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Palavras Chave: Imobilizagdo de Hialuronidase, filmes de Langmuir-Blodgett.

Introducao

A Hialuronidase (HAase) é uma enzima presente
em importantes mecanismos nos seres vivos. Nos
mamiferos, ela tem a funcdo de facilitar a
penetragdo do espermatozéide através da zona
pellcida. Isso acontece por meio da clivagem do
seu substrato, o 4cido hialurénico (HA) e, portanto,
facilita a fecundagao do évulo.

Filmes lipidicos de Langmuir-Blodgett (LB), por
sua vez, sdo reconhecidos como sistemas modelos
de biomembranas. Além disso, sdo Uteis para
imobilizagdo de biomoléculas para a construcao de
biossensores e biorreatores.

Propriedades interfaciais de proteinas e outras
biomacromoléculas sao importantes em diferentes
processos bioquimicos'. Atualmente propriedades
interfaciais de liquidos biolégicos tém recebido
atencdo por causa da sua relagdo direta com a
deteccéo de doencas do nosso organismo ',

Nesse contexto, propusemo-nos a estudar as
propriedades interfaciais da HAase. Medidas de
tensao interfacial dindmica para solugbes de varias
concentracoes de HAase foram realizadas utilizando
0 método da gota pendente, na presenga ou na
auséncia de monocamadas de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).

Filmes LB constituidos de trés camadas de acido
dihexadecilfosfatidico (DHP) mediadas por Zn**
foram depositados. Uma ultima camada lipidica de
DPPC ou galactocerebrosideo (GCER) foi
depositada, e a adsor¢do da proteina a partir de
solugdo quantificada utilizando a técnica da
microbalanca a cristal de quartzo (QCM).

Resultados e Discussao

Solugdes com concentragdes de HAase inferiores a
5,0 ug mL" ndo apresentaram variagdo de tensao
superficial comparada a agua pura (Fig. 1).
Entretanto, na presenca da monocamada de DPPC
variacées de pressdo (An) de até 25 mN m™ foram
detectadas (Fig. 2), mostrando que a proteina
interage fortemente com DPPC, mesmo em
elevados empacotamentos da monocamada (Fig. 2).
Essa concentracao foi entdo utilizada para imobilizar
a enzima a partir de solugao em filmes LB de DPPC
e GCER.
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Sobre o filme de DPPC foram depositadas 218,0 +
37 ng de enzima, sem perdas significativas apoés
dois enxagues sucessivos do filme. No entanto, para
o filme GCER, a massa de HAase depositada teve
baixa reprodutibilidade (130,6 +123 ng) e
desprendeu-se do filme com apenas uma etapa de
enxagule.
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Figura 1. Cinética de adsor¢céo de HAase na
interface liquido-ar.
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Figura 2. Cinética de adsorgao de HAase em
presenca de DPPC em diferentes pressdes iniciais.

Conclusoes

A enzima HAase pdde ser imobilizada em filme
fosfolipidico mesmo em concentragées e intervalos
de tempo nos quais ndao se observa nenhuma
atividade superficial da enzima em interface agua-ar.
Melhor  reprodutibilidade na  deposicdo da
hialuronidase foi obtida sobre filmes LB de DPPC.
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