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Estrutura dos nanoporos proteicos biologicos

Anthrax: Depois de se ligar aos receptores na membrana plasma-
tica da célula alvo e sofrer uma ativac@o proteolitica, 0 componente
antigeno protetor da toxina do antraz formar um pré-poro heptamérico
como na Figura 1S. O pré-poro sofre uma conversdo dependente do
pH que permite a translocac@o dos fatores de edema e letal para o
citosol.!

Aerolisina: O poro da aerolisina tem um formato de cogumelo
com um dominio extramembranar que varia entre 10-17 A2 O com-
primento dos poros da aerolisina e da alfatoxina € aparentemente o
mesmo, mas o didmetro é menor na aerolisina do que na alfatoxina,
muito provavelmente pela auséncia do dominio vestibular no poro
formado pela aerolisina, resultando em um modelo semelhante a um
rebite,* como indicado na Figura 2S.

Limitacoes e estratégias de melhorias do nanoporo proteico da
alfatoxina

Os nanoporos da alfatoxina podem ser modificados utilizando a
técnica de mutagénese, na qual € introduzido, geneticamente, algum
dos vinte aminodcidos naturais no poro proteico gerando uma varie-
dade de cadeias laterais de diferentes tamanhos, formas, polaridade
e reatividade quimica. Também pode ser realizadas mutagéneses
introduzindo aminodcidos com configura¢do D ndo usualmente en-
contrados nos mamiferos superiores como na Figura 3S.°
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Outra forma de melhorar a detec¢do do nanoporo
¢ a utilizagdo de adaptadores moleculares como a
B-ciclodextrina como visto na Figura 3S, que apesar de
ser muito utilizada, ndo apresenta seletividade especifi-
ca para moléculas pequenas por isso, para sua melhor
utilizagdo € necessario também a mutag¢do do nanoporo
proteico, o que torna essa interagdo (ciclodextrina-
-nanoporo) ~10* vezes mais forte que com o nanoporo
na sua forma selvagem.®’

No trabalho de Zhao e colaboradores foi investigado a transloca-
¢do de peptideos aromdticos através do nanoporo proteico formado
pela alfatoxina, como mostrado na Figura 4S. O nanoporo sofreu
modifica¢cdes aromdticas em suas paredes internas com o objetivo
de aumentar a afinidade de ligacdo dos peptideos com o nanoporo,
aumentando assim a sensibilidade do nanoporo. Demonstrou-se a
detecgdo de vdrios peptideos incluindo aqueles que diferiam em
apenas um aminodcido, além de oferecer uma técnica potencial para
o sequenciamento de proteinas.?
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Aplicacdes do nanoporo da alfatoxina

Monitoramento de microcistinas na dgua

Os métodos atualmente disponiveis para deteccdo e caracteri-
zacao de cianotoxinas na dgua, como cromatografia liquida de alta
performance, ressonancia magnética nuclear e a espectroscopia de
massa, s30 muito trabalhosos para implementacio do monitoramento

Figura 18. Estrutura do nanoporo Antrax. O nanoporo formado pela toxina do Bacillus anthracis é formado por sete subunidades. Uma visdo lateral é apre-

sentada em A e uma visdo do topo do nanoporo é mostrada em B. Retirado do Protein Data Bank (pdb), cédigo 1TZN
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Figura 2S. Representagdo esquemdtica do nanoporo da aerolisina (A) e da alfatoxina (B) incorporados em bicamadas lipidicas planas. Ambos os nanoporos
apresentam didmetro que permite a translocagdo de peptideos. Adaptado da Ref. 4

Figura 3S. Exemplos de nanoporos da alfatoxina adaptados: (A) poro geneticamente modificado. Os residuos dos aminodcidos sdo inseridos proximo a regiao
mais estreita do poro (residuos em azul); (B) poro contendo uma f-ciclodextrina como adaptador molecular proximo & regido de constri¢do
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Figura 4S. (a) Representagdo molecular do nanoporo proteico da alfatoxina. As trés posigoes de mutagdo (113, 145 e 147), utilizadas para detec¢do de peptideos
estdo indicadas em vermelho, azul e roxo, respectivamente. Os nanoporos modificados receberam a denominagdo de (WT)7, (M113F)7, (2FN)7 de acordo com
a localizagdo da mutagdo (b) Registros tipicos, bem como a corrente residual da interagdo do peptideo Y6 com os trés nanoporos (WT)7, (M113F)7, (2FN). E
em (c) o perfil de bloqueios na corrente ionica através do nanoporo na presenga simultanea de quatro peptideos: Y6, YPFW, YWPF, e YPWG. Adaptado da Ref. 8
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Figura 5S. Representagdo esquemdtica do nanoporo da alfatoxina incorporada em um suporte resistivo a esquerda. Representagdo dos registros de bloqueios
na corrente idnica caracteristicas da detecgdo de dois tipos de microcistinas (A) microcistina YR em (B) microcistina RR. Adaptado da Ref. 9

em tempo real de microcistinas. Na tentativa de melhorar a identifi-
cacdo dessas cianotoxinas, 0 método baseado no nanoporo proteico
foi desenvolvido para deteccdo, quantificacdo e caracterizacdo de
microcistinas em meios aquosos como visto na Figura 5S. Ele € do-
tado de elevada sensibilidade, permitindo um monitoramento dessas
moléculas em tempo real 1
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