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and real-time monitoring of microcystins in aqueous media. The inventive
method is based on the fact that the influx and interaction of microcystins in the
aqueous opening of a protein nanopore, formed by alpha-toxin incorporated into
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De acordo com a presente invengdo existem diversos processos para detec¢do de microcistinas, limitados na capacidade de
identificagdo adequada e monitoramento em tempo real de variantes estruturais destas toxinas. No presente processo inventivo e o
dispositivo inventivo pode-se realizar a detecgéo, identificagéo, quantificagio ¢ monitoramento em tempo real de microcistinas em
meios aquosos. O processo inventivo ¢ baseado no fato de que a entrada e interagdo de microcistinas no lume aquoso de um
nanoporo protéico formado pela alfatoxina incorporada em um suporte resistivo, provoca eventos discretizados na corrente iénica
que flui através do nanoporo. A série temporal destes eventos ¢ representativa e correlacionada com a variante estrutural da
microcistina presente na solugdo contida em um dos reservatorios condutores. A analise estatistica segmentai da série temporal
combinando o método dos minimos quadrados e algoritmo de otimizag&o genética, permite discriminar em tempo real as variantes
de microcistinas. O dispositivo inventivo consiste basicamente em um nanoporo incorporado em uma bicamada lipidica que
separa dois reservatdrios condutores, onde em um deles se coloca as microcistinas.
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“UTILIZACAO DE UM NANOPORO PROTEICO PARA
DETECCAO, IDENTIFICACAO, QUANTIFICACAO E
MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DE MICROCISTINAS EM
SISTEMAS AQUOSOS”.

A presente invengdo refere-se a um processo baseado na utilizagdo de um
nanoporo protéico para detecc¢fio, identificagdo, quantificagio e monitoramento em
tempo real de toxinas de baixo peso molecular, especificamente, as microcistinas em
meios aquosos, bem como a um dispositivo para realizagdo do processo.

Sabe-se que dois principais processos sdo atualmente empregados para detecgfo e
identificagdo de microcistinas e outras cianotoxinas em meios aquosos, baseado
principalmente em ensaios bioldgicos, bioquimicos e em suas propriedades fisico-
quimicas. Estes processos diferem em seus principios de detecgdo, identificacéo,
complexidade de execugfio e custos operacionais. Dentre os processos bioquimicos
normalmente realiza-se o ensaio imunoenzimético (ELISA) e o ensaio de inibi¢do da
proteina fosfatase. O ELISA apesar de apresentar sensibilidade adequada, seu principal
empecilho de ordem técnica, consiste nas reagdes cruzadas que podem levar a
subestimag@o da concentragdo das cianotoxinas analisadas. Outrossim, o ensaio de
inibi¢do da proteina fosfatase € bastante sensivel, porém, requer proteinas altamente
purificadas dedificil disponibilizagdo no mercado e ainda necessitam da utilizagdo de
fosfato radioativo, o que onera consideravelmente sua operacionalizagio, uma vez que
exige o cumprimento das normas de seguranga para manipula¢do de material radioativo.
Os processos fisico-quimicos por sua vez sdo analiticos, e consideram as propriedades
fisico-quimicas das microcistinas, tais como, a presenga de grupos croméforos sensiveis
a radiag@o ultravioleta (UV) presentes na estrutura molecular destas cianotoxinas, cuja
reatividade deve-se a grupos funcionais especificos, e também em sua estrutura ou peso
molecular. Dentre os processos fisico-quimicos utilizam-se: cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), eletroforese capilar (EC), ressonincia magnética nuclear
(NMR) e a espectroscopia de massa (MS). A principal desvantagem da HPLC consiste
na impossibilidade de identificagdo de variantes estruturais presentes em amostras de
microcistinas, além da auséncia de padrdes especificos que podem inviabilizar sua
ampla utilizagfio, uma vez que, a identificag8io da amostra se dé pelo tempo de retengo.
A EC apresenta baixa sensibilidade e também se faz necessério o pré-processamento da
amostra no sentido de produzir produtos fluorescentes capazes de serem sensibilizados
por um laser de comprimento de onda especifico. Por outro lado a espectroscopia de
massa ¢ a ressondncia magnética nuclear apesar de serem métodos eficientes para a
determinagdo da estrutura molecular s3o bastante onerosas; e enquanto que o primeiro é
destrutivo (impossibilitando o reaproveitamento da amostra analisada, para realizago
de contraprovas), no segundo € indispensdvel uma quantidade razoavel (normalmente
miligramas) de material de elevado grau de pureza.

Todos estes processos fisico-quimicos requerem pessoal altamente especializado e
s80 muito onerosos para serem empregados de forma rotineira e em grande escala.
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Adicionalmente todos os processos supracitados nfo permitem o monitoramento em
tempo real de microcistinas, uma vez que, se faz necessario a coleta da amostra, na
maioria das vezes, seu pré-processamento e finalmente a analise propriamente dita.

Nesta invengdo utilizasse os conhecimentos da biomimética e se desenvolveu um
processo para detec¢do, identificagfo, quantificagdo e monitoramento em tempo real de
microcistinas em meio aquoso. O elemento de reconhecimento molecular é uma a
nanoestrutura, o nanoporo protéico formado pela alfatoxina nativa, depositada e
referenciada no Protein Data Bank sob cédigo - PDB ID 7AHL.

Sabe-se, por exemplo, da patente US2010122907-A1 da utilizagdo do nanoporo
da alfatoxina para determinagfio da massa molecular de polimeros neutros,
especificamente o polietilenoglicol, porém, desconhecesse o uso deste nanoporo como
elemento de detecgfio, identificagdo, quantificagdo e monitoramento de variantes
estruturais de microcistinas.

O nanoporo protéico da alfatoxina (aHL) ¢ uma nanoestrutura formada por sete
subunidades monoméricas, que se auto-inserem em uma bicamada lipidica, criando uma
via aquosa para a passagem de diferentes particulas, desde, que apresentem didmetro
menor que a regido mais estreita do nanoporo. A estrutura cristalina tridimensional e a
estequiometria deste nanoporo sdo conhecidas. A geometria do poro aquoso e seu
posicionamento assimétrico em relagdo ao plano da membrana lipidica, também ja
foram elucidados em condigdes dindmicas empregando substincias nfio eletroliticas.
Existem duas regides do poro, uma com didmetro de 4,6 nm que fica praticamente fora
da membrana, e outra, que fica totalmente inserido na membrana e tem didmetro de ~2
nm, sendo composto por 14 folhas B-barril. Estes dois dominios estdo separados por
uma constri¢do de ~1,4 nm de didmetro. Adicionalmente o nanoporo formado pela
alfatoxina apresenta elevada estabilidade e condutdncia idnica, facilidade de
incorporagdo em membranas naturais e bicamadas lipidicas planas sintéticas.

Na figura 1, (A), esta representado um esquema do nanoporo protéico (1) inserido
na membrana lipidica (2) construida em uma barreira resistiva (3) que separa dois
reservatorios condutivos (I e II), e, na (B), o registro da corrente idnica captada por um
dos eletrodos (4). O mecanismo de detecgdo de microcistinas (5) pelo nanoporo da
alfatoxina se dé4 pela alteragdo transitéria discretizada, denominada de agora em diante
de evento de bloqueio (figura 1B), na corrente idnica que flui através do lume aquoso do
nanoporo, quando da permeagéo de uma molécula de microcistina por uma das entradas
do nanoporo. Na figura 1 B é demonstrado o tempo interbloqueio (1), que corresponde
a0 nanoporo DESOCUPADO, e, o evento de bloqueio que é caracterizado por
amplitude (2) e tempo de duragdo (3). A amplitude depende do volume relativo ocupado
pela microcistina quando presente no nanoporo, e, corresponde a diminui¢do na
condutincia do nanoporo, comparativamente a situagdo em que a microcistina ndo o
ocupa; enquanto que o tempo de duragfio do evento corresponde ao tempo de residéncia
de uma molécula de microcistina no lume aquoso, ou seja, o tempo em que o nanoporo

fica OCUPADO.
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A figura 2 representa que a série temporal dos eventos de bloqueios juntamente
com os tempos interbloqueios correlacionasse com a variante estrutural da microcistina,
portanto, é uma espécie de sua “IMPRESSAO DIGITAL” (A), e que a andlise da série
temporal dos eventos de bloqueio relativos a cada valor médio de condutancia, ¢
operacionalizada tragando-se um histograma de todos os tempos, gerando uma
distribui¢do de tempos caracteristicos de cada variante da microcistina (B). Igualmente a
frequéncia dos eventos de bloqueio, ou seja, o intervalo de tempo interbloqueios
depende da concentragdo das variantes estruturais da microcistina presente na solugéo
contida no reservatorio de onde ela advém.

Na figura 3 representa-se de forma esquematica o diagrama modular do método
de andlise, e, a diferenca entre os valores médios da condutincia do nanoporo na
auséncia e na presenca das variantes da microcistina no lume aquoso do nanoporo, de
agora em diante denominada, conduténcia residual, que permite, através de um grafico
bidimensional, a identificagdo em tempo real das variantes estruturais de microcistinas.

Na figura 4 representasse a andlise dos tempos interbloqueios, que representam a
auséncia de microcistina no interior do nanoporo, denominado de agora em diante,
tempo caracteristico de ndo-ocupagéo, representado por To,. A forma inversa, 1/ton,
denominado de agora em diante como taxa de transigdo, € proporcional a concentragdo
da microcistina, 0 que permite determinar a concentragfio de microcistina na solug#o,

A figura 5 ilustra a montagem mecénica do aparato, ou seja, a cimara
experimental (1) empregada para realizagio do processo. Os dois reservatdrios (I) e (II)
onde se colocam solugdes ilnicas, sd0 separados por uma barreira resistiva (2)
composta por uma pelicula ndo condutora que apresenta em sua regifio central, um
pequeno orificio circular de 50uM de didmetro. Neste orificio usando lipideo sintético,
constréi-se uma bicamada lipidica (3). Cada um dos reservatdrios contendo solugfo
eletrolitica € acoplado eletricamente ao amplificador de alta impedéancia configurado
como conversor corrente-voltagem (ndo representado na figura), através de eletrodo
prata-cloreto de prata (Ag-AgCl) (4) mantidos em pontes salinas do tipo agarose 2% em
cloreto de potdssio 3M, acomodado em ponteiras plasticas com volume de 200 uL, nfo
esquematizada na figura. A corrente que flui através do nanoporo é condicionada por
meio de filtro passa-baixa do tipo Butterworth, posteriormente digitalizada por um
sistema de registro (5) formado por uma placa conversora analégico-digital, e
finalmente armazenada diretamente na memoéria de um microcomputador (ndo
representado na figura).
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REIVINDICACOES

1. Processo para detec¢do de toxinas de baixo peso molecular, especificamente
microcistinas em meio aquoso, caracterizado pelo fato de que a interagdo de moléculas
de microcistinas através do lume aquoso do nanoporo protéico formado pela alfatoxina
nativa, gera altera¢des discretizadas tipicas no fluxo da corrente i6nica que o permeia e,
que estas alteragdes sdo dependentes desta classe de toxinas.

2. Processo para identificacdo de variantes estruturais de microcistinas em meio
aquoso, caracterizado pelo fato de que a interagdo de cada variante estrutural da
microcistina através do lume aquoso do nanoporo protéico formado pela alfatoxina
nativa, provoca alteragdes discretizadas especificas no fluxo de corrente iénica que o
permeia, e, que estas alteragdes s@io dependentes das propriedades estruturais de cada
variante da microcistina.

3. Processo para quantificagdo de microcistinas em meio aquoso, caracterizado
pelo fato de que a interag@o de cada variante estrutural da microcistina através do lume
aquoso do nanoporo protéico formado pela alfatoxina nativa, provoca altera¢des
discretizadas especificas no fluxo de corrente idnica que o permeia, e, que a distribuigfo
dos intervalos de tempo entre os eventos sucessivos de bloqueio de corrente ibnica
provocados por interagdo de cada variante estrutural da microcistina com o lume aquoso
do nanoporo protéico, sdo dependentes da concentragfo ou quantidade destas moléculas
no reservatorio de onde elas advém.

4. Processo para o monitoramento em tempo real de microcistinas em meio
aquoso, caracterizado pelo fato de que a interagio de cada variante estrutural da
microcistina através do lume aquoso do nanoporo protéico formado pela alfatoxina
nativa, provoca alteragdes discretizadas especificas para cada microcistina e que sua
comparagdo com um banco de dados permite a identificagfio instantdnea de cada
molécula de microcistina que interagir com 0 nanoporo.

5. DlSpOSlthO de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3 e 4 caracterizado por uma
camara experimental composta por material isolante e inerte, dividida em dois
reservatorios condutores separados por uma barreira resistiva, no qual ha uma Unica via
de condugdo elétrica.
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FIGURA 3.
(A)
MODULO DE AQUISICRO DOS REGISTROS DE CORRENTE IGNICA ATRAVES DO
NANOPORO.

{Os dados sBo digitalizados € gravadas em arquivo de formato proprietario)

MODUEO DE APRESENTAGAO E ANALISE ESTATISTICA DA SERIE TEMPORAL DE
EVENTOS DE BLOQUEIO
{Os dados s30 processados por algoritmo baseado no método dos minimos quadrados
juntamente com algoritmogenético para decodificacdo do nimero de Gaussianas)

MODULO DE IDENTIFICAGRO DAS VARIANTES DE MICROCISTINAS
(A distribuigcdo bidimensional de tempo dos eventos de bloqueio e a condutdncia
residual, agrupamentos em "ithas” correlacionadas a cada variante da microcisting)

MODULO DE CONSULTA AQ BANCO DE DADOS E IDENTIF ICACﬁO AUTOMATICA DAS
VARIAMTES DE MICROCISTINA
{0 padrdo de agrupamento das “ithas® & comparado junto ao banco de dados formado
por agrupamertos de variantes de microcisting previamente armazenados)

- (B)
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