido-liquido [135].

Dessa forma, para pontas de AFM de nitreto de silicio com superficie
eletricamente neutra ou ligeiramente negativa [131] — e mica (superficie
carregada negativamente), imersos em agua pura e solucdes salinas, sdo
observadas contribuicdes repulsiva e atrativa. Através da teoria DLVO, € possivel
supor que a contribuicdo repulsiva seja devido a aproximacdo entre duas
superficies com cargas de mesmo sinal (ponta do AFM ligeiramente negativa e a
mica também negativa) e que a intensidade da interacdo diminui em funcéo do
aumento de concentracdo de ions, responsaveis pela blindagem das cargas
superficiais [131]. Sendo assim, a falta de aderéncia observada na Figura 5.13
ocorre muito provavelmente devido as for¢as de repulsdo de vdW e de hidratacéo
repulsiva.

T .
Vo
rl ‘ ) 0.1 nN

'g' . 10 nimn

Figura 5.15 Curva de forca em formamida mostrando as forgas repulsivas de vdW
[46].
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Adicionalmente, a Figura 5.15 mostra a histerese (a separacdo das duas
linhas de aproximacéo e retracdo) devido a viscosidade do meio aquoso, que &

uma caracteristica intrinseca das curvas feitas em meio liquido [46].

5.3.2 Ponta funcionalizada com ACCase e substrato f uncionalizado com
imazaquin

No sistema de investigacdo das forcas que existem entre a enzima
ACCase e o0 herbicida imazaquin, espera-se que nao ocorra interacdes de
afinidade especificas, visto que o herbicida imazaquin ndo possui afinidade por
nenhum dos residuos Tyrl738A, Gly1998B, Val2002B, Gly1734A, Phel956B e
Alal627A. Isso € esperado, pois 0 imazaquin inibe a enzima ALS (acetolactato
sintase, responsavel por catalisar a primeira reacéo na producédo dos aminoacidos
de cadeia ramificada, valina, leucina e isoleucina. Estrutura quimica vide
Apéndice A).

Na Figura 5.17, dez curvas foram plotadas juntas com a finalidade de
visualizar o comportamento de um universo de amostras estatisticamente validas.
Notam-se, nessas curvas, que os valores de forca de adesdo estdo em torno de
0,90+£0,18 nN. Esses valores evidenciados nas curvas de interacdo ndo especifica
entre 0 imazaquin e a ACCase mostram gue ndo houve uma grande adesao entre
suas moléculas. Padrbées de curvas de forca com baixas forcas de adesé&o
também podem ser decorrentes do comportamento do sistema em meio aquoso,
mostrando forcas de cargas baixas, como a de vdW e histerese, por exemplo
[136, 137]. Em adicéo, diferentemente do comportamento observado nas curvas
de controle onde ha falta de aderéncia (Figura 5.13), aqui as curvas de forca
apresentam uma pequena forca de adesdo, mesmo nao havendo interacdo
especifica. Este fato pode ser decorrente que o filme formado no substrato é
parcialmente estavel ou metaestavel (Figura 5.16), resultando em uma interacao

decorrente do contato induzido e da indentac&o entre os filmes.
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_A

Figura 5.16 Modelo esquematico para adesédo de filmes parcialmente estavel ou
metaestavel em curvas de forca em meio liquido [133].
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Figura 5.17 Curvas de forca referente as andlises do nanobiossensor com a ponta
funcionalizada com ACCase e o0 substrato funcionalizado com
Imazaquin, herbicida n&o inibidor. Curvas de forca realizadas em meio

liquido (solucao tampéao PBS a pH 7,0).

Em seguida, o histograma representativo da frequéncia relativa dos valores
de forca encontrados para a interagdo ACCase-imazaquin (Figura 5.18), mostra
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que os valores mais recorrentes de forca de adesao se encontram na faixa de 0,8-
1,0nN.
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Figura 5.18 Histograma representativo da frequéncia de eventos (n = 19) e dos
valores de forca de adesdo para a interacdo nao especifica entre a
enzima ACCase e o herbicida n&o inibidor imazaquin. A curva foi

ajustada com uma distribuicdo de Gauss.

5.3.3 Ponta funcionalizada com ACCase e substrato f uncionalizado com
metsulfuron

O metsulfuron (estrutura quimica vide Apéndice A) € um dos herbicidas
mais utilizados para o controle de plantas daninhas em pos-emergéncia na cultura
do trigo, pertencendo ao grupo das sulfoniluréias, inibindo também a enzima
chave ALS na producdo de aminoé&cidos de cadeia ramificada em plantas. Assim,
igualmente ao sistema de sensoriamento ACCase-imazaquin (Figura 5.19), nota-
se que houve uma interagcdo muito fraca entre o sensor e o0 substrato, sendo o

valor da forca de adesdo média, aproximadamente 0,40+0,10 nN. Esses valores
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evidenciados nas curvas de interacdo ndo especifica entre o metsulfuron e a
ACCase também mostram que ndo houve uma grande adesdo entre suas
moléculas. Algumas curvas de forca nesta amostragem se comportam
diferentemente, pois seus dados numéricos apresentam diferencas de
informagdes descritivas nos eixo X-y, 0 que levou a esse padrdo de inclinacao

apos o ajuste matematico das curvas.

Forga (nN)
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Figura 5.19 Curvas de forca referente as analises do nanobiossensor com a ponta
funcionalizada com ACCase e o0 substrato funcionalizado com
metsulfuron, herbicida né&o inibidor. Curvas de forca realizadas em meio

liquido (soluc¢do tampédo PBS a pH 7,0).

O histograma representativo da frequéncia relativa dos valores de forca de
adesao encontrados para a interagdo ACCase-metsulfuron (Figura 5.20), mostra
que os valores mais recorrentes de forca adeséo se encontram na faixa de 0,3 —
0,4 nN.
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Figura 5.20 Histograma representativo da frequéncia de eventos (n = 19) e dos
valores de forca de adesdo para a interacdo nao especifica entre a
enzima ACCase e o herbicida n&o inibidor metsulfuron. A curva foi
ajustada com uma distribuicdo de Gauss.

5.3.4 Ponta funcionalizada com ACCase e substrato f uncionalizado com
glifosato

Em outro controle, foi testado outro herbicida ndo especifico da enzima
ACCase e com outro mecanismo de acao. Neste caso, o herbicida glifosato, que é
um inibidor da enzima EPSPS (enolpiruvil-shikimato-fosfato, enzima indispensavel
na sintese dos aminoacidos aromaticos em plantas. Estrutura quimica vide
Apéndice A), foi imobilizado na mica+APTES para a compreenséao dos efeitos que
decorrem quando este agroquimico e a ACCase séo induzidos ao contato através
medida pontual da forca de adesdo. Nesta analise das curvas mostradas na
Figura 5.21 também € possivel verificar que ocorre uma interacdo muito fraca nas
curvas de forca, com forca de adesédo girando em torno de 0,64+0,10 nN. Este

cenario também era esperado pelo fato do glifosato ndo ser fisica, biol6gica e
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quimicamente compativel com os residuos presentes nos sitios ativos da enzima
ACCase.

Forga (nm)
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Distadncia (nm)
Figura 5.21 Curvas de forca referente as analises do nanobiossensor com a ponta
funcionalizada com ACCase e o substrato funcionalizado com glifosato,

herbicida n&o inibidor. Curvas de forca realizadas em meio liquido

(solucao tampéo PBS a pH 7,0).

Da mesma maneira, um histograma de frequéncia relativa versus forca,
evidenciou que os valores mais recorrentes de forca adesao entre a ACCase e o
glifosato (Figura 5.22) se encontram na faixa de 0,7 — 0,8 nN.



73

Frequéncia Relativa
o
|

3 ]

.1

1

0_ 1 1 T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Forca (nN)

Figura 5.22 Histograma representativo da frequéncia de eventos (n = 19) e dos
valores de forca de adeséo para a interacdo ndo especifica entre a
enzima ACCase e o0 herbicida nao inibidor glifosato. A curva foi

ajustada com uma distribuicdo de Gauss.

5.3.5 Ponta funcionalizada com ACCase e substrato f uncionalizado com
diclofop

Para verificar a efetividade e possibilidade de emprego do nanobiossensor
para herbicidas dos grupos do ariloxifenoxipropionatos e ciclohexanodionas, que
sao inibidores da ACCase, medidas de forca de adesédo foram realizadas em um
substrato contendo moléculas de diclofop imobilizadas covalentemente.

Nas curvas resultantes dessas analises (Figura 5.23), nota-se que ha uma
alta interacdo especifica nas curvas, verificando-se valores de forca adesdo em
torno de 6,0+1,0nN.
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Figura 5.23 Curvas de forca referente as analises do nanobiossensor com a ponta
funcionalizada com ACCase e o substrato funcionalizado com diclofop,
herbicida inibidor. Curvas de forca realizadas em meio liquido (solugéo
tampéao PBS a pH 7,0).

Para esse sistema, em um histograma mostrando a frequéncia relativa para
os valores de forca de adesado quantificados mais provaveis (Figura 5.24), verifica-
se que os valores mais recorrentes de forca de adeséo entre a ACCase e 0

diclofop se encontram na faixa de 6,0 — 7,0 nN.
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Figura 5.24 Histograma representativo da frequéncia de eventos (n = 19) e dos
valores de for¢ca de adesédo para a interagdo especifica entre a enzima
ACCase e o herbicida inibidor diclofop. A curva foi ajustada com uma

distribuicdo de Gauss.

5.3.6 Ponta funcionalizada com ACCase e bloqueada ¢ om anticorpo
especifico da ACCase e substrato funcionalizado com diclofop

Outro tipo de controle efetivado neste trabalho foi realizar as medidas de
forca com as enzimas imobilizadas na ponta do AFM bloqueadas com anticorpos
especificos da ACCase (fornecidos por intermédio kit de ELISA “Bovine Acetil-
CoA carboxilase Sintetase”). As curvas de forca mostradas na Figura 5.25
comprovam que as enzimas imobilizadas na ponta estavam ativas nos controles
anteriores, comprovando que o nanobiossensor proposto é ativo e funcional para

a deteccdo de moléculas do herbicida diclofop.
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Figura 5.25 Curvas de forca referente as analises do nanobiossensor com a ponta
funcionalizada com ACCase bloqueada com seus anticorpos
especificos e o substrato funcionalizado com diclofop, herbicida

inibidor. Curvas de forca realizadas em meio liquido (solucédo tampé&o
PBS a pH 7,0).

5.3.7 Andlise comparativa

A Figura 5.26 indica que os valores das forcas de adeséo do diclofop séo
85% maiores em magnitude quando comparada com o herbicida imazaquin, e
93% maior em magnitude quando comparada com o herbicida metsulfuron. Esta
diferenca na adesdo de valores de forca é esperada, uma vez que estes
herbicidas inibem a acdo da enzima ALS [138-140] e, portanto, ndo € um ligante
especifico da enzima ACCase. Da mesma forma, os valores das forcas de
aderéncia de diclofop sdo 90% maiores em magnitude quando comparada com o
herbicida glifosato. Esta diferenca de valores de aderéncia forca também é
esperada, uma vez que o herbicida glifosato € um inibidor da enzima EPSP [141,

7

142] e, portanto, também é um ligante ndo especifico da enzima ACCase. A
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diferenca entre os valores de reconhecimento especifico (diclofop) e né&o
especifica (imazaquin, metsulfuron e glifosato) € de aproximadamente 90%. Esta
evidéncia comprova a seletividade e especificidade do nanobiossensor proposto

neste trabalho.
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Figura 5.26 Comparacao das curvas de forca. A curva de forca azul representa
um evento de reconhecimento especifico para um complexo de
biomoléculas Unico formado pela interacdo especifica entre ACCase-
diclofop (que inibe a acdo da enzima). Em contraste, as curvas em
laranja, azul-claro e verde, representam eventos de reconhecimento
ndo especificos com valores baixos, quase nulos, para forcas de
adesdo. Curvas de forca realizadas em meio liquido (solugdo tampé&o
PBS a pH 7,0).

Nos histogramas mostrados na Figura 5.27 é possivel comparar os valores
de forcas de adeséo especificas e ndo especificas. Através desses histogramas
também a seguinte conclusdo pode ser extraida: em um determinado intervalo, a

forca de adeséo mais provavel pode ser observada e, consequentemente, esses
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valores podem ser utilizados para padronizar o funcionamento do sensor em uma
producdo em maior escala e analiticamente. A diferenca entre os valores da
adeséao para cada grupo de herbicidas (especifico e ndo especifico) (Figura 5.29)
e a probabilidade dos valores que aparecem nas medidas experimentais também
sdo dados importantes fornecidos pelos histogramas. No que tange as
distribui¢cdes vista nos histogramas, todos os picos foram ajustados a uma funcéo

gaussiana (Figura 5.27).
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Figura 5.27 Histogramas (n = 19) para as ocorréncias (frequéncia relativa) dos
valores para forca de adesdo dos sistemas de deteccdo em
nanoescala: ACCase/diclofop; ACCase/imazaquin; ACCase/glifosato e;
ACCase/metsulfuron. Os histogramas foram ajustados para fungdes
gaussianas para identificar o valor da forca de aderéncia mais provavel,
a fim de criar um valor padrdo para eventos de reconhecimento

especificos e sinais inespecificos.

Por meio da Figura 5.28, a diferenca das forcas de adeséo para cada grupo

de herbicidas fica bastante evidente.
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Figura 5.28 As linhas verticais mostram a diferenca entre os valores de for¢ca de
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adesdo para o0s agroquimicos diversos, corroborando com a
especificidade e seletividade do nanobiossensor. As linhas horizontais
indicam cada amostra analisada por AFM. Vdiclofop; m imazaquin; e

metsulfuron e; x glifosato.

E interessante mencionar aqui que para medi¢cbes em ar geralmente existe
uma adesao resultante da forca capilar entre a ponta do AFM e a amostra. A
maioria das superficies hidrofilicas € coberta com uma camada fina de agua
(espessura de poucos nanémetros) em condicbes ambientes e, muitas vezes, a
ponta do AFM e a amostra sao hidrofilicas. Nestes casos, as camadas de agua
podem se juntar quando a ponta e amostra sao proximas umas das outras,
formando um gargalo capilar entre eles. Assim, quando o cantilever é retraido da
amostra, esta “unido” das camadas de agua faz com que exista uma forte adesao
entre essa ponta e amostra. A certa distancia, a forga do cantilever sera suficiente
para superar essa aderéncia e a ponta vai se soltar, voltando ao seu
posicionamento inicial. Diferentemente, em analises em meio liquido (caso deste

trabalho), ndo existe essa aderéncia entre as camadas de agua circundante e,
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consequentemente, a adesdo entre a ponta do AFM e a amostra é efetivamente
reduzida (Figura 5.29).
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Figura 5.29 (A) Curva de forca realizada no ar para a interagdo entre a enzima
ALS e o herbicida metsulfuron [143] e (B) Curva de forca realizada em

meio liquido. A diferenca da for¢a de adesao entra as duas curvas é de
50 nN.

Neste sentido, os resultados deste trabalho fornecem uma abordagem
nova aos nanobiossensores de pontas de AFM, uma vez que este dispositivo foi
baseado na biomimética do mecanismo de acdo de herbicidas seletivos em

plantas daninhas. Imitando o modo como as interacdes ocorrem na natureza, o
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estado de energia minima do sistema de sensoriamento é preservado e as vias
de reconhecimento especificos séo realizadas facil e naturalmente, uma vez que

estas séo privilegiadas.
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo deste trabalho, foi apresentado o uso do Microscopio de Forca
Atbmica e Espectroscopia de Forca Atbmica aplicados a biomimetizacdo do
fendbmeno biolégico de inibicho enzimatica por herbicidas visando o
desenvolvimento de um nanobiossensor para deteccdo de moléculas de
agroquimicos especificos.

Por intermédio da Espectroscopia RAMAN foi possivel acompanhar as
mudancas nas caracteristicas quimicas da superficie até a obtencdo da
confirmacédo que as moléculas sensitivas e alvos estavam presentes na camada
superficial funcional por meio das caracteristicas intrinsecas das vibracoes
moléculas de ACCase e de diclofop.

Com base nas curvas de forca medidas por AFM e no modelo teorico-
experimental proposto, foi possivel determinar, de forma inédita, a deteccdo
especifica do herbicida diclofop na interface liquida por meio de uma forca de
adesao 90% maior para o diclofop, quando este é comparado com herbicidas ndo
especificos da ACCase, como o imazaquin, metsulfuron e glifosato. O sistema de
sensoriamento molecular foi baseado, com sucesso, nas funcionalizacdes
quimicas dos substratos utilizados sem que houvesse inativacdo dos sitios ativos
da enzima, desnaturagdo ou impedimento estérico.

O nanobiossensor proposto neste trabalho se mostra como uma tecnologia
atil e flexivel, ja que pode ser adaptado a varias circunstancias, ou seja, para
varios tipos de moléculas alvo. Pode ser utilizado para fins de resiliéncia e
conservagao dos recursos naturais, tomada de decisbes sobre projetos que visam
apontar areas degradadas e contaminadas (solo e agua), além de ser um
indicador de qualidade ambiental para a melhoria e evolucdo das questbes
agricolas, alimenticias e de pesquisa farmacéutica. Finalmente, uma das
caracteristicas mais importantes deste nanobiossensor é que este pode
proporcionar a deteccdo de moléculas alvo em tempo real, em uma concentracao

baixa (1mM), em condi¢des fisiologicas e sem marcacao com fluoréforos.
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7. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Em trabalhos futuros, pretende-se investigar diferentes tempos contato
entre a enzima e o herbicida, através da manipulacdo do software do AFM, em
uma escala de tempo de crescimento da ordem de milésimos de segundo a
segundos. Baseando-se no trabalho de Banerjee et al. [144], aumentando o
tempo de contato é esperado que os valores de adesdo também aumentem
significativamente. Esta investigacdo também ira fornecer dados importantes para
a melhor compreenséo do tempo 6timo de contato para promover a inibicao, bem
como mapear a cinética da inibicdo da enzima pelo herbicida.

Igualmente pretende-se verificar a possibilidade de reutilizacdo dos
nanobiossensores com a finalidade de investigar sua durabilidade, bem como se
existem mudancas na sensitividade do dispositivo durante seu tempo de vida (util.
Se a vida util do nanobiossensor for confirmada, pretende-se realizar entre 150 —
200 medidas de forca para validar o sensor analitica e estatisticamente por meio
de andlise de variancia (ANOVA).

Também se pretende investigar o comportamento de resposta do sensor
para amostras em que grupos de agroquimicos diversos estdo presentes e
interagindo em uma solucdo. Complementarmente, a técnica AFS sera também
utilizada para investigar a interagao de dois ou mais herbicidas e seus compostos,
com a finalidade de construir um isobolograma através de dados de curvas de

forca.
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APENDICE A
A.1 Estruturas dos agroquimicos utilizados neste tr abalho

A.1.1 Metsulfuron

H,CO. _O O N

Figura A.1 Representacdo da estrutura quimica do Metsulfuron (metil-2-[[[[4-
metoxi-6-metil-1,3,5-triazina-2-il) amino] carbonil]-amino]  sulfonil]

benzoato).

A.1.2 Imazaquin
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Figura A.2 Representacdo da estrutura quimica do Imazaquin 2-[4,5-didro-4-
metil-4-(1-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il]-3-quinolina-acido

carboxilico).



A.1.3 Glifosato
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Figura A.3 Representacdo da estrutura quimica do Glifosato ([N-(fosfonometil)

glicina)).
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