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Introducao

Monocamadas automontadas’ (SAMs,  self-
assembled monolayers) tém sido aplicadas para
imobilizar diferentes tipos de proteinas em superficie
metalicas permitindo, dessa forma, caracteriza-las e
aplica-las como biosensores, por exemplo. Técnicas
como Ressonéncia de Plasmons de Superficie (SPR
- Surface Plasmon Resonance) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) permitem o
monitoramento da formacdo das monocamadas e
da associagdo de proteinas sobre estas. Essas
técnicas também permitem obter informag8es
quantitativas do processo de adsorcdo. Neste
trabalho serdo apresentados e discutidos o0s
resultados obtidos por SPR e EIE para 0 processo
de associacdo da lectina Concanavalin-Br (ConBr),
uma proteina de origem nao imune capaz de ligar-se
espontaneamente a carboidratos, sobre o eletrodo
de Au modificado com L-cisteina (Au/cys).

Resultados e Discussao |

A superf|C|e de ouro foi prewamente modificada com
L-cisteina’® por meio de imersao durante 12h em
uma solucéo de cys (30,0 mmol L™). Em seguida, a
SAM de cys sobre ouro foi modificada com a
proteina ConBr 440 (ug mL'l) por imersdo em
solucdo desta por 2h. O acompanhamento dos
processos de modificagdo da superficie de ouro por
EIE (Figura 1a) foi feito utilizando [Fe(CN)s*™*
como molécula de prova. Enquanto a adi¢cdo de cys
implica em um aumento discreto da impedéancia, a
adicdo de ConBr resulta em um aumento
significativo indicando a diminuicdo da area
eletroativa do eletrodo.

No sensorgrama apresentado na Figura 1B, pode-se
observar o perfil cinético da associacao da proteina
ConBr sobre a superficie de ouro previamente
modificada com L-cisteina. Apés aproximadamente
2h, a superf|C|e foi lavada com tampéo fosfato 0,1
moI L™, pH 7,6. Neste ponto (indicado na figura) a
varlagao do angulo SPR é pequena indicando a
adsorcdo da ConBr sobre a SAM de cisteina.
Sabendo que uma variacdo de 120 m6 no angulo
SPR corresponde a 1,0 ng mm?, a quantldade de
ConBr adsorvida foi calculada como 9,1 ng mm™. Os
resultados de SPR reforcam aqueles obtidos por EIE
onde se observou uma interacdo entre a proteina
ConBr e a SAM de cys indicando, portanto, a
imobilizac&o da lectina.
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Figura 1. (a) Diagrama de Nyquist para Au limpo
(M), Au/cys (@) e Au/cys/ConBr (A) obtidos em
solugao contendo KCI 0,1 moI L e solugoes 8,0 x
10% mol L™ de [Fe(CN)s* e [Fe(CN)*. (b)
Sensorgrama para a modificagdo do substrato Au-
cys com ConBr.

Conclusodes

Os resultados obtidos por meio de SPR e EIE
indicam uma interagdo irreversivel entre a proteina
ConBr e a monocamada de cisteina sobre ouro.
Esta interacdo resultou na adsor¢éo de 9,1 ng mm™
de lectina apds um periodo de 2h.
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