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Resumo

A adsor¢do da proteina GInB de Herbaspirillum seropedicae (GInB-Hs) sobre a
superficie da mica com e sem revestimento foi analisada por microscopia de for¢a atomica
(MFA). A proteina GInB-Hs ¢ um homotrimero (36kDa), globular e soluvel, que faz parte da
familia das proteinas PII, que sdo proteinas transdutoras de sinal encontradas em procariotos,
arquea e eucariotos. A solucdo da proteina GInB-Hs foi depositada por diferentes métodos
sobre a superficie da mica sem e com revestimento. Os revestimentos utilizados para
funcionalizar a mica foram: fosfato 0,014g/L, etanol 98%, polilisina 0,00lmg/ml e a-
cetoglutarato 0,5mM. Os auto-arranjos encontrados nos filmes da proteina GInB de H.
seropedicae foram analisados por microscopia de for¢a atdmica em modo dinamico. As
imagens topograficas mostraram que as estruturas dos filmes protéicos sao influenciadas pelo
método de deposi¢do, tempo de adsor¢do, pela presenga de Tris e concentragdo de sal na
solucao de proteina, polaridade da superficie do substrato e estrutura molecular dos materiais
utilizados no revestimento da mica. Os filmes protéicos formados sobre a superficie da mica e
da mica revestida com fosfato apresentam estruturas supramoleculares em forma de anéis.
Enquanto que, sobre a mica funcionalizada com polilisina, etanol e a-cetoglutarato
apresentaram estruturas supramoleculares diferentes em forma e tamanho. Embora, a umidade
interfira na formacao dos filmes de proteina GInB-Hs, houve reprodutibilidade no perfil das
amostras preparadas sob diferentes condi¢cdes ambientes. Ensaios iniciais de espectroscopia de
fotoelétrons (XPS) foram realizados para caracterizar a adsor¢ao da proteina sobre a mica. Os
resultados sugerem que ndo houve reacdo quimica significativa da proteina com a superficie,
indicando que os filmes formados pela proteina GInB-Hs estdo estabilizados por interacdes
fracas. Estes resultados contribuem na interpretacio de imagens de MFA resultantes da
adsorcao da proteina GInB-Hs sobre superficies soélidas e possiveis artefatos devido a sais
presentes na solugao.
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Abstract

The adsorption of Herbaspirillum seropedicae GInB protein (GInB-Hs) on mica
surface with and without treatment was visualized by atomic force microscopy (AFM). The
GInB-Hs i1s a homotrimer (36kDa), globular, soluble protein and a member of PII-like
proteins family which are signal transducer protein found in prokaryote, arqueas and
eukaryote. A GInB-Hs solution was dispensed by different methods onto mica surface and
mica functionalized. The mica surface was funcionalized with PO4 0,0014g/L, ethanol 98%,
polylisine 0,001mg/ml and a-ketoglutaric acid 0,5mM. The self-organized structures observed
in protein GInB-Hs films were analyzed by atomic force microscopy in dynamic mode. The
topographic AFM images showed that the protein films supramolecular structures are
influenced by deposition methods, adsorption time, by the presence of Tris and salt
concentration in the protein solution, substrates surface polarity and molecular structure of the
material used to functionalize the mica. The protein films formed onto mica surface and mica
funcionalized with polylisine have supramolecular structures in doughnut-like shape, whereas
mica funcionalized with polylisine, ethanol and a-ketoglutaric have supramolecular structures
with spherical-like shape. Besides the relative humidity (RH) interference in the protein
GInB-Hs film formation, the samples pattern observed were reproducible under different
conditions. X-Ray Photoelectrons Spectroscopy (XPS) results do not show any evidence of
chemical reaction between solution compounds, protein and mica surface. These results
contribute to the understanding of AFM image formation due to GInB-Hs protein deposition
on mica and possible artifacts due to salt contribution.
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1. Introducao

A auto-organizagdo de biomoléculas recentemente emergiu como método alternativo
para fabricagdo de uma variedade de materiais na escala de poucos nanometros a
macroscopica. O revestimento de superficies sélidas com monocamadas de materiais
organicos tem atraido muita atengdo no desenvolvimento de sensores, dispositivos
moleculares eletronicos e na organizagdo de estruturas supramoleculares [1].

Auto-organizacdo ¢ definida como uma organizacdo espontanea de componentes
individuais em uma estrutura ordenada sem a intervengdo humana. Os elementos que
direcionam a auto-organizacdo sdao complementares entre os componentes individuais,
interagdes fracas e ndo covalentes. As proteinas sdo macromoléculas que apresentam maior
diversidade funcional nos seres vivos. A fungdo bioldgica de uma proteina esta diretamente
associada a sua estrutura tridimensional que ¢ determinada pela sua seqiiéncia de aminoacidos.
Proteinas enrolam-se no meio intracelular devido a interagdes intramoleculares de seus
aminoacidos. Estas interacdes dependem da estrutura e polaridade das cadeias laterais dos
aminoacidos.

Especificamente, estudos sobre a adsor¢do de proteinas, polimeros organicos, sobre
superficies solidas tém sido amplamente desenvolvidos devido a propriedade destas em aderir
nas interfaces [2]. A adsorcdo das proteinas em superficies solidas pode ser usada para a
construcdo de biosensores [3], implantes [2], testes imunologicos [4], sistemas de transporte
de drogas [2], microarranjos de proteina [5], para a cristalizacdo de proteinas usando os
nanofilmes como molde [6].

Cristais formados por este método apresentam maior estabilidade a radiacdo. Esta
técnica possibilitara um grande avango nos processo de cristalizagdo devido a rapidez e a
utilizacdo de pequenas quantidades de proteinas, além de contribuir para a determinagdo de
estrutura de proteinas pouco soluveis e proteinas que ndo cristalizam facilmente. Assim,
estudos do mecanismo de auto-organizacdo de macromoléculas podem gerar conhecimento
em diferentes areas.

Pode-se identificar a funcdo de uma proteina desconhecida pelo método “culpado por
associagdo” [5, 7], uma vez que as interagdes proteina-proteina sdo ordenadas na célula.
Identificando a interacdo entre uma proteina com funcdo desconhecida e uma outra com
funcdo conhecida é, muitas vezes, a chave para elucidar a fungdo da proteina sem fungao
descrita.

Uma das ferramentas que tem contribuido fortemente desde a sua invengdo para o
estudo de superficies revestidas com macromoléculas bioldgicas (neste caso as proteinas) e
suas interagoes (superficie/proteina e proteina/proteina) sdo os microscopios de varredura por
sonda (SPM) [8, 9].

O microscopio de varredura por sonda (SPM) ¢ uma familia relativamente nova de
microscopios que podem medir a superficie morfologica no nivel atdbmico, em que os critérios
de Rayleigh sao superados, uma vez que para a obtencdo de imagens nao se faz uso de lentes
[10].

Um microscopio de varredura por sonda é composto, basicamente, de uma sonda
sensora, ceramicas piezelétricas para posicionar a amostra e fazer varreduras, circuitos de
realimentagdo para controlar a posi¢do vertical da sonda e um computador para mover as
sondas de varredura, armazenar dados e os converter em imagens por meio de programas de
computador especificos para esse fim [9,11].

Através das técnicas de microscopia de varredura por sonda, a superficie dos
materiais ¢ observada em escala nanométrica, sendo manipuladas em ar, meio liquido ou
vacuo, tendo a possibilidade de grandes ampliagdes na direcdo z, além de permitirem a
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manipulagdo de atomos e moléculas e fornecer informagdes sobre condutividade elétrica,
dureza e propriedades magnéticas das amostras [9, 12].

O MFA ¢ o mais difundido entre a familia dos SPMs ¢ a interagdo sonda-amostra
ocorre por for¢ca de van der Waals fornecendo informacgdes sobre a topografia, elasticidade e
plasticidade da superficie da amostra [12, 13, 14].

Para se obter resultados de alta resolug¢do, confiabilidade e reprodutibilidade tais
analises, tanto em ar quanto em meio liquido, o material biologico deve estar firmemente
aderido a superficie de um suporte sélido (substrato), manter-se ativos, serem estaveis € nao
se soltarem (desorverem) com o tempo [15], pois nos modos operacionais do MFA forgas
laterais s@o exercidas pela sonda na superficie da amostra o que pode danificar a superficie da
biomolécula [8] ou até mesmo ser arrastada pela sonda [13].

Apesar de varias décadas no estudo da adsorcdo de biomoléculas em sdlidos, a
habilidade de controlar a intera¢do da proteina na superficie continua imperfeita, devido a
complexidade das moléculas e, principalmente, ao direcionamento espacial da proteina na
adesao [4].

Porém, importantes dados experimentais vém contribuindo para elucidar este
problema, mostrando o papel desempenhado pela polaridade dos grupos funcionais na
interagdo com as proteinas [16], a molhabilidade da superficie [17] e as camadas de
hidratagdo das proteinas na resisténcia a adsor¢ao nas superficies [18].

A habilidade de controlar a adesdo das proteinas em substratos, além de importante
para a construcdo de amostras para analise com o microscopio de forca atdmica também
contribuem para os avangos na drea de micro e nano-fabricagdo, separacdo por cromatografia
e ensaios para desenvolvimento de drogas e diagnosticos [19].

O objetivo deste trabalho foi estudar os fatores que influenciam a formagao de filmes
da proteina GInB da bactéria Herbaspirillum seropedicae (GInB-Hs) sobre mica com e sem
tratamento, para posteriormente otimizar condi¢cdes para obtencdo de uma monocamada de
proteina.

A familia de proteinas do tipo PII tem como principal representante a proteina GInB,
uma proteina transdutora de sinal envolvida na regulagdo da atividade das proteinas
relacionadas com a utilizagdo de fonte alternativas de nitrogénio [20]. A proteina GInB-Hs ¢
uma proteina globular, trimérica (36kDa) e sua estrutura tridimensional foi determinada por
difra¢ao de Raios-X [21].

A mica ¢ um cristal mineral formado por varios planos de clivagem atomicamente
lisos por vérias centenas de pm’® e que pode ser facilmente clivada com uma simples fita
adesiva, produzindo uma superficie lisa, limpa e hidrofilica ao nivel atdmico [8] e por isso foi
escolhida como substrato.

As estruturas supramoleculares formadas nos filmes de proteina GInB-Hs sobre mica
foram analisadas por microscopia de for¢a atdmica através de seu perfil de auto-organizacao
sobre as superficies. Neste contexto, procuramos contribuir para conhecimento geral de
biofisica, estrutura de proteinas, compreensdo da interacdo de proteinas com superficies
solidas e suas implicagdes e posteriormente nanotecnologia.

Assim colaborando para concretizar todo o potencial desta nova area usando
conhecimento das areas envolvidas — biologia, fisica, quimica, farmacia, engenharia —
cruzando barreiras, utilizando as habilidades e as linguagens das varias ciéncias que
necessitam para fazer os sistemas vivos e os artificiais trabalharem lado a lado.
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1.1 Organizacio da tese

Primeiramente, uma revisdo sobre estrutura e sobre a proteina GInB-Hs, os aspectos
cruciais que devem ser levados em consideracdo no preparo ¢ formacdo de um filme de
proteina e os principios de funcionamento do microscopio de forga atdmica e espectroscopia
de fotoelétrons. E finalmente sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.

No Capitulo 2 (Revisdo Bibliografica) traz uma visdo geral sobre estruturas
tridimensionais de proteinas, em particular a estrutura tridimensional e a distribuigdo de
cargas na superficie da proteina GInB-Hs. A influéncia das caracteristicas da solucdo de
proteina, da superficie do substrato e o método de deposi¢cdo sobre a formagdo de um filme
protéico também sera discutida neste capitulo. E, como se d4 a auto-organiza¢do dessas
macromoléculas na interface sélido/liquido. Ainda serd descrito os principios das técnicas de
microscopia de forga atomica (MFA) e de espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS)
usadas para analisar os filmes obtidos pela solugdo de proteina GInB-Hs.

O Capitulo 3 (Procedimento Experimental) descreve os materiais utilizados e os
métodos de deposi¢ao utilizados (drop deposition, imersao e spin coating) para a obtengao
dos filmes protéicos sobre a mica sem € com revestimento.

No Capitulo 4 (Resultados e Discussao) ¢ dedicado aos resultados da investigagdo por
MFA e o XPS sobre os filmes de proteina GInB-Hs formados sobre diferentes condigdes de
deposicdo e polaridade da superficie do substrato obtida com os revestimentos. Correlagdes
dos diferentes padrdes e estruturas supramoleculares dos filmes sdo discutidos. Neste capitulo
¢ discutido a influéncia da umidade relativa do ar na formagdo do filme de proteina e a
interferéncia deste na formagdo da imagem de MFA.

O quinto capitulo (Conclusio) ¢ dedicado as conclusdes obtidas das imagens de MFA
e os dados de XPS obtidos da adsor¢do da proteina GInB-Hs sobre a mica com e sem
funcionalizagdo e o sexto e ultimo capitulo é reservado as sugestdes para trabalhos futuros.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 Proteinas

Proteinas s3o macromoléculas de alto peso molecular que participam de todos os
processos celulares. A multiplicidade de fungdes desempenhadas pelas proteinas resulta do
grande numero de diferentes formas tridimensionais que estas podem assumir ja que a sua
func¢do ¢ determinada pela estrutura [22].

As proteinas sdo polimeros organicos formada pela ligacdo covalente de aminoacidos
(ligagao peptidica). Os aminoacidos sao formados: do grupo carboxila (-COOH) do primeiro
aminoacido e com o grupo amina (R-NH2-) do segundo aminoacido formando as ligagdes
peptidicas (ligagdo covalente) com a perda de uma molécula de agua, formando o chamado
esqueleto polipeptidico (Figural).

Normalmente, sao encontrados 20 tipos de aminoacidos nas proteinas e sua seqiiéncia
¢ definida pelo codigo genético. Cada aminoacido possui uma cadeia lateral diferente ligada
ao carbono a.

As cadeias laterais (R; e R, da Figura 1) conferem a cada aminodcido suas
caracteristicas quimicas proprias. As cadeias laterais sao formadas por aminoacidos apolares e
polares, carregados positiva ou negativamente.

H H H O H
oH oH H
HZN—é—C”&L o HN=C-Cl === HMN-C—C—N-C-CL_  +H0
R, [, I [ s
Q Q0 \4 8]
Ligac S0 peptidica

Figura 1: Unidade basica da proteina formando o esqueleto polipeptidico. R; e R, simbolizam o radical. Adaptado de [22].

A versatilidade quimica que os 20 aminodcidos comuns possuem ¢ de importancia
vital para a fun¢do das proteinas. Assim, além dos 20 aminoacidos padroes cada qual com
diferentes propriedades quimicas, os residuos na proteina podem, também, ser alterados
quimicamente nas modificagdes pos-traducionais (eventos de processamento covalente que
mudam as propriedades das proteinas por clivagem proteolitica ou por adigdo de um grupo
quimico a um ou mais aminoacidos).

2.1.1 Estrutura tridimensional

As proteinas podem ter quatro niveis estruturais:

1) Estrutura primaria: nivel estrutural mais simples e importante formado pela
sequéncia de aminoacidos ligados covalentemente ao longo da cadeia polipeptidica que
originard todo o arranjo espacial da molécula.

2) Estrutura secundaria: dado pelo arranjo espacial de aminoacidos proximos entre si
na sequéncia primdria da proteina, devido a rotacdo das ligagdes entre os carbonos o dos
aminoacidos e seus agrupamentos amina e carboxila.

As estruturas secundarias mais frequentes sdo: as a-hélice e as folhas-f3 (Figura 2).

Nas a-hélice o esqueleto polipeptidico esta estreitamente enrolado ao longo do maior
eixo da molécula e os grupos R dos residuos de aminoacido projetam-se para fora do
esqueleto helicoidal em dire¢do perpendicular ao eixo da hélice. A estabilizagdo desta
estrutura ocorre pelas ligagdes de ponte de hidrogénio entre o grupamento CO de cada
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aminoacido, com o grupamento NH do aminoacido que esté situado a quatro unidades adiante
na seqiiéncia linear, sendo que todos os grupamentos NH e CO formam pontes de hidrogénio.

A outra estrutura frequente ¢ a folha-f, em que a cadeia polipeptidica forma uma
estrutura em zig-zag em que as cadeias laterais de aminodcidos distantes de dois residuos
interagem. A estrutura ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio formadas entre o NH de uma
fita f com o CO de outra fita B, formando a estrutura em folha. Os grupos R (cadeia lateral) se
alternam para cima e para baixo ao longo do esqueleto estendido.

) Carbono O Hidrogénio O owigénio € Mitrogénio @ cadeia Lateral

Figura 2: Desenho esquemdtico da a-hélice (direita) e da folha-fi anti-paralela (esquerda). A primeira representagdo mostra todos os
dtomos no esqueleto polipeptidico, com as cadeias laterais representadas pela cor roxa enquanto que o segundo desenho mostra os simbolos
usualmente utilizados para representar a alfa-hélice e a folha f em modelos esquematicos de proteinas. [Adaptado de 22].

3) Estrutura terciaria: resulta do enrolamento das estruturas secundarias. Neste caso,
aminoacidos distantes na cadeia polipeptidica passam a interagir. A estrutura ¢ estabilizada
por interagdes fracas (pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e hidrofobicas) e em
alguns casos por interagdes fortes (ligagdes covalente), por exemplo, as pontes de sulfeto.

Se a proteina ¢ monomérica, ou seja, s apresenta uma cadeia polipeptidica a estrutura
tercidria corresponde ao maior nivel estrutural da proteina e a estrutura terciaria confere a
estas proteinas sua atividade biologica.

4) Estruturas quartendrias: quando as proteinas apresentam duas ou mais cadeias
polipeptidicas a estrutura quartendria ¢ o ultimo nivel estrutural da proteina. Esta estrutura ¢
caracterizada pela interagdo de cadeias laterias de aminoacidos de cadeias polipeptidicas
diferentes.

2.1.2 Estrutura tridimensional da proteina GInB-Hs

A proteina GInB ¢ uma proteina globular e a principal representante da familia de
proteinas do tipo PII [20].

As proteinas da familia PII sdo encontradas em bactérias, arqueas e plantas e auxiliam
na coordenagdo do metabolismo de nitrogénio, carbono e energia controlando a atividade de
proteinas e enzimas envolvidas nas respostas celulares a estes sinais.

GInB ¢ uma proteina transdutora de sinal envolvida na regulacdo da atividade das
proteinas relacionadas com a utilizagdo de fontes alternativas de nitrogénio [20] em muitas
bactérias, incluindo a Herbaspirillum seropedicae [23].
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H. seropedicae ¢ uma bactéria gram-negativa, diazotrofica que foi isolada da rizosfera
de gramineas, raizes de milho, sorgo e arroz e de caules e folhas de diferentes culturas de
cana-de-agucar, bananeira e abacaxizeiro [24, 25, 26].

Sua estrutura tridimensional foi determinada por difracdo de Raios-X [21]. As
proteinas GInB-Hs sdo homotrimeros de 36 kDa e cada monomero ¢ formado por um nucleo
que contém um duplo motivo Bap que ¢ bem conservado entre as proteina da familia PII
(Figura 3).

Figura 3: Diagrama do trimero da proteina GInB de H. seropedicae

As folhas B do motivo Bof estdo alinhadas no interior da cavidade central formada
pela unido dos monomeros e as a-hélices situam-se na periferia da proteina. O interior da
cavidade central ¢ hidrofobico. Entre os mondmeros formam-se trés cavidades laterais que sdao
constituidas majoritariamente por aminoacidos hidrofilicos.

A face inferior do trimero, por convenc¢do, ¢ a face que possui a volta C e contém
residuos carregados negativamente (Figura 4-a)). A outra face (face superior) da proteina
também ¢ negativamente carregada (Figura 4-c)). As cargas positivas sdo localizadas na face
lateral da proteina, ao redor da volta B (Figura 4-b)).

a) ¢)

|:| W26

Figura 4: Estado de cargas (a-c) (Adaptado de [27]) e superficie molecular (d-f) da proteina GInB-Hs. a) e d) face interior, b) e e) face
lateral e c) e f) face superior. Imagem e convengdo de cores (RASMOL).
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As cargas de valor mais baixo (negativa) passam do vermelho até o azul, valor mais
alto (positiva) (RASMOL) [27]. O azul claro corresponde a volta B, onde estdo concentradas
as cargas positivas.

A superficie molecular da GInB-Hs (Figura 4-d), e) e f)) mostra a distribui¢do de
cargas na superficie do trimero, na qual os residuos &acidos da cadeia lateral estdo
representados em vermelho, os residuos bésicos em azul e os demais em branco. Os residuos
hidrofébicos estdo situados preferencialmente no interior da proteina (branco), nas folhas f e
nas o-hélices, e os residuos polares encontram-se na superficie da proteina. A face inferior
apresenta uma maior concentracdo de cargas negativas, a face superior um equilibrio na
distribuicdo de cargas e na lateral observa-se uma maior quantidade de cargas positivas,
devido a presenca da volta B.

2.2 Filmes de Proteina
2.2.1 Preparo de filmes finos protéicos

Uma das principais limitagdes para estudos de filmes finos bioldgicos tem sido o seu
preparo. No caso de amostras com proteinas, a construcdo da interface substrato-proteina deve
respeitar as exigéncias: a imobilizacdo da proteina na superficie em seu estado ativo de
maneira estavel, que ndo desorvam com o tempo e que o método utilizado para a andlise do
filme ndo interfira nos resultados. Assim a adesdo da molécula deve ser realizada de tal modo
que um ambiente apropriado seja mantido, evitando mudangas conformacionais [5, 15].

A interagdo proteina-proteina varia dependendo do pH, concentragdo de sal, valéncia
dos ions, polaridade do solvente e a presenca de certos cofatores durante o periodo de
incubacdo com as proteinas alvos. Algumas interagdes podem necessitar da presenga
adicional de outras proteinas [4, 5, 15].

Sendo assim, ¢ importante utilizar um método que ligue a amostra fortemente ao
substrato e que ao mesmo tempo ndo cause alteragdes estruturais e desnaturagdes devido a
maior energia de ligagdo da superficie com a molécula [13, 28]. Estas mudangas
conformacionais também podem ser induzidas pela mudanca da tensao superficial da solucao
durante o processo de secagem ou congelamento do material ou, ainda, pelas distor¢des
topograficas causadas pelo tipo de deposi¢ado [13].

2.2.1.1 Soluciao

As solugdes também devem ser preparadas de modo a fornecerem condicdes estaveis e
fisiologicas para interagdo da proteina na superficie do substrato [15]. As propriedades das
proteinas como carga, tamanho, estabilidade da estrutura (dura ou mole — relacionada a
conformac¢do da proteina durante a adsor¢do), composi¢ao de aminoacidos e conformagdo
podem afetar a quantidade de proteina adsorvida [29].

A adsor¢do de biomoléculas as superficies solidas pode ser otimizado ajustando-se pH,
forca i6nica e a composicao da solucdo que contém a biomolécula [8, 13, 30]. Estes fatores
afetam uma ou mais for¢as que direcionam as interagdes das biomoléculas com o substrato,
tais como as forcas eletrostaticas, van der Waals, hidrofobicas, hidratacdo e forcas quimicas
especificas [30].
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2.2.1.2 pH

Interagdes eletrostaticas sdo importantes na adesdo da proteina e sd3o dependes do pH e
da forga i6nica do sistema que contém a proteina.

As interacdes eletrostaticas, bem como outros tipos de interagdo fracas fazem com que
as proteinas tendam a se agregarem e a precipitarem no seu pH isoelétrico, chamado de ponto
isoelétrico, pl. No pl ha o equilibrio entre as cargas negativas e positivas dos grupamentos
i6nicos de um aminoacido ou de uma proteina e a carga liquida da molécula, neste ponto, ¢
zero. Por exemplo, a proteina p-lactoglobulina encontrada no leite forma agregados devido a
mistura de carater anionico e catidonico no ponto isoelétrico de 5,3 (Figura 5) [31].

Acima ou abaixo do valor do pl, as proteinas possuem tanto cargas positivas quanto
negativas na superficie, atraindo ou repelindo umas as outras (Figura 5).
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Figura 5: Modelo mostrando efeito do pH na interagdo proteina-proteina.a) alto valor de pH: proteina soluvel (desprotonada), b) no valor
ponto isoelétrico: agregados, ¢) baixo valor de pH: proteina solivel (protonada) [31] e d) grdfico da solubilidade versus o pH da proteina
[-lactoglobulina em diferentes concentragdo de NaCl [32].

A mudanga na adsor¢do das proteinas em funcdo do pH pode ser atribuida a uma
mudanga nas pontes de hidrogénio que sdo minimas em solu¢des com pH proximo do seu
ponto isoelétrico, pois um aumento na forca idnica da solucdo bloqueia, mais eficientemente,
as cargas das proteinas e da superficie e, consequentemente, reduz a adsor¢ao [30, 33].

Em baixos valores de pH, ocorre um aumento da quantidade de pontes de hidrogénio
entre o grupo carboxil das proteinas e a superficie do substrato faz aumentar as forgas de
adesdo. J4 em valores maiores de pH a reducdo na adesdo esta relacionada ao aumento das
forgas eletrostaticas repulsivas no sistema [30].
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2.2.1.3 Concentracao ionica

A adicao de sal na solu¢ao comprime a camada de solvatagao das proteinas e aumenta
a interagdao entre as mesmas. Conforme a concentragao de sal na solugdo vai aumentando,
mais moléculas do solvente ficam associadas com os ions da solu¢do. Como resultado, menos
solvente fica disponivel para participar da camada de solvatagdo das proteinas, expondo
padroes hidrofobicos na superficie da proteina. Assim, as proteinas podem exibir interagdes
hidrofobicas, agregarem-se e precipitarem na solugao.

Os padrdes hidrofobicos expostos na superficie da proteina geram camadas altamente
ordenadas de 4gua, resultando num pequeno decréscimo da entalpia, AH, e uma grande
diminui¢do da entropia, AS, da ordenagdo das moléculas de 4gua em relagdo as moléculas
presentes na solucdo. A variacdo total da energia livre, AG, ¢ dada pela equacdo de Gibbs:

AG = AH - TAS (2.2.1),

em que AG ¢ a variagdo da energia livre, AH ¢ a variagdo da entalpia, AS variagdo de entropia
de acordo com a precipitacdo das macromoléculas na solugdo e T € a temperatura absoluta [34,
35].

O decréscimo na solubilidade da proteina segue uma curva de solubilidade
normalizada como mostrada na Figura 6. A relacdo entre a solubilidade da proteina e a
concentragdo idnica da solugdo pode ser representada pela equagao de Cohn:

logS=B-KI (2.2.2),
em que S corresponde a solubilidade da proteina, B ¢ a solubilidade ideal, K ¢ uma constante

(fungdo do pH, mistura e do sal) e I ¢ a concentracdo i6nica da solugdo, a qual ¢ atribuida ao
sal acrescentado e ¢ dado por [34, 35].

(2.2.3),

em que z; ¢ a carga do ion do sal e ¢; é a concentragdo do sal.

log S

Concentraciio Iomca

Figura 6: Curva da solubilidade dependente da concentragdo idnica. S corresponde a solubilidade da proteina e B é a solubilidade
ideal Adaptado de [34].
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A reducdo das repulsdes eletrostaticas devido ao aumento da concentracao iOnica que
comprime a camada de solvatagdo dos biopolimeros [30] favorece uma melhor adesdo das
proteinas sobre as superficies.

Porém, uma menor for¢a de adesdo aparece com o aumento da concentracdo idnica,
que pode estar relacionada a mudanga inicial do tamanho da proteina em uma solugdo com
uma concentragdo idnica fixa [30]. Em uma concentragdo baixa de sal os biopolimeros estarao
em um estado mais relaxado e mais expandido na solucdo, fornecendo maior potencial de
ligagdo para os sitios, entretanto conforme a concentragdo idnica aumenta o polimero fica
mais compacto e comprimido, formando um denso nucleo e fornecendo uma menor
possibilidade de interacdo [30]. Assim, quanto mais condensada a estrutura em uma alta
concentragdo i6nica mais fraca a ligacdo com a superficie, levando a menores forcas de
adesao.

De acordo com os fatores explicados acima, conjuntos de biomoléculas e
supramoléculas podem ser imobilizados na mica se a repulsdo eletrostatica for minimizada, o
que pode ser alcangado variando a concentracdo de ionica e o pH das solugdes [8].

2.2.1.4 Concentracio de proteinas

A adesao também depende da concentracdo das proteinas [33, 36]. Em baixas
concentragdes de proteina, esta pode maximizar suas interagdes com a superficie tanto pela
sua orientacdo espacial na superficie do substrato quanto pela sua desnaturagdo e adsorgao
irreversivel. Em altas concentragdes as proteinas sofrem menor interagdo com a superficie,
mantendo sua conformacgao, e desorvem mais facilmente [33].

Adsor¢do de solugdes com baixa concentragdo de lisozima aparentemente ndo causa
significativa desnaturagdo das camadas protéicas que parecem assumir uma configuragdo de
adesdo paralela, lado a lado. Em altas concentragdes de proteinas a adesdo ocorre em dois
tempos: inicialmente as moléculas de proteina adsorvem rapida e diretamente a superficie sem
alterar a sua conformag¢do; o segundo processo ocorre lentamente e a espessura de camadas
aumenta gradativamente com a quantidade de proteina adsorvida na dire¢do normal a
superficie [29]

Ohnishi et al. (1998) [36] mostrou que o aumento da concentracdo da proteina A
(proteina originalmente encontrada na parede celular da bactéria Staphylococcus aureus e
utilizada em pesquisas bioquimicas devido a sua habilidade de ligar imunoglobinas) na
solugdo depositada sobre a mica recém clivada aumentava a espessura do biofilme, além de
cobrir toda a area do substrato por posicionarem-se lado a lado produzindo uma outra
orientacdo preferencial de adsorc¢ao.

2.2.1.5 Propriedades estruturais da proteina

As propriedades estruturais da proteina também direcionam a sua adsor¢do e
integridade conformacional na superficie do substrato [33].

Ha proteinas que apresentam alta estabilidade interna e que aderem a superficies
hidrofilicas e sdo, geralmente, pequenas. Estas proteinas sdo chamadas de proteinas “duras”,
como as lisozimas e RNAses [33, 37]. Por outro lado, proteinas com baixa estabilidade
interna, chamadas de proteinas “moles”, como a BSA, HSA, imunoglobina (IgG) e
hemoglobina tendem a adsorver em todas as superficies independente das interagdes
eletrostaticas, devido ao ganho na entropia conformacional, que provoca uma mudanga
conformacional significativa [33]. Por esta razdo, as proteinas “moles” aderem até mesmo em
superficies eletrostaticamente repelentes [29].
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Apesar, da razdo adsor¢ao/tempo depender de varios fatores, para as proteinas “duras”
este processo ¢ relativamente rapido, enquanto que para as proteinas “moles” ¢ mais lento e
acompanhado de mudanga estrutural, principalmente, quando ha uma repulsdo eletrostatica
entre a proteina e a superficie [38]. Entretanto, mesmo para as proteinas “duras”, leva-se certo
tempo para alcangar o equilibrio na adsor¢do quando ocorre uma mudanga conformacional ou
um rearranjo da estrutura da proteina aderida [Lee 1989 apud 29].

2.2.1.6 Surfactante

Surfactantes ou tensoativos sdo compostos organicos, constituidos por moléculas
anfifilicas contendo partes polares (cabega) e apolares (cauda), com propriedades de atividade
superficial, resultado da adsor¢cdo destes compostos na superficie de liquidos, na interface
entre dois liquidos imisciveis [39] ou na interface entre solidos e liquidos. O padrao no qual
eles adsorvem ¢ bem definido devido as propriedades do final de cada molécula, formando
assim uma pelicula altamente orientada e estabilizada.

Os surfactantes sao classificados em anidnico, catidnico e ndo-ionico, de acordo com a
ionizagao do seu grupo polar [40]. Os grupos hidrofilicos em surfactantes anidonicos tornam-se
carregados negativamente em solucdo aquosa, como ¢ o caso dos carboxilatos, sulfonatos,
sulfatos e fosfatos; ja os grupos hidrofilicos em surfactantes cationicos tornam-se carregados
positivamente em solucdo aquosa, como por exemplo, as aminas [40]. Por outro lado, um
surfactante ndo-idnico nao produz carga quando dissolvido ou disperso em meio aquoso,
sendo que a solubilidade desse tipo de surfactante deve-se a grupos hidroxilas e cadeias de
grupos oxietileno [-CH,CH,-O-] [40].

Quando as proteinas estabilizam-se em uma interface formam uma forte rede
viscoelastica, na qual as moléculas ficam essencialmente imobilizadas [41], porém pequenas
quantidades de surfactantes adicionadas a interface mudam as propriedades de uma suspensao
devido a adsor¢do na interface sélido-liquido, orientagdo das moléculas adsorvidas, formagao
de agregados de moléculas na solucdo e orientagdo das moléculas nos agregados [40]; como
conseqiiéncia, diminuem a estabilidade, aumentando a pressdo de superficie e fazendo com
que as proteinas desorvao devido a competitividade das moléculas pela superficie na interface
[41, 42, 43] e diminuindo as ligagdes ndo especificas entre proteinas, principalmente,
anticorpo/antigeno [44].

2.2.1.7 Substrato

O substrato ideal para estudos de adsor¢dao de proteinas deve ser plano ao nivel
atomico, de forma que nao influencie na interpretacdo dos resultados da analise. A superficie
deve ter uma afinidade com a molécula estudada, permitindo a adesdo, sem interferir na sua
estrutura [13, 14].

As exigéncias basicas para que uma superficie seja hospedeira de proteinas sao:

1) prover uma o6tima capacidade de ligagdo para as proteinas [15],

2) manter as atividades bioldgicas das proteinas. Algumas proteinas tendem a
desenovelar-se quando imobilizadas no suporte, com o intuito de permitir que as
cadeias laterais hidrofobicas internas formem ligagdes hidrofobicas com a superficie
solida [Butler 2000 apud 15].

3) acessibilidade do sitio ativo do ligante aderido a superficie (interagdo proteina-
substrato reduz a acessibilidade da proteina alvo, levando a falsos resultados),

4) baixo grau de interacdes inespecificas. A obtencdo de um baixo grau de ligacdes
inespecificas ¢ extremamente dificil quando a amostra ¢ uma mistura complexa de
milhares de moléculas [Kusnezow 2003 apud 15]
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2.2.1.7.1 Mica

A mica ¢ um cristal mineral formado por varios planos de clivagem atomicamente
lisos por varias centenas de pm’® e que pode ser facilmente clivada com uma simples fita
adesiva, produzindo uma superficie lisa, limpa e hidrofilica ao nivel atdmico [8].

As folhas tetrahédricas de (Si,Al),Os da mica sdo ligadas ionicamente por uma camada
central de Al(OH), (Figura 7). A rede carregada negativamente dos oxigénios basais entre
estas duas camadas ¢ balanceada por uma camada de K* coordenados hexagonalmente. Esta
camada ¢ perturbada apds varios procedimentos de clivagem, expondo o plano basal coberto
de ions [8].
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Figura 7: Desenho esquematico de uma estrutura ideal de mica muscovita. Folhas tetraédricas duplas de (Si, Al);0s5 sdo ligadas
eletrostaticamente por fons de potdssio. A distancia perpendicular entre as folhas é de 104 . Adaptado de [45].

Na presenca de solugdo com pH neutro alguns desses ions dissociam da superficie,
resultando em uma superficie carregada negativamente sendo que a extensdo desta
dissociagdo e substitui¢io parcial dos K* dependera da concentragio de eletrolitos [8],
permitindo uma facil adsor¢ao das superficies carregadas positivamente das proteinas [13].

Entretanto, a imobilizacdo de cargas negativas ¢ dificultada pela natureza fraca da
ligacdo, insuficiente para evitar a mobilidade das moléculas [46]. A adsorcdo das cargas
negativas pode ser favorecida pela presenca de cations divalentes na solucao que irdo atuar
como intermediadores na interacdo entre as duas superficies [13] ou pelo tratamento da
propria superficie da mica.

2.2.1.7.2 Funcionalizacio do Substrato

A superficie do substrato pode ser modificada para aumentar a capacidade de adesao
[46], além de possibilitar a orientagdo especifica dos sitios ativos das proteinas, evitar uma
possivel desnaturacao da biomolécula e deslocamento das moléculas com o tempo [4, 47].

A adsor¢ao da proteina em superficies hidrofilicas neutras tende a ser relativamente
fraca, enquanto que a adesdo em superficies hidrofobicas tende a ser mais forte e muitas vezes
parcialmente irreversivel. J4 em superficies carregadas as interagdes estdo intimamente
relacionadas com as cargas da superficie, o pH do meio e a concentracao i6nica da proteina [4,
5, 15].
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2.2.1.8 Deposicao

Escolhido o substrato e preparada a solugdo com as proteinas faz-se a deposi¢do, que
pode variar com o interesse do estudo.

O método de deposi¢do mais comum para estudos de proteinas é a simples deposicao
direta da quantidade de solu¢do desejada — drop deposition — com uma pipeta sobre a
superficie do substrato, evitando-se que a ponteira da pipeta toque o substrato, para que nao
danifique a superficie ou o revestimento do substrato que podem afetar as varreduras. Outra
maneira direta seria mergulhar o substrato na posi¢ao horizontal na solu¢io — deep coating —
na qual a deposicdo pode ser favorecida pela acdo da gravidade, proporcionando filmes
uniformes com relagdo ao tempo de exposi¢do na solucdo e depois seco ao ar. As moléculas
também podem ser depositadas por vaporizacdo da solucdo aquosa, ou na presenga de glicerol
no substrato [48].

Depois de um periodo de exposicao do substrato a solucdo (que varia de amostra para
amostra) para fixacdo e estabilizacdo das proteinas, este pode ser gentilmente lavado com o
intuito de remover moléculas que ndo ficaram firmemente aderidas a superficie como mostra
Miiller et al. (1997) [8] para diversas amostras biologicas.

2.2.1.8.1 Spin Coating

Spin coating (Figura 8) ¢ uma técnica usada para a preparacdo de filmes finos
uniformes, sendo usada na industria de polimeros, na preparacdo de filmes para pintura,
verniz, camadas refletoras em instrumentos Oticos, na industria de microeletronicos, na
fabricacao de biofilmes uniformes sobre substratos planos, etc.

Este processo, muito simples, consiste em depositar dindmica ou estaticamente um
volume pré-determinado da solucdo sobre o substrato. A deposi¢do estatica ¢ a simples
pipetacao da solugdo sobre o centro da superficie ou proxima desta, enquanto que a deposigao
dindmica ¢ a pipetag@o sobre o substrato em movimento, o que pode resultar em uma menor
perda de material, uma vez que ndo ¢ necessaria a mesma quantidade para cobrir toda a
superficie.

Entdo, o sistema ¢ rotacionado a uma alta velocidade, ®, para espalhar o fluido através
da forca centrifuga. A rotacdo ¢ mantida constante por um tempo determinado pelo usuério e
o fluido vai afinando gradativamente, uma vez que ¢ empurrado para fora do substrato, até a
obtencdo de um filme ultrafino. Efeitos de borda, geralmente, sdo vistos porque a solucao ¢
jogada para fora uniformemente, acumulando material na forma de agregados devido a tensao,
viscosidade, velocidade de rotagdo [49] e até mesmo devido as propriedades das proteinas,
como discutido anteriormente.
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Figura 8: Diagrama da deposigdo spin coating mostrando o perfil da velocidade radial e da concentragdo com o tempo. A solugdo com uma
dada concentragdo de proteinas é posta para rotacionar com velocidade, w, e é empurrada para fora do substrato pela for¢a centrifuga.
[50].
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A principio, os métodos mencionados acima formam filmes uniformes e estaveis (drop
deposition e deep coating), mas que estdo sujeitos a mudangas na espessura ¢ uniformidade do
filme devido ao tempo de evaporacdo e da estabilizacdo das proteinas sobre os substratos.
Quando a umidade é constante, durante a deposi¢do da proteina, a taxa de evaporagdo esta
diretamente relacionada com a velocidade de rotagdo do substrato, assim a variacdo da
concentragdo de material ¢ diretamente proporcional a velocidade de rotagdo do substrato.

O passo da evaporagdo ¢ critico para defini¢do da espessura final do filme bioldgico
[49], pois esta ocorre, por necessidade, na interface superficie/ar e somente alguns dos
componentes da solugdo evaporaram de forma constante, por exemplo, a d4gua.
Consequentemente havera um aumento dos componentes ndo volateis (proteinas e sais) na
camada superficial; desta forma a viscosidade da solucdo aumenta e a mobilidade das
proteinas diminui. Se a intera¢do entre o substrato e as moléculas for repulsiva, as proteinas
tendem a agregar para minimizar o contato com a superficie e se a interacao entre substrato e
as proteinas sdo atrativas, a solucdo tera uma molhabilidade maior na superficie [51].

O processo da formagao do filme, assim, pode ser dividido em trés fases [50]: a
primeira fase ¢ dominada por efeitos inerciais, tensdo superficial e formac¢do de uma fina
camada concentrada na superficie livre. Na fase seguinte, o fluido ¢ considerado newtoniano,
a concentracdo da camada perto da superficie livre gradualmente aumenta por causa da
evaporac¢do do solvente. A Ultima fase inicia-se devido a variagcdo da concentracdo do soluto,
o fluxo cessa e a evaporagdo. O processo termina quando a concentracdo ¢ uniforme em todo
o filme e a viscosidade ¢ suficientemente alta para impedir o fluxo. O tempo total requerido
para as trés fases € curto. Porém, no presente trabalho, foram necessarias aproximadamente
24h para que o solvente residual evaporasse possibilitando a andlise das amostras com o MFA.

Resumindo, o tempo de adsor¢do, o tempo de evaporagdo, a difusdo molecular (uma
vez que, moléculas individuais difundem mais rapidamente que agregados) e, ainda para o
spin coating, a velocidade de rota¢do sdo importantes parametros para estes métodos. Com
uma controlada preparacdo da amostra, que inclui o controle dos pardmetros fisico-quimicos
(concentracdo, pH, concentragdo iOnica) a evaporacao pode ser gentil o suficiente de modo a
ndo induzir modificagdes no biofilme [49]. Deste ponto de vista, o spin coating tem vantagem
sobre o drop deposition e o deep coating, pois o biofilme é menos espesso e a evaporacao se
da de forma homogénea por toda a superficie.

Depois da completa evaporacao da dgua o biofilme adota a estrutura correspondente a
de menor energia livre do sistema, lembrando que a estrutura resultante ndo necessariamente
estard na sua posi¢ao de equilibrio [51].

2.2.2 Formacao de filmes protéicos sobre as superficies solidas

Uma interface que é formada entre duas fases diferentes, neste caso solido/liquido,
geralmente possui uma energia livre mais alta que a maior parte da fase. Assim, a interface ¢
apta a ser termodinamicamente estavel quando adsorve qualquer substancia que seja diferente
das moléculas de solventes [29].

O modo mais simples de fixar uma proteina na superficie é através da adsor¢do, em
que uma rede de forcas atrativas “puxa” a amostra para a superficie [52]. Pode existir uma
grande variedade de forgas fisicas atuantes na interface proteina-substrato durante a adsorcao,
tal como forgas eletrostaticas, interagdes hidrofobicas ou polares, forcas de van der Waals,
forcas Coulombianas, forgas acido-base de Lewis, entropia conformacional e hidratagdo [52,
2]. Como a adsorcdo ndo envolve reagdo quimica, ou seja, ndo necessita de uma preparagao
mais elaborada da superficie, este é o ponto mais atrativo da adsor¢ao fisica.
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Nas ligacoes fisicas, geralmente, hé falta de especificidade, estequiometria e a forga de
direcionalidade das ligacdes covalentes [53]. Pensando desta maneira, as ligagdes fisicas
isoladas ndo deveriam ser consideradas liga¢des, uma vez que os atomos continuam com suas
distribuicdes de cargas inalteradas, apenas com uma perturbagdo, € mesmo assim sao fortes o
suficiente para segurar todos, mas pequenos, atomos e moléculas juntos em sélidos e liquidos
em temperatura ambiente [53].

A chegada da proteina na interface ¢ direcionada por difusdo, interagcdes hidrofobicas e
eletrostaticas [15]. O processo de difusdo depende da concentragdo da solu¢do e do
coeficiente de difusdo, o que interfere na freqii€ncia de colisao das moléculas [Andrade 1987
apud 54]. Na realidade, as colisdes ndo sdo todas igualmente efetivas na adsor¢do, uma vez
que as proteinas ndo sdo particulas homogéneas, o que implica em energias de interagao
diferentes [54].

A superficie da proteina carregada eletricamente juntamente com os ions existentes na
solugdo em contato com o substrato s6lido forma uma camada difusa chamada dupla camada
elétrica, resultante do mecanismo de atragdo e repulsdo de ions e da adsor¢do dos mesmos
[55] e do movimento aleatério das moléculas. A carga da superficie ¢ balanceada pelo
acumulo de um niimero igual de cargas opostas que podem estar tanto ligadas a superficie
para formar a chamada camada de Stern ou Helmholtz como podem estar presentes na
atmosfera acima da superficie para formar uma dupla camada elétrica [55]. Como as proteinas
sdo, geralmente, moléculas carregadas em solugdes aquosas, a presenca destas duplas
camadas elétricas com seus campos elétricos associados ira influenciar na interagdo do
substrato/proteina [55].

Quando um liquido ¢ colocado sobre uma superficie, este pode se espalhar ou manter-
se como uma gota (Figura 9), o comportamento ird depender das energias interfaciais relativas
do liquido e da superficie do sélido [56, 57], conhecido como molhabilidade.

A habilidade de a gota espalhar-se pode ser avaliada pelo angulo de contato (também
conhecido como angulo de molhabilidade) entre a interface s6lido-liquido e liquido-ar [57,
58]. Considerando uma gota de solugdo em contato com um so6lido e num meio de vapor,
ilustrado na Figura 9-b). O angulo de molhabilidade depende das forcas adesivas que fazem a
gota se espalhar sobre a superficie e as forcas coesivas do liquido que contraem a gota a uma
esfera com uma superficie de contato minima. As tensdes superficiais resultantes das
interagdes entre os trés meios (so6lido, liquido e vapor), representadas por 6yy, G5 € Gsy para as
interfaces liquido-vapor, sélido-liquido e so6lido-vapor, respectivamente, sao as responsaveis
pelas forcas superficiais, que agem tangencialmente na interface. O angulo de contato 6 ¢
determinado a partir de um balango de forgas na dire¢do horizontal devido as tensodes
superficiais ao longo da linha de contato. Para a gota estar em equilibrio estdtico as soma das
forcas deve ser igual a zero, entdo pela equacdo de Young

Csy = 051t G1yc0s0 (2.2.4),

se Oy > G 0 angulo de contato sera agudo e tem-se uma condi¢do de molhabilidade, porém se
Osv < Gg1 0 dngulo de contato ¢ obtuso e a condi¢do ¢ de nao molhabilidade [58].

Entdo, para um volume da gota fixo, ou seja, se ndo ocorre vaporizagao nem condensagao,
o aumento do angulo de contato € representa uma diminuicdo da area de interface sélido-
liquido (Figura 9-a)). Por outro lado, uma diminui¢cdo deste angulo representa um
espalhamento do liquido, aumentando a area da interface entre sélido-liquido. No limite,
quando 0—0 o liquido forma um filme fino, que se espalha por toda a superficie (Figura 9-a)).
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Figura 9: Representagdo da molhabilidade da gota. a) A molhabilidade de uma superficie solida é o resultado das interagdes moleculares
existentes entre os fluidos e o substrato solido. Nota-se que a medida que as forgas de adesdo sdo aumentadas em relago as forgas de coesdo,
mais afinidade a superficie solida tera pela fase liquida (com maior densidade).b) Angulo de contato de uma gota em descanso sobre uma
superficie solida.

A adsorcao de proteinas em superficies hidrofilicas neutras (Figura 10), por exemplo,
tende a ser relativamente fraca, enquanto que adsor¢do de proteinas em superficies
hidrofobicas é forte normalmente, parcialmente irreversivel [54]. Adsor¢do em superficies
carregadas depende da carga da proteina, o pH e a concentracdo idnica da solugdo [54].

Quando a superficie ¢ hidrofobica (Figura 10), a adsor¢do ¢ energicamente mais
favoravel, sugerindo que a interacdo da proteina com superficies hidrofobicas ¢ maior do que
com superficies hidrofilicas, a menos que a proteina em questdo contenha poucas regioes
hidrofobicas na sua superficie [56]. Apesar de serem uma superficie alternativa, as superficies
hidrofébicas ndo sdo, normalmente, recomendadas como substratos para alguns tipos de
estudos, por apresentarem baixa molhabilidade, que contribui para distorcer a andlise dos
resultados devido ao aumento das forcas de adesdo, além de favorecerem a desnaturagdo da
proteina [52].

As superficies hidrofilicas carregadas negativamente (Figura 10) sdo as superficies
menos desnaturantes e que promovem orientacdes especificas, fazendo as proteinas nativas
adsorvam entre si tanto lado-a-lado quanto final com final e as regides carregadas
positivamente adsorvem com a mica [59]. Na superficie mais desnaturante, hidrofobica, a
proteina parece adotar uma estrutura expandida [60].
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Figura 10: Desenho esquemadtico de uma “proteina” com quatro lados interagindo com substratos de superficies compativeis. Uma face da
“proteina” é hidrofobica, outra carregada negativamente, outra carregada positivamente, outra de caradter hidrofilico neutro. [54].

A orientagdo e o estado conformacional da proteina adsorvida a uma superficie sdo
conseqiiéncias das propriedades da proteina: estabilidade, desenovelamento, adsorcdo e
desor¢do, efeito Vroman (relacionado com o tamanho das proteinas, as de menor peso
molecular e de menor superficie ativa adsorvem antes) [61, 62, 63], potencial de superficie
[Bower 1999 apud 60], composicao de aminoacidos [29] e hidrofobicidade [64].

Quando a proteina tem a forma estimada retangular com dimensdes a x b x ¢ (Figura
11), considera se que haja dois tipos de configuracdes na camada de adsorgdo, i.e., uma com o
lado maior (unido final com final) € uma com o lado menor (unido lado-a-lado) perpendicular
a superficie [29]. Algumas vezes, os tipos de configuragdes sdo estimados simplesmente pela
quantidade de proteinas adsorvidas, entretanto a espessura, como a quantidade de camadas
adsorvidas sdo necessarias para a obtencao de maiores detalhes da estrutura [29].
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Figura 11: Diagrama das possiveis orientagoes de adsor¢do para uma proteina retangular de dimensdes a x b x ¢ em relagdo as demais
proteinas. Adaptado de [102].

Claro que esta situacdo varia dependendo da combinagdo proteina/substrato, da
deformacgdo da proteina sobre o substrato [29]. Quando a concentragdo de proteina na solugao
¢ alta uma possibilidade ¢ a cristalizagdo destas na interface, fornecendo um arranjo mais
empacotado e organizado [65, 66, 67] em relagdo a deposi¢do randomica que ocorre a baixas
concentragoes de proteinas na solugao.

A proteina deforma-se conforme a estrutura muda para maximizar qualquer interacao
com a superficie (Figura 12), em que o grau de mudanca conformacional ird depender das
ligacdes internas que mantém a proteina na sua conformacao particular [56].
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Figura 12: Esquema mostrando a adsor¢do de uma proteina a) globular, cuja conformagdo pode ficar destorcida devido a superficie e b)
retangular que pode aderir com lado maior paralelo a superficie ou pode aderir com o final da proteina no substrato. Adaptado de [56].

Apesar dos mecanismos de adsor¢ao das proteinas em suportes solidos ndo ser
completamente entendida, a superficie tratada quimicamente tem mostrado ser fundamental
para a fixagdo da proteina [4, 17], pois as propriedades das proteinas nas camadas podem ser
alteradas por tratamentos quimicos, os quais influenciam no controle da conformacio e/ou
orienta¢do do biofilme.

2.3 Microscopio de For¢ca Atomica

Ao contrario do que acontece com a maioria das técnicas microscopicas (como
também para varios outros métodos experimentais), somente dois anos se passaram desde a
invencao deste microscopio para que os primeiros trabalhos sobre o uso do MFA em estudos
bioldgicos fossem publicados.

Devido a sua simplicidade de mecanismo, os microscopios de forga atdmica sdo
instrumentos surpreendentemente compactos.

2.3.1 Principio fisico do funcionamento

O MFA ¢ o mais difundido entre a familia dos SPMs ¢ a interagdo sonda-amostra
ocorre por for¢a de van der Waals fornecendo informacgdes sobre a topografia, elasticidade e
plasticidade da superficie da amostra [12, 13].

As forgas de interacdo sonda-amostra podem ser atrativas ou repulsivas, dependendo
da distancia entre os mesmos. O potencial de interacdo pode ser descrito pelo potencial de
Lennard-Jones entre dois 4&tomos:

U@r) =- A° + Bi'? (2.3.1)
A forca derivada deste potencial é dada pela expressao abaixo
F(r) = 6A/’ - 12B/r" (2.3.2),

onde r ¢ a distAncia de separagdo entre os dois atomos, A e B sdo constantes de interagdo com
ordem de grandeza em torno de 10*'Jm® e 10"*Jm'?, respectivamente [68].

Assim, para longas distancias (d > 1um), praticamente ndo ha qualquer interagdo, mas
a medida que a sonda aproxima-se da amostra (d < 50nm), forgas atrativas passam a atuar
entre a sonda e amostra — tipicamente, forcas de van der Waals. A forga atrativa aumenta com
a aproximagdo da sonda até que a distancia seja da ordem da separagdo interatdmica (d =
0,5nm). A partir deste ponto, fortes forcas eletrostaticas repulsivas entre as nuvens eletronicas
das camadas de valéncia da sonda e da amostra passam a atuar, e a forga resultante total passa
e ser repulsiva. Nesta regido, diz-se que a sonda estd em contato fisico com a superficie da
amostra [9].
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Assim, o MFA funciona medindo as forcas atrativas ou repulsivas (Figura 13) e, de
acordo com o carater da interagdo pode-se definir dois modos de operagdo: o modo contato,
em que a interacao sonda-amostra ¢ repulsiva ¢ o modo dinamico (ou ndo contato), sendo que
este divide-se no modo contato intermitente, em que temos o regime atrativo e repulsivo e o
modo tapping, em que a interagdo ¢ atrativa.

4
g" c Repulsdo
NC |
Distancia
T
Atracao

Figura 13: Curva esquemdtica mostrando a dependéncia da forga de interagdo sonda-amostra em fungdo da distincia entre elas. A for¢a é
proveniente do potencial de interagdo entre dois ou mais atomos, as forgas positivas sdo atrativas e acima da linha de for¢a zero as forcas
sdo repulsiva e cada regido determina um modo operacional do microscopio. Adaptado de [9].

2.3.1.1 Modo de contato

Neste modo a ponta da sonda entra em contato fisico com a superficie da amostra e,
desta forma, algumas propriedades da superficie podem ser medidas juntamente com a
imagem topografica, tal como a distribuicdo da forca de atrito e algumas propriedades
mecanicas.

O cantilever ¢ tao flexivel que ¢ atraido pela superficie da amostra, porque o gradiente
de forca atrativa entre os dois ¢, normalmente, maior que a constante de mola da sonda [10].
Devido ao contato fisico, uma forga repulsiva aparece entre os dois e esta ¢ usada como
parametro de realimentacdo para um valor de deflexdo desejado através de uma forca
constante determinada pelo ajuste da altura da amostra enquanto a sonda varre a superficie
[10], ou seja, se a deflexdo medida ¢ diferente do valor desejado a realimentacdo aplica uma
voltagem ao piezoelétrico para levanta-lo ou abaixd-lo. A voltagem que a realimentagao
aplica ao piezoelétrico ¢ uma medida da altura da superficie da amostra e ¢ mostrada como
uma funcao lateral (tor¢ao) da posi¢ao da amostra [10].

2.3.1.2 Modo Dinamico

O modo dindmico monitora o cantilever em vibragdo ao contrario da deflexao (modo
contato), entdo, a amplitude, freqiiéncia de ressonancia e a mudanca de fase da oscilagdo
conectam a dinamica de vibracdo da ponta com a interagdo sonda-amostra e qualquer um
destes parametros pode ser usado para realimentar o sistema de forma a mapear a superficie
da amostra.

Este modo opera oscilando o cantilever rigido em que a freqiiéncia e amplitude sdo
pré-definidas pelo usudario. A movimentacao do piezo faz o cantilever oscilar com uma alta
amplitude (tipicamente acima de 20nm) quando a sonda ndo estd em contato com a superficie.
A sonda oscilante é, entdo, movida em dire¢ao a amostra até toca-la suavemente, ou dar leves
“socos” na superficie [9, 13]. Conforme o cantilever comega a tocar intermitantemente a
amostra ¢ necessario reduzir a oscilagdo da sonda devido a perda de energia causada pelo
contato da sonda com a superficie [69, 70]. Durante a operacdo do modo dindmico, a
amplitude de oscilagdo do cantilever ¢ mantida constante pela realimentacdo, a selecdo da
freqiiéncia de oscilacdo 6tima ¢ assistida pelo software, determinada pelas quantidades fisicas

30



da topografia e interacao sendo que a forga sobre a superficie ¢ automaticamente ajustada e
mantida ao menor nivel possivel [69, 70].

2.3.1.2.1 Imagem da fase

A mudanga de fase na oscilagdo do cantilever, mudangas na amplitude e na dissipagdo
de energia induzidos pela interacdo com a amostra heterogénea sdo usados para obter um
mapa alternativo da superficie, chamado contraste de fase ou phase imaging [9, 70]. A figura
abaixo ilustra de maneira esquematica o modo de funcionamento do contraste de fase, em que
a sonda operando no modo dindmico ¢ colocada para oscilar por meio de um atuador
piezoelétrico colocado na base do cantilever que durante a leitura muda a fase da oscila¢do ao
encontrar condi¢des diferentes de interagdo sonda-amostra [9]. Fica estabelecido, assim, uma
diferenca de fase A entre o sinal do atuador e o sinal que o fotodetector mede, que so sera
anulada quando a condig¢ao inicial de interagdo for restabelecida.
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Figura 14: Desenho esquemdatico do modo contraste de fase. A sonda oscila sob o efeito de um atuador e a diferenga de fase D entre o
atuador e o fotodetector, gerada durante a passagem da sonda por materiais diferentes. Adaptado de [9].

Isto ¢ baseado no fato de que a energia média dissipada por ciclo deve ser equilibrada
através do fornecimento de energia para o sistema para manter as oscilagdes constantes [70].
Assumindo que a movimentacdo do cantilever ¢ estaciondria na escala de tempo por pixel de
imagem podemos escrever a relagdo entre a mudanga de fase, amplitude e energia dissipada
como sendo

2Qcant/kcantwcant(Ediss) = AA()SCI’IA - A2 (233),

em que A ¢ a amplitude real, Ay ¢ a amplitude livre, A ¢ a mudanca de fase e o cantilever ¢
descrito pela constante de mola Kke,p, sua freqii€ncia de ressonancia natural we,y € seu fator de
qualidade Q¢ € a energia média liquida dissipada por ciclo no contato amostra-sonda ¢
denotada por Egiss [Cleveland 1998 apud 70].

Existe uma série de fatores que modificam a interacdo a superficie-cantilever durante
o contato, tais como mudangas de material, de propriedades viscoelasticas ¢ at¢é mesmo de
propriedades topograficas praticamente imperceptiveis [10, 9].

2.3.1.2.2 Nanotribologia

O termo tribologia ¢ relativamente novo e refere-se ao estudo de todas as propriedades
de materiais que envolvam interagdo de interfaces em movimento relativo [11]. Atrito,
lubrificagdo, desgaste resultante de asperezas microscOpicas e adesdo, sdo fendmenos
provenientes do movimento relativo de duas superficies, assim como dureza, rigidez e
rugosidade.

Com o MFA podemos estudar todo tipo de propriedades mecanicas de superficies. Na
técnica mais comum de tribologia em MFA, a leitura ¢ feita com pontas com constante de
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molas pequenas e sob fortes forcas de interagdo para analisar a dureza de um filme. Nesta
técnica o material ¢ removido do substrato em uma forma bem definida, deixando para tras
vales com a caracteristica da geometria da ponta usada, ou seja, um risco. Neste contexto, ¢
bom sempre ter em mente a ordem de grandeza da forca que pode levar a ruptura das unides
quimicas.

2.3.2 Principio mecanico de funcionamento do MFA

As partes funcionais de um MFA (Figura 15) sdo: uma sonda mecanica (Figura 15-A)
montada sobre a extremidade livre de uma haste ¢ colocada em contato, ou muito proxima, da
superficie da amostra (Figura 15-F) da qual se quer investigar, originando uma interagao
altamente localizada através de forcas de atragdo e repulsdo que fazem a alavanca defletir (ou
em alguns casos, torcer) [9]. Através de um dispositivo 6tico composto por um laser, um
espelho (parte superior da sonda) e um sensor de posicionamento vertical (fotodetector)
(Figura 15-C), detecta-se a deflexdo da sonda causada pelas for¢as de interacdo sonda-amostra
durante a varredura, em geral, os MFA sdo capazes de medir deflexdes de até 0,11& e forgas
entre 107al0"*N [71], pois quando a sonda sofre deflexdo (ou tor¢do), a posi¢do do feixe de
laser no detector muda indicando um novo ponto de incidéncia e, consequentemente, a
deflexdo angular da sonda, além disso, a distancia do espelho ao detector ¢ suficientemente
grande para que pequenas deflexdes da sonda resultem em grandes deslocamentos no
fotodetector [11, 71].

O suporte com a amostra ¢ colocado sobre o scanner piezoelétrico (Figura 15-B),
responsavel pelo ajuste da distancia entre a sonda e a superficie analisada (na dire¢do z) e que
prové movimentacado lateral (direcdo x-y) da mesma, descrevendo um padrao de varredura [9,
11, 13]. Os microscépios modernos sdo equipados com ceramicas piezelétricas em formato de
tubos ocos segmentados verticalmente em quatro partes, sendo que eletrodos posicionados na
face externa do tubo sdo responsaveis pelo movimento lateral da amostra nas diregdes = x ¢ £+
y e o eletrodo situado na parede interna do tubo responde pelo movimento na dire¢do z, o que
resulta em um mapa tridimensional da superficie [71].

Estas informagdes sdo passadas a um sistema de realimentacdo que controla a
separagdo entre sonda e amostra. [9, 11]. Todo este processo ¢ controlado por um computador
(Figura 15-E), que movimenta o scanner, recebe os dados e os convertendo em um mapa
topografico, através da conversao de variacdo do sinal no fotodetector para variacdo de altura
na amostra [9]. Entretanto, este processo de conversio ¢ complicado e o método mais
utilizado na geragdo de imagens topograficas ¢ aplicar uma forga constante sobre a amostra,
ou seja, determina-se um valor do sinal que deve ser permanentemente observado pelo
fotodetector [9, 11]. O computador, entdo, durante a varredura ajusta a posi¢do vertical da
amostra, através do scanner piezoelétrico, de maneira a manter a forca, ou o sinal, constante,
sendo assim a varia¢ao de altura no scanner corresponde exatamente a variacdo topografica
na amostra e a morfologia da amostra ¢ revelada diretamente, sem a necessidade de conversao
do sinal [9, 13].

Com o objetivo de se posicionar a sonda sobre uma determinada regido da amostra, o
sistema possui um mecanismo de aproximagdo (Figura 15-D) que coloca a sonda nas
proximidades da localizagdo desejada [9].
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Figura 15: Desenho esquemdtico dos componentes do microscopio de forca atomica. A: sonda mecdnica; B:cerdmica piezoelétrica; C:
fotodetector; D:sistema de posicionamento preliminar; E :computador. Adaptado de [71].

De acordo com a alta capacidade de resolugdo e suas dimensdes reduzidas do
equipamento era de se esperar que vibragdes externas seriam uma grande dificuldade, porém
este problema ¢ facilmente resolvido colocando-se o microscopio em uma superficie solida
suspensa por cabos elasticos que dissipam a energia do sistema, reduzindo as vibragdes a
baixas freqiiéncias de oscilagdo que ndo interferem nas medidas.

2.3.3 Limita¢des da técnica de MFA

O principal cuidado a ser tomado quanto a caracterizagdo de superficies através das
imagens topograficas de MFA ¢ quao fiel as imagens sdo a superficie.

Para conseguir resolu¢do de qualidade varios fatores devem ser levados em
consideracdo, tais como o raio de curvatura da ponta e sua constante de mola, o modo
operacional, umidade relativa do ar, presenca de contaminantes na sonda e na amostra, o
preparo e qualidade da superficie das amostras.

2.3.3.1 Resolucao

Para melhores resolugdes ¢ necessdrio conhecer os gradientes das forcas de van der
Waals que podem estender-se a um nanometro da superficie da amostra. Porém, o gradiente
da forca de van der Waals pode variar com o menisco de agua formado entre a sonda e a
superficie da amostra quando medidos em condi¢des ambientes.

menisco

amostra

Figura 16: Diagrama esquemdatico ilustrando o menisco de dgua.
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O menisco de dgua (Figura 16) ¢ formado por contaminantes do ar ambiente e/ou da
fina camada de contaminacdo (25 a 500A) da superficie da amostra produzidos durante a sua
preparacdo [11] e pela umidade relativa, pois a largura do menisco ¢ proporcional a umidade
relativa (RH) e a geometria da sonda usada. Estudos mostram que o menisco esta presente
mesmo quando a umidade relativa ¢ de 0% [72]. Quando a RH ¢ maior que 45% até a sonda ¢
recoberta por uma fina camada de agua.

O menisco faz com que se origine uma forga adesiva intensa (~10°*N) que “cola”
efetivamente (forga de capilaridade) o sistema sonda/superficie [73] podendo deformar e
mover a amostra que ndo estiver bem aderida ao substrato.

O menisco pode ser eliminado trabalhando em ambiente com nitrogénio liquido, vacuo
ou mergulhando o sistema em um liquido apropriado.

E importante conhecer os diferentes componentes das forcas de van der Waals e/ou
das outras forgas da superficie a fim de minimiza-las ou elimina-las [74]. Além disso, os
fatores relacionados a sonda ou ponta sdo fundamentais para fazer uma imagem. A imagem ¢
uma resultante da convolucdo da geometria da ponta com a amostra [11, 75], porque a area de
interagdo da sonda é uma fracdo do raio de curvatura da ponta, ou seja, varios atomos da
sonda interagem simultaneamente com vérios atomos da amostra (Figura 17-b) [76].

b)

ponto de contato real

ponto de contato
aparente

imagem da superficie é um
trago do final da ponta da sonda

Figura 17: Interagdo sonda-amostra. a) atomos da sonda em interagdo com os varios atomos da amostra Adaptado de [76] e b) ponto de
contato real da sonda com as irregularidades da superficie. Adaptado de [75].

Assumindo que os trés atomos da ponta da sonda (Figura 17-a), numerados de 1 a 3,
interagem com varios atomos da superficie da amostra o sinal da interacdo de cada um sera
diferente em relagdo ao tempo [76]. Considerando o movimento da sonda da esquerda para a
direita, se somente o dtomo 1 interagir com a superficie o sinal apresentara duas “lombadas”,
uma depressdo correspondente ao atomo faltante e mais uma “lombada”; a vacancia seria
detectada na sua posi¢do real e uma resolucdo atdmica real seria adquirida [76]. Supondo,
agora, que os trés atomos interagem com a superficie o primeiro sinal registrado serd do
atomo 3, entdo, no instante seguinte o dtomo 1 detecta o primeiro atomo da superficie, o
atomo 3 detecta o segundo atomo da superficie e o atomo 2 ndo registrard nenhum sinal e no
instante seguinte todos os trés atomos registraram um sinal que variard de intensidade de
acordo com a sua distancia da superficie [76]. A soma destes diferentes sinais levard a uma
mudanga de posi¢do da vacancia [76].

Resumindo, uma sonda de alto raio de curvatura e baixo aspect ratio tem uma grande
area para interagir com a amostra e com a camada de contaminacdo, ja uma sonda de alto
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aspect ratio tem uma area menor de contato e, portanto, a interacao real da sonda ¢ menor e
os detalhes das superficies ficam mais perceptiveis.

Fica facil, assim, concluir que a integridade da sonda é importante na qualidade da
imagem. Se a sonda estiver trincada, quebrada ou suja produzird estruturas deformadas ou até
mesmo inexistentes levando a erros de interpretacdo [28, 77].

2.3.3.2 Nao linearidade do scanner

Os microscopios de varredura atuais sdo equipados com cerdmicas piezelétricas em
formato de tubos ocos segmentados verticalmente em quatro partes, sendo que eletrodos
posicionados na face externa do tubo sdo responsaveis pelo movimento lateral da amostra nas
diregdes = x € + y e o eletrodo situado na parede interna do tubo responde pelo movimento na
dire¢do z feita por alongamento, o que resulta em um mapa tridimensional da superficie.

Para movimentar o tubo nas dire¢des +x e £y aplica-se uma tensio positiva a ceramica
para dilatar um dos lados e de sinal oposto para contrai-lo. Estes dois movimentos sdo
proporcionais ao potencial aplicado € ao quadrado do comprimento do tubo (dy) @ V(X,y).Lz).
Para o movimento na dire¢cdo z o resultado ¢ um alongamento do tubo proporcional ao seu
comprimento e ao potencial aplicado (d, o V,.L).

Como resultado o scanner varre a superficie da amostra em arco e ndo em plano. Este
movimento complexo provém de diferentes fontes, por exemplo, da ndo uniformidade do
campo elétrico ao longo do tubo. O maior efeito é geométrico e reflete a maneira em que o
scanner ¢ construido. Assim, quando a amplitude da varredura ¢ muito grande, a tor¢do do
tubo causa movimentos relativamente grandes fora do plano da amostra criando uma
distor¢do vertical, como mostra a Figura 18 [78].

V. ou extensdo em z

»

Vy OU extenséo em x

Figura 18: Distor¢do vertical do plano da imagem. a) curvatura de fundo tipica de MFA com scanner tubular e b) corte no plano y,z no
centro da imagem mostrando a trajetoria da ponta. Adaptado [79]

2.3.3.3 Ruidos

A resolugdo estd intimamente limitada por ruidos, que sdo produzidos pela propria
vibragdo termal da movimentacdo do cantilever. A dire¢do y € mais suscetivel a variacdes de
sinal provocadas por flutuagdes no setpoint do scanner ou mesmo vibragdes mecanicas
ambientes (solo ou sonora) [78, 80]. Isso ocorre devido a uma assimetria entre as diregdes x €
y imagem causada pela diferenca na velocidade da leitura em cada eixo, uma vez que a
imagem ¢ construida linha a linha. Este problema ¢ facilmente amenizado com o isolamento
do equipamento.
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2.3.3.4 Modo de varredura

Para 0 modo contato, a forga do menisco de adgua ¢ maior que as demais forcas
mascarando a for¢a de van der Waals [74]. A sonda ndo pode ser levantada o suficiente sobre
as moléculas, destruindo o filme fino ou pelo arrasto das moléculas ou por um defeito da
superficie do substrato, levando a irreprodutibilidade das imagens [9, 73]. Entretanto, ¢ com
este modo que s3o obtidos as imagens de melhor resolugdo, chegando a nivel atomico
(definicio horizontal inferior a 10 A e defini¢do vertical menor do que 1 A) [9]. A alta
resolugdo ¢ favorecida pela geometria da ponta e a constante de mola da sonda de nitreto de
silicio, geralmente usada neste modo e, além disso, a sonda estar em contato constante com a
superficie da amostra.

O modo dindmico apresenta a vantagem de ndo danificar a amostra, pois como ndo ha
contato fisico com a sonda. Assim, as forgas de atrito entre a sonda e amostra sdo reduzidas,
eliminando os problemas de deformagdo da amostra presentes no modo contato, porém a
resolugdo normalmente fica limitada a algumas dezenas de nandmetros, que a ¢ distancia
sonda-amostra [9].

Para ambos os modos operacionais a sonda utilizada deve ter raio de curvatura menor
que as caracteristicas fisicas da amostra, se a sonda for maior um artefato conhecido como
“imagem da sonda” pode ocorrer, em que a imagem ¢ dominada pela geometria da sonda [76].

2.3.3.5 Outros fatores

O ajuste dos parametros também merece atengdo. Se os parametros estiverem
superestimados o sistema pode oscilar, gerando ruidos periddicos na imagem e as regides
altas que estardo saturadas podem gerar sombras que encobriram detalhes mais baixos da
superficie. Se os parametros estiverem com ganhos baixos, a sonda ndo acompanhard as
alteracdes da superficie satisfatoriamente, perdendo detalhes e deixando a imagem com
aspecto de embasada [76, 77].

2.3.4 Tratamento da imagem

Alguns dos defeitos mencionados podem ser tratados com os sofisticados softwares
que acompanham os MFAs que filtram os ruidos, retocam dareas com resolu¢do ruim,
magnificacdo ou reducdo na escala vertical, representacdo 3D e grade de cores sdo alguns dos
tratamentos realizados [76, 79].

2.4 Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios-X

A espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) permite a investigacdo da
superficie, sendo principalmente usada para quantificar os elementos que compde a
monocamada e investigar mudangas quimica com interpretacdo e teoria relativamente faceis e
rapidas. Porém, para tal a amostra deve ser estavel sob alto vacuo, a area iluminada nao pode
ser focalizada, a resolugdo em energia ¢ de 0,1 — 1eV e o carregamento da amostra pode ser
um problema para a obtengdo das energias de ligacao de referéncia [81].

O principio basico desta técnica é o efeito fotoelétrico que pode ser explicado pelo
diagrama abaixo de niveis de energia (Figura 19). Consiste em irradiar a amostra com raios-X
de preferéncia monoenergético e analisar a emissao de elétrons pela energia.
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Figura 19: Esquema do processo XPS. As linhas superiores, E,, E', e E'', representam alguns dos niveis de energia de outros elétrons de
valéncia ou de uma camada e as linhas E;, E'; e E"’| representam as energias dos elétrons das camadas mais internas K e L de um datomo.

Experimentalmente, fotons de raios-X de alta energia (hv) sdo utilizados para ionizar
atomos e moléculas através da transferéncia de toda a sua energia para o elétron
(espalhamento eléstico). Determinando-se a energia cinética, E., dos elétrons emitidos das
camadas eletronicas mais internas do atomo pela interacdo da luz com a amostra obtém-se
valores para os potenciais de ioniza¢ao dos orbitais envolvidos.

A energia cinética E,; do fotoelétron que deixa o atomo alvo depende da energia do
foton incidente, hv, e ¢ expressa pela lei foloelétrica de Einstein

Ec=hv—E, -0 (2.4.1),

em que E. ¢ a energia cinética medida no detector, E; ¢ a energia de ligacdo do elétron
emitido no orbital atdmico, hv ¢ a energia do foton incidente, sendo h a constante de Planck (h
=6,626.10""]s)eva freqiiéncia da radiacdo, e o ¢ a fungdo-trabalho do material [82].

Pela medida da energia cinética pode-se calcular a energia de ligagdo ¢ relaciona-la
com o 4tomo emissor e suas ligagdes quimicas.

A identificagdo dos elementos presentes na superficie ¢ feita diretamente pela
determinagdo das energias de ligacdo dos picos dos fotoelétrons de carogo. A intensidade
(area integrada da linha de emissdo fotoelétrica) ¢ proporcional ao numero de atomos no
volume detectado, permitindo, portanto, obter-se informacdo sobre a composi¢do da
superficie [83].

No XPS a intensidade dos fotoelétrons N(E) depende de trés fatores principais [84]:
caracteristicas da amostra, se¢do de choque de fotoionizacdo e fator instrumental. Mas, os
espectros sdo usualmente apresentados na forma de graficos (o nimero de elétrons detectados
por intervalo de tempo versus a energia de ligagdo) no qual N(E) ¢ uma funcdo de E;. A
técnica de XPS reproduz diretamente as estruturas eletronicas desde as camadas mais internas
até a camada mais superficial, revelando os elementos presentes na superficie da amostra.

Nesta técnica os fotoelétrons possuem energia cinética na faixa de 10 a 1500eV, o que
a torna bastante adequada ao estudo da superficie de s6lidos, uma vez que o livre caminho
médio dos elétrons nos so6lidos ¢ da ordem de algumas camadas atdmicas (0,5 a 3,0nm).
Assim, os elementos presentes na superficie da amostra sdo caracterizados diretamente pela
determinagdo das energias de ligagdo dos picos fotoelétricos. Isso se da pelo fato de que os
niveis se energia do processo de fotoemissao sdo quantizados e os fotoelétrons possuirem uma
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distribuicao de energia cinética de picos discretos relativos as camadas eletronicas do atomo
foto-ionizado.

Informagdes sobre a composicao superficial da amostra s3o obtidas através da area
integrada do pico, que € proporcional ao nimero de &tomos no volume detectado.

As energias de ligacdo ndo sdo somente especificas para cada elemento como também
contém informagdes quimicas, pois os niveis de energia dos elétrons de carogo dependem
fracamente do estado quimico do atomo. Estes deslocamentos quimicos podem ser explicados
assumindo que a atra¢do do nucleo por um elétron interno ¢ diminuida pela presenca de outros
elétrons. Quando um desses elétrons ¢ removido, a carga efetiva sentida por um elétron
interno aumenta, ocorrendo assim um aumento nas energias de ligacdes.

Os picos fotoelétricos sdo superpostos por um fundo (background) de elétrons
secundarios e a presenca de um buraco de carogo apos a ionizacao, resultado de fotoelétrons
produzidos dentro do 4nodo da fonte de raios-X que estiveram sujeitos a um ou mais
processos de espalhamento ineléstico antes de serem emitidos da superficie. Acarretando em
deslocamentos, separacao das linhas de emissdo e o surgimento de picos satélites. Por isso, a
analise das energias de ligacdo do material deve ser acompanhada da analise de um padrao
para que sejam avaliados estes deslocamentos quimicos.

Em 1923 o fisico francés Pierre Auger foi o primeiro a interpretar o processo de
emissdo secundaria de elétrons [85], quando estava investigando o efeito fotoelétrico em
gases usando uma camara de nuvens.

A Figura 20 mostra um diagrama de niveis envolvendo a ejecdo de um elétron de um
nivel interno causado por um feixe de particulas incidente como fotons. O ion formado
eventualmente perde parte de sua energia potencial pelo preenchimento do buraco por um
elétron de um nivel mais externo, junto com a emissdo de um foton ou a emissdo de um
terceiro elétron, que deixa o 4&tomo com uma energia cinética caracteristica. Essa energia
cinética do chamado elétron Auger ¢ independente da energia da fonte excitadora.

Os elétrons Auger sdo denominados de acordo com os niveis de energia envolvidos,
empregando-se a seguinte nota¢do: K representa a camada eletronica mais interna e L, M, N
representam as camadas mais externas.
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Figura 20: Diagrama de niveis de energia para elétron Auger. Adaptado de [85]

Entre as vantagens do XPS como técnica de analise superficial pode-se citar a nao
degradagio da amostra. E sensivel a praticamente a todos os elementos e ¢ uma das poucas
técnicas que fornece informacdo sobre a natureza quimica da ligacdo. Além disso, cada
elemento tem um unico grupo de energia de liga¢do. Entdo, o XPS pode ser usado para
identificar e determinar a estequiometria dos elementos de superficie [86].
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2.4.1 Equipamento de XPS

Basicamente um equipamento de XPS ¢ composto de uma camara de ultra-alto vacuo
(ultra high vacuum, UHV), uma fonte de raios-X, um canhdo de ions, um manipulador de
amostra, um espectrometro, um detector de elétrons e um computador para aquisicdo e
tratamento de dados (Figura 21) [87]. Obviamente que dependendo do equipamento utilizado
a sua configuracao pode mudar com os diferentes acessorios que podem compd-lo.
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Figura 21: Esquema de um equipamento de XPS, em que a UHV é composta por duas camaras isoladas por uma valvula.[87].

A amostra solida ¢ fixada em um porta-amostra de aluminio por meio de uma fita
adesiva condutora e transferida para uma camara. A camara primaria ¢ dedicada a
transferéncia de amostras da atmosfera para a segunda camara (principal), praticamente sem
alterar o vacuo desta ultima. Na parte inferior esta o sistema de bombeamento composto por
duas bombas mecanicas. Por ultimo uma segunda bomba ¢ utilizada para bombear
isoladamente a camara principal, o que proporciona uma pressao residual menor. A camara
principal ¢ dedicada exclusivamente a analise de amostras e ¢ equipada com um tubo de raios-
X, um canhdo de ions para gases inertes, um manipulador XYZ que permite um ajuste fino da
posi¢do da amostra, um sistema de aquecimento da amostra ¢ um analisador CHA equipado
com um detector de elétrons [87].

A camara de UHV se faz necessaria para que a superficie a ser analisada esteja livre de
gases adsorvidos e de contaminantes [87]. Isso se d& pelo fato de que os elétrons podem
colidir com as moléculas de gases residuais, atingindo a amostra ou o detector, desta maneira
é preciso pressdes menores que 10” Pa. As bombas mais utilizadas para atingir a condigdo de
UHYV na camara sdo a bomba de difusdo, a bomba turbo-molecular ¢ a bomba idnica.

Em geral, as amostras sdo introduzidas dentro do ambiente da cdmara do UHV através
de sistemas tipo air-lock que permitem uma transferéncia em questdo de segundos [87]. O
principal contaminante da superficie da amostra € o carbono, além do oxigénio, cloro, enxofre,
calcio e nitrogénio. O bombardeamento sobre a superficie por ions de gases inertes pode ser
feito com o propdsito de obter uma superficie mais limpa, o aquecimento também pode ser
utilizado.

A fonte de foétons em um equipamento de XPS gera raios-X “moles” (de baixa
energia) produzidos a partir de um anodo de aluminio (1486,7¢V) ou de magnésio (1253,6eV)
[87]. Para o caso do aluminio o intervalo do espectro de raios-X utilizado ¢ de 0 a 1200eV e
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para o magnésio ¢ de 0 a 1400eV banhando a amostra com radia¢ao. Os fotons interagem com
a amostra e os fotoelétrons emitidos sdo coletados por um analisador de energia.

O livre caminho médio em combinagdo com a orientagdo da emissdo fotoelétrica da
origem a chamada “profundidade de escape” na ordem de 2-10 monocamadas atomicas do
material analisado.

O analisador de elétrons mais usado em XPS ¢ o hemisférico concéntrico (concentric
hemispheric analyser, CHA) e tem o papel de discriminar o niumero de elétrons emitidos em
funcdo de sua energia cinética. Fazendo o uso da equacdo 4.1 a energia dos fotoelétrons ¢
relacionada ao elemento e suas ligagdes quimicas. Para muitos materiais uma alta resolucao
em energia de elétrons (< 0,1eV) ¢ necessaria na andlise da superficie para que os
deslocamentos quimicos sejam medidos com precisdo.

A area integrada sob os picos caracteristicos, quando aplicados os fatores de corre¢ao
necessarios, fornecera a fragdo molar deste elemento quimico presente na amostra.
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3. Procedimento Experimental
3.1 Materiais
3.1.1 Mica muscovita

. . . 2 2 . . .

A mica muscovita foi cortada em pedacos de lcm”e 0,25cm” e clivada imediatamente
antes da deposicao das solugdes, para garantir uma superficie atomicamente plana e livre de
contaminantes do ambiente.

3.1.2 Solugao estoque de proteina GInB-Hs

A proteina GInB-Hs (50mM de Tris/HCI pH 8, 50mM de NaCl, 0,1 mM EDTA e 50%
de glicerol) [21] foi diluida para a concentracdo final de 10nM em solucdo A (50mM
Tris/HCI, pHS8, 50mM de NaCl), em solug¢ao B (50mM de Tris/HCI pH 8, 200mM de NaCl) e
para a concentragao final de 100pM na solug¢ao D (50mM de Tris/HCI pH 8, 200mM de
NaCl). Uma solu¢do Al, contendo os constituintes da solu¢do tampao, foi preparada (50mM
Tris/HCI, pH8, 50mM de NaCl).

Solucio Concentracao | Concentracao | Concentraciao
de Tris do NaCl na de Proteina
solucio
A 50mM 50mM 10 nM
B 50mM 200nM 10 nM
D 50mM 50mM 100pM
Al 50mM 50mM -

Tabela 1: Concentragdo final de proteina GinB-Hs e NaCl nas solu¢des apos dilui¢do.

3.1.3 Solugdes para o revestimento da mica

A solugdo de fosfato utilizada para a funcionalizacdo da mica continha 0,14g/1 de
Na,HPO, Para o revestimento com etanol usou-se o etanol 98% (Merck). A polilisina (Sigma
Aldrich) utilizada para o revestimento da mica, fornecida pelo IBMP (Instituto de Biologia
Molecular do Parand), tem peso molecular desconhecido e foi diluida com agua Milli-Q até a
concentracdo de 0,00lmg/ml. Para funcionalizagdo do substrato com a-cetoglutarato foi
usado a-cetoglutarato (Sigma) na concentragdo final 0,5mM.

3.1.4 Solucio de a-cetoglutarato com proteina

A soluciao E (5ul) contendo 50mM Tris/HCI pHS8,0, 50mM NaCl, 10nM GInB-Hs e
ImM de a-cetoglutarato foi depositada sobre a mica a 1000rpm. Apds 30s de adsorcdo a
superficie da amostra foi lavada trés vezes com 20ul de solugdo Tris/HCl 10mM pHS,0 para
remocao das proteinas/ a-cetoglutarato ndo aderidas.
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3.2 Métodos
3.2.1 Deposi¢ao da proteina GInB-Hs sobre a mica para analise por MFA

Uma aliquota de 5Sul das solugdes A e B foi depositada sobre a mica previamente
clivada. Os dois métodos de deposicao utilizados foram o drop deposition e o spin coating.

Nas deposicdes por drop deposition as solugdes A e B foram depositadas sobre a mica
e incubadas por 24h a 21°C sem controle de umidade.

Nas deposi¢des por spin coating (sp) Sul da solugdo A foram pipetados no centro do
substrato. Dois tipos de deposicdo foram realizadas, a deposicdo estatica com velocidade
angular ®=0rpm e a deposi¢do dinamica com ®=1000rpm [27]. Os tempos de adsor¢do para
as amostras foram de 30segundos, 1minuto e Sminutos. Ap6s a adsor¢do a superficie foi
lavada trés vezes com 20ul de solucdo Tris 10mM para remocao de particulas que nao ficaram
aderidas. Depois de 30s a 1000rpm e alguns segundos em rotagdo maxima (4000rpm) as
amostras foram incubadas por 24h a 21°C antes das medidas com o MFA.

Duas amostras controle foram preparadas pelo método de drop deposition sobre a
mica. Em uma foi depositado 5ul de solu¢do de NaCl 50mM e na outra 5 pl de solugdo de
Tris 50mM. As amostras foram incubadas por 24h a 21°C.

3.2.2 Deposicao das solugdes para funcionalizacio da superficie da mica

As substancias utilizadas para o revestimento da mica foram depositadas por spin
coating (sp) dinamicamente e por imersao.

O etanol 98% (20ul) foi depositado sobre o substrato em rotacdo de 1000rpm. Apos
30s de adsor¢do do etanol sobre a mica o spin coating foi desligado (w=0rpm) por
15segundos para estabilizacdo do filme. Em seguida, o equipamento foi novamente ligado a
velocidade de 4000rpm, por poucos segundos, para retirar o excesso de material.

A polilisina 0,001mg/ml (10pul), tampao fosfato diluido 10X (0,014g/L) (20ul) e o a-
cetoglutarato 0,5mM (20ul) foram depositados dinamicamente a 1000rpm sobre a mica recém
clivada. Depois de 30s de adsorcao das solugdes de revestimento sobre a mica a velocidade de
rotagdo foi aumentada para 4000rpm por poucos segundos.

A eficiéncia de cobertura dos revestimentos depositados sobre a mica por spin coating
foi comparada com o método de deposigdo por imersdo. Os quadrados de 0,25 cm® de mica
foram mergulhados em etanol 98%, polilisina 0,00lmg/ml, fosfato 0,014g/L e a-
cetoglutaratolmM por 12h. O excesso de material foi retirado utilizando-se spin coating a
®=4000rpm por poucos segundos.

3.2.3 Deposicao da GInB-Hs sobre os revestimentos

Para determinar as condicdes ideais de deposicao da proteina GInB-Hs sobre a mica
funcionalizada, utilizando-se 0 método de deposicao por spin coating com dispensa estatica e
dinamica e variando-se o tempo de adsor¢ao da solugao A sobre a mica funcionalizada.

A solucdo A (5pul) foi depositada dinamicamente a 1000rpm e apds 30s de adsor¢@o ou
por Iminuto nas deposicdes estaticas, a superficie foi lavada 3X com 20ul de solugdo Tris
10mM para remogdo das proteinas ndo aderidas. Apos 30s do término da lavagem, a
velocidade foi aumentada para 4000rpm por alguns segundos.

O controle foi realizado com deposicdo dindmica com 30s de adsorcdo da solucdo
tampao Al (50mM Tris/HCI, pHS8, 50mM de NaCl) sobre as micas revestidas. Apos 30s de
adsor¢do a superficie foi lavada 3X com 20ul de solugao Tris/HCl 10mM, pHS.
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A solucao B (5ul) foi depositada dinamicamente a 1000rpm sobre a mica revestida
com PO,”. Apos 30s de adsorcio a superficie foi lavada seis vezes: 3X com 20ul de solugdo
tampao alto sal (50mM Tris/HCI, pH8 e 200mM NaCl) e 3X com 20ul de solugao Tris/HCl
pH8 10mM. Apos de 30s do término das lavagens aumentou-se a velocidade para 4000rpm
por alguns segundos.

As amostras ficaram em repouso por 24h a 21°C antes de serem analisados por MFA.

3.2.4 Deposicao das solucoes A e A1 para analise de XPS

Duas amostras foram preparadas por drop deposition sobre 1 cm” mica. Na primeira
foi depositado Sul da solugdo A e na outra Sul de solugdo tampao Al. As amostras foram
incubadas por 24h a 21°C.

Uma amostra de 1cm® mica muscovita recém clivada foi analisada para controle.

Os filmes formados pela solugdo A e Al sobre a mica serdo denominados
mica/solug¢do A e mica/solugdo Al, respectivamente.

3.2.5 Analises por Microscopia de forca atomica (MFA) dos filmes formados sobre a
mica

Em cada amostra quatro regides distintas e aleatérias foram analisadas por
microscopia de for¢a atomica. O microscopio utilizado foi Shimadzu modelo SPM9500J3
operando no modo dindmico com freqiiéncia de varredura de 1,3Hz, cantilever de silicio
(Nanosensors) de constante de mola de 42 N/m e raio de curvatura de 10nm, a temperatura e
umidades ambientes. Todas as imagens foram tratadas com o sofiware da Shimadzu para
correcao de inclinagdo do piezoelétrico e eliminagao de ruidos mecanicos.

3.2.6 Analise por Espectroscopia de Fotoelétrons (XPS)

O equipamento usado foi um ESCA 3000 V.G. Microtech, no laboratério de
Superficies e Intefaces (LSI) na UFPR. A radiagdo utilizada foi a monocromatica MgK,
(1253,6eV). A espectroscopia de fotoelétrons foi realizada em uma camara de ultra alto vacuo
(UHV) que opera em 10" mBar aproximadamente.

Os espectros obtidos das trés amostras resultam da acumulacido de 30 espectros em
passos de 100eV.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Analises por Microscopia de Forca Atomica (MFA) dos Filmes Formados sobre a
Mica
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Figura 22: Efeito da concentra¢do de sal na estrutura supramolecular do filme protéico formado sobre a mica. Topografia do filme da
proteina GInB-Hs sobre a mica depositada pelo método drop deposition. a) solugdo A4 e b) solucdo B.

Nas amostras preparadas por drop deposition com solugdo A (Figura 22-a)) nota-se
estruturas em forma de anéis com didmetro de 125+19nm e altura de 1,0+0,3nm que revestem
completamente as dareas varridas. Estas estruturas podem se formar por processos de
nucleacao e crescimento sobre o substrato ou estas estruturas ja existem em solugdo quando
sdo adsorvidas sobre a mica.

A Figura 22-a) mostra que existe mais de uma camada de proteina depositada sobre a
mica. A imagem da superficie do filme mostra que os anéis estdo dispostos aleatoriamente na
camada mais externa do filme protéico.

Para verificar o efeito da forca i6nica na formagao do filme a concentragdo de NaCl na
solucao foi aumentada para 200mM (solug¢ao B). A Figura 22-b) mostra que o filme formado
apresenta um grande nimero de estruturas menores e compactas, didmetro de 104+13nm e
altura média de 0,4+0,1nm, quando comparadas com as estruturas observadas na solugao A. O
aumento da concentragdo ionica nas solu¢do diminui a area superficial de contato da proteina,
diminuindo a possibilidade de interacdo entre estas macromoléculas [30].

Um controle negativo foi feito pela deposi¢do dos constituintes da solu¢do tampao
sobre a mica por drop deposition. Os arranjos auto-organizados da solugdo NaCl 50mM e da
solucdo Tris 50mM Figura 23-a) e b), respectivamente, assemelham-se as estruturas
encontradas nas solugdes A e B (Figura 22-a) e b)), dificultando a disting@o entre as estruturas
formadas pela GInB e as formadas pelas moléculas de outros constituintes das solu¢des A e B.
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Figura 23: Topografia dos filmes de NaCl e Tris formada sobre a mica. Estas solugdes (5ul) foram depositadas por drop deposition. a)
solugdo de NaCl 50mM e b) solugdo de Tris 50mM, em destaque as estruturas menores com depressdo central.

O NaCl forma estruturas esféricas de didametro 75+14nm e altura de 0,6+0,2nm
espacadas entre si. No Tris ((HOCH;);CNH; - tris(hidroximetil)aminometano, componente da
solugdo tampdo que auxilia na estabilidade da proteina) observarmos dois padrdes de auto-
organizac¢do: 1) aglomerados esféricos maiores, com diametro de 129+25nm e altura de
1,0£0,7nm e 2) aglomerados menores (didmetro 104+15nm e altura 0,3+0,1nm) com uma
depressdo central, como observado na Figura 23-b). Os aglomerados com depressdo central
podem consistir a unidade basica do filme que se combina para formar os aglomerados
maiores.

Condicoes Diametro dos Altura dos Rugosidade RMS
experimentais agregados nm(xdp) | adregados nm(zdp) nm
Solucdo A 125(£19) 1,0(+0,3) 0,3
Solucdo B 104(£13) 0,4(=0,1) 0,4
NaCl 50mM 75(£14) 0,6(£0,2) 0,2
Tris 50mM 129(£25) 1,0(0,7) 0,7
104(£15) 0,3(x0,1) 0,7

Tabela 2: Dimensées das estruturas formadas a partir das solu¢oes A, B, NaCl 50mM e Tris 50mM depositadas por drop deposition sobre a
mica com 24h de incubagdo.

Para uniformizacao da adesdo das proteinas da solucdo A sobre o substrato e obtencao
de um filme fino e continuo de proteina foram realizadas deposi¢des dindmicas e estaticas por
spin coating. Trés tempos diferentes de adsor¢ao foram testados a 1000rpm que correspondem
a velocidade de rotacao mais adequada para formagao de filmes homogéneos de GInB em Si
[88].

Os filmes formados pela deposi¢do dindmica da solucdo A (5 ul) sobre a mica em
diferentes tempos de adsor¢cdo ndo ficaram uniformes, como o esperado, provavelmente
porque as interagdes entre particulas/particulas da solugdo sdo maiores que as interagdes
particulas/mica ou o tempo de adsor¢ao foi insuficiente.
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Figura 24: Efeito do tempo de adsor¢do na estrutura do filme protéico formado sobre a mica. A solugdo A foi depositada dinamicamente
por spin coating. a) 30segundos b) Iminuto e c) Sminutos de adsor¢do. As imagens da esquerda sdo de topografia e da direita sdo de fase.

Uma notavel diferenga foi observada no padrao de auto-organizacdo, distribui¢ao e
dimensdes das estruturas formadas com os diferentes tempos de adsor¢do por deposi¢do
dindmica (Figura 24-a), b) e c¢)). O diametro das estruturas mostradas nas imagens de MFA
acima decresce, enquanto que o numero de estruturas observadas por regido aumenta com o
tempo de adsor¢do. Além disso, observou-se um aumento do ruido e, conseqlientemente
diminuicdo da qualidade das imagens com o aumento de tempo de adsorcao.
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Utilizou-se o scanner de 3um (Shimadzu) na tentativa de melhorar a qualidade das
imagens, entretanto, ndo houve melhora na resolucdo das imagens, provavelmente pela
interferéncia da umidade relativa do ar e instabilidade do filme que leva ao aumento do ruido.

Nos filmes formados com tempos de adsor¢do de 30segundos e Iminuto foram
observados arranjos semelhantes aos obtidos no filme formado em presenga de Tris (Figura
23-b)). No tempo de adsor¢do de Sminutos, formaram-se estruturas de forma esférica
lembrando aquelas obtidas no filme formado apenas com NaCl (Figura 23-a)).

As estruturas formadas com 30s de adsor¢do sdo maiores e aparecem em numero
reduzido, sugerindo que a proteina interage fracamente com a mica e que a lavagem com Tris
removeu a maior parte do material depositado. No tempo de Iminuto parece que maior
quantidade de material aderiu, recobrindo toda a superficie da mica. No caso da amostra de
Sminutos o recobrimento da superficie ¢ quase uniforme, sendo que as estruturas esféricas
podem ser cristais de sal resultantes da evaporagao da agua.

A diminuicdo do didmetro das estruturas formadas nos filmes com o aumento do
tempo de adsorcao pode ser conseqiiéncia de uma maior difusdo das moléculas anteriormente
aderidas ocasionando a extensao lateral do filme (Figura 25).
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Figura 25: Diagrama esquemdtico mostrando a expansdo lateral do filme de proteinas através da adi¢do lateral de proteinas as ja
adsorvidas.

Possivelmente, a solucdo ja apresente estruturas supramoleculares de diferentes
tamanhos que aderem sobre a mica. Em tempos de adsor¢do menores a adesdo das estruturas
de maior massa seria controlada pela for¢a gravitacional durante a deposicao e pela aceleragao
centrifuga resultante da velocidade angular.

Nas imagens de fase da Figura 24-a-1) e c-1) os tons mais escuros estdo associados
com uma maior dissipacdo de energia durante a interacdo da ponta com o material, podendo
ser causado por uma maior concentracdo de material menos aderido na regido. Na Figura 24-
b-1) a imagem da fase apresenta um tom mais homogéneo, indicando uma maior regularidade
na adesao do material na superficie da mica.

A seguir, deposicdes estaticas (0=0) por spin coating da solugdo A com tempos de
adsorc¢do de 30s, Iminuto e Sminutos foram realizadas para aumentar a adsor¢ao de proteinas
sobre a mica.

A primeira mudanga verificada ¢ uma maior dificuldade de varredura destas amostras
ocasionada pela camada de agua e/ou solu¢do, como mostra a Figura 26- a) e b). A superficie
instavel favorece o deslocamento de material pela ponta durante a varredura (visivel no lado
esquerdo da Figura 26-a)) diminuindo a resolucao das imagens.
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Figura 26: Efeito do tempo de adsor¢do na estrutura do filme protéico formado sobre a mica. A solugdo A foi depositada por spin coating de
forma estatica. a) 30segundos, b) Iminuto e c) Sminutos de adsor¢do. As imagens da esquerda sdo topografia e da direita sdo imagens de

fase.
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Condicoes Didmetro dos Altura dos Rugosidade RMS
experimentais agregados nm(=dp) | agregados nm(xdp) nm
30s dindmico 142(+14) 0,6(%0,2) 1,1
1 min dindmico 67(£8) 0,4(£0,1) 0,7
5 min dindmico 41(£8) 0,3(+0,1) 0,2
30s estatico 119(£25) 0,7(x0,1) 0,3
Imin estatico 117(£10) 1,4(+0,3) 0,3
Smin estatico 32(£7) 0,2(x0,1) 0,2

Tabela 3: Dimensées dos arranjos auto-organizado da GinB-Hs na solugdo A sobre mica durante deposicdo por spin coating em diferentes
tempos de adsorgdo com deposi¢do dindamica e estdtica.

A tabela 3 compara a dimensdo das estruturas observadas nos filmes protéicos
formados em diferentes condigdes de deposicdo por spin coating. As médias de didmetro e
altura foram calculadas a partir de 4 areas distintas varridas da mesma amostra, enquanto que
a rugosidade ¢ relativa as imagens mostradas.

As estruturas destacadas pelo quadrado vermelho na imagem da amostra de
30segundos com deposi¢do estatica da solugdo A sobre a mica (Figura 26-a)) sdo semelhantes
aos agregados menores observados na amostra da solugdo de Tris 50mM, Figura 23-b),
diferenciando apenas no didmetro.

As estruturas em forma de anéis observadas no filme formado pela solucdo A,
depositada por drop deposition (Figura 22-a)) aparecem em uma menor quantidade em
relagdo ao filme formado pela solugao A depositada estaticamente com tempo de adsorcao de
Iminuto (Figura 26-b)). O didmetro dos anéis sdo 6% menores do que os observados na
deposicao por drop deposition. Na imagem de fase da amostra preparada estaticamente
(Figura 26-d)) o centro dos anéis aparecem em tom mais escuro, sugerindo que o material
nesta regido pode estar menos aderido ou apresentar-se mais viscoso dissipando mais energia
mecanica do sistema sonda do MFA e a superficie.

Os filmes formados pela soluc¢do A depositada estaticamente (Figura 26-c)) ou
dinamicamente (Figura 24-c)) com S5Sminutos de adsor¢do sdo semelhantes e as estruturas
formadas nestes filmes tém aproximadamente 36nm de didmetro e aparecem em maior
quantidade no filme depositado estaticamente.

Todos os filmes formados pelas solucdes A e B depositadas em diferentes condigdes
ndo sdo uniformes e continuos, com disposi¢do aleatdria das estruturas sobre a superficie.
Porém, o padrdo da superficie da mica (ondas) (Figura 27) ndo ¢ perceptivel, indicando que
foram formados filmes com mais de uma camada de proteina. Os filmes preparados por spin
coating indicam que a velocidade de rotacdo do substrato na deposicdo precisa ser ajustada
para se obter uma taxa de evapora¢do maior ¢ um filme mais homogéneo.

2.
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Figura 27: Topografia da superficie da mica obtida por MFA operando em modo contato.Area de 100um’. Adaptado de [89]
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Mesmo com os diferentes tempos de adsor¢ao e métodos de deposicao os arranjos das
solugdes A e B em todas as amostras analisadas apresentam repeticdo de um padrdo com
geometria globular, porém com variacdo da forma, dimensdes e disposicdo das estruturas
supramoleculares.

Possivelmente porque a interagdo entre as particulas, principalmente entre o sal e a
proteina ¢ mais forte do que entre estas e o substrato.

Assim sendo, a presenca de Tris e sal interferem na resolu¢do das imagens de MFA
dificultando a distingdo da proteina GInB nos filmes finos.

Vérios modelos descrevem a formagdo de filmes de proteina (nucleagdo e
crescimento) [53, 90, 91, 92, 93]. Entretanto, devido a fraca adesdo da GInB-Hs na mica e
pela formagdo da camada de agua, ndo € possivel usar estes modelos neste caso. Nao se pode
afirmar que as estruturas observadas sdo formadas pela nucleacdo progressiva ou pela
coalescéncia do filme durante as varreduras seqiienciadas no MFA. Além disso, os
experimentos deixam claro que a organizacdo do filme depende da concentragdo de sal da
solugdo, da camada de agua, além de depender do coeficiente de difusdo da proteina, que por
sua vez ¢ funcdo da temperatura, umidade ambiente e concentragdo de ions da solucao.

4.2 Espectroscopia de Fotoelétrons (XPS) dos Filmes de Proteina (solucdo A) e da
Solu¢ao Tampao (solucio Al) sobre Mica

Um ensaio preliminar das amostras descritas na se¢o (3.2.4) foi realizado para avaliar
os filmes e caracterizar possiveis reagdes quimicas entre os constituintes da solugdo A e Al e
a mica.

A primeira varredura (survey) das 3 amostras, Figura 28, nos fornece uma investigacao
rapida e qualitativa dos elementos quimicos € compostos presentes na superficie.

Ap6s localizar as linhas dos elementos e compostos de interesse, um niimero maior de
varredura foi realizado nestas regides para melhorar a relagdo sinal-ruido dos espectros. Os
elementos selecionados foram o N 1s, Si 2p do SiO,, o C 1s e o Na Is proveniente do NaCl.

As energias de ligacdo das diferentes formas do Na possuem uma pequena variacao
que ndo foram identificadas por falta de resolucdo das medidas. Assim, o elemento Na além
da forma idnica pode estar na forma de NaOH (1071,9¢V) ou oxidado pelo oxigénio do SiO;
(1071,8eV)

Elementos atomicos Energia de ligacao (eV)

N 1s 398,1

Cls 285,0

Si 2p do Si0O, 103,3
Na 1s 1072,0

Na 1s do NaCl 1072,0
Na Is do OH 1071,9
Na 1s do 20-SiO, 1071,8

Tabela 4: Energias de ligagdo XPS dos elementos N Is, Cls, Si 2p e do Na Is para suas diferentes formas encontrados nas superficies
analisadas da mica, mica/solu¢do A e mica/solu¢ao A1. [Handbook XPS apud 94]
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Figura 28: Espectros de XPS das superficie da mica (preto) e da mica/solugdo Al (azul) e da mica/ solugdo A (rosa) preparadas por drop
deposition com tempo de incubagdo de 24h.

Devido ao efeito de carregamento das superficies as curvas da Figura 28 da
mica/solugdo A e mica/solucdo Al foram corrigidas com o valor do C 1s (285eV), enquanto
que a da superficie da mica foi corrigida pelo O 1s do ALLO; (531eV).

Os espectros do survey (Figura 28) mostram uma mudanga nas intensidades dos picos
da mica, mica/solucdo A e mica/solugcdo Al. A intensidade dos picos do K 2s (377,2eV), do O
2s% (531eV), do Si 2p (103,3eV) correspondentes aos fotoelétrons provenientes da superficie
da mica decresce devido aos filmes formados pela deposicao das solugdes A e Al por drop
deposition.

A intensidade do pico do C 1s (285eV) proveniente da amostra mica/solugdo A ¢
maior em relagdo ao pico C 1s (285eV) da mica/solucdo Al. O pico do C 1s (285eV)
observado na mica ¢ proveniente de contaminantes do ambiente [95] . A Figura 28 apresenta a
deconvolugao do pico do C 1s das amostras com filme formado pelas solugdes A e Al, apos a
normalizacdo das curvas utilizando a func¢do de Shirley [96, 97]. A deconvolu¢do ¢ uma curva
ajustada por computador para o espectro do C 1s e resolve completamente dois picos
associados com dois diferentes estados ligados do carbono, o C-C/CHy e o C-N/C-O-C.
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Figura 29: Curvas normalizadas e deconvoluidas dos elementos atémicos C 1s (285¢V) e K 2p(377,2eV) dos filmes formados pelas solu¢ées
A e Al por drop deposition. a) mica/solugdoAl e b) mica/solugdo A..

Elemento, ligacio Energia de Ligacio (eV)
C-C 2849
CiHy 285
C-N/C-0-C 286,4

Tabela 5: Energia de ligagdo do C 1s para suas diversas formas quimicas presentes nos sistemas conteno solug¢do analisados.

Os picos A da Figura 29-a) e b) sdo referentes aos carbonos participantes das ligagdes
C-C e CHy. O aumento de 1,1% da contribuicio do pico A (284,7¢V) da amostra
mica/solu¢do A para o espectro nesta regido em comparagdo ao da mica/solugdo Al
(284,9¢V) nao ¢ suficiente para indicar presenca de proteina na superficie da mica, pois pode
estar relacionado ao erro da medida.
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Vale a pena lembrar que a concentracdo de NaCl e Tris das solugdes A e Al ¢ igual
(50mM) e a concentragdo de moléculas de proteina por microlitro de solu¢do ¢ muito menor
em relagdo a concentracao de moléculas da solugdo de proteinas, como ilustrado na Figura 30-
b). Entretanto, a proteina possui uma quantidade maior de C 1s em relagdo a molécula de Tris,
justificando o pequeno aumento de 1,1% da contribui¢do do pico do C 1s das ligagdes C-C e
C<Hy da amostra mica/solugao nesta regiao.

a) b) 1. o o e s
HO Cote et

. o

@0 o 0..
HO NH2 o O.{}'O‘

6 %, o o *

HO * o P ] 0

Figura 30: a) Formula estrutural de uma molécula de Tris e b) Desenho esquematico da distribui¢do das moléculas na solug¢do A por
microlitro na solugdo. As bolinhas pretas representam tons de Na* e CI, as brancas moléculas de Tris e em vermelho as proteinas.

Os picos B do C 1s (Figura 29-a) e b)) proveniente das ligagdo C-N das amostras
mica/solugdo A (285,9¢V) e mica/solugao Al (286,3eV) apresentam pouca variagdo na
porcentagem da concentragdo existente nos filmes das amostras. Este resultado consiste com a
analise feita para os picos A e ¢ compativel com as curvas do elemento N 1s (Figura 31) que
apresentam também pouca variagdo entre as amostras.
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Figura 31: Espectro dos fotoelétrons provenientes do elemento N 1s da mica/solugdo Al (azul) e mica solugdo A (rosa).

A relacdo sinal-ruido presente nas curvas do elemento N 1s (398,1eV) das amostras
mica/solu¢do A e mica/solugdo Al (Figura 31) decorre da baixa quantidade deste elemento
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nos filmes, impedindo maiores informagdes da contribuicdo deste elemento na formagdo do
filme. Pelas curvas da Figura 31 n3o ha variacOes significativas na intensidade, energia e
perfil destes picos.

Elemento, ligacio Energia de Ligacio (eV)
N-Si 398.3
N-C 399,2

Tabela 6: Energia de ligagdo do N 1s para suas diversas formas quimicas presentes nos sistemas conteno solu¢do analisados.

Os valores cobertos pelo pico sugerem que o N 1s pode estar ligado com o Si e C.

Os picos do elemento Na 1s (Figura 32) da mica/solu¢do Al e mica/solucao A
apresentam comportamento semelhante ao dos picos dos elementos N 1s e C 1s. Nenhuma
variacao significativa do pico e do perfil dos picos de Na 1s ¢ observada.

O background das curvas do Na 1s da mica/solu¢do Al e mica/solugdo A foi subtraido
utilizando uma reta ajustada visualmente. A superposi¢ao das curvas mostra uma pequena
assimetria, irrelevante frente a resolu¢do da medida. Com base na literatura poder-se-ia
especular a contribui¢ao de picos de energia de ligacdo menor que 1073 eV. Por exemplo, a
literatura mostra o valor de 1071,8eV correspondente a ligacdo do tipo Na 1s proveniente da
ligacdo com o 20 do SiO,, sugerindo a oxidacao do Na pelo oxigénio do SiO, presente na
mica. Assim, a seguir buscamos evidéncias destas reagao.

mica/solucao A
18000 — mica/solugéo Al

17000

16000
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15000
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Figura 32: Espectro XPS do elemento Na Is proveniente do NaCl (1072eV) da mica/solug¢do A (rosa) e mica/solugcdo Al (azul )plotados com
a subtragdo do background.

A utilizacdo de métodos matematicos como, a fun¢do Shirley [96, 97] para subtracdo
do background da curva ndo se justifica no caso do Na 1s devido a baixa qualidade das
medidas obtidas.

O valor da energia de ligacdo do Na 1s (1073,0eV) esta 2,2eV acima da energia de
ligagao dos elétrons 1s do estado fundamental do Na [98]. Ja na tabela BE Lookup Table for
Signals from Elements and Common Chemical Species [Handbook XPS apud 94] o valor do
fon Na 1s e do Na 1s proveniente do NaCl ¢ 1072,0eV. Estas diferencas podem ser
provenientes do ambiente onde o elemento Na estd presente. Para o ion Na dos filmes
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analisados existe vérias possibilidades de interacio do ion Na' proveniente do NaCl da
solugdo com os demais elementos atdmicos presentes nas superficies da amostra (ver tabela 1).

Outro aspecto que merece atencgao € a presenca dos picos do Na 1s Auger na energia
de 264eV (valor independente do processo de formagdo do elétron Auger) do survey, que na
realidade correspondem a energia cinética de 989,9¢V [Fundamental AES Data apud 94]
correspondentes as transigdes Auger das linhas KL’s do so6dio do NaCl. Note que
considerando a energia incidente do foton do MgK, (1253,6eV) menos 264 eV da energia de
ligagdo do elétron 1s do Na teremos 989,6 eV disponiveis para a energia cinética daquele
fotoelétron.

Quando um elétron decai de um nivel de energia maior (camada L;, por exemplo) para
preencher o espago vazio na camada K (1072eV) deixado pelo elétron arrancado pela radiagao
MgK, (1253,6eV) a energia do foton emitido, pode arrancar um segundo elétron (e” Auger)
no sédio (Figura 33). Uma fragdo desta energia absorvida pelo ¢ Auger do sodio ¢ usada para
superar a sua energia de ligacdo removendo o elétron de seu nivel e a fracdo restante ¢
mantida na forma de energia cinética (Ecc. auger ) -

elétron

elétran

# nicleo atdmico

Figura 33: Desenho esquemadtico das camadas de energia para o datomo de sodio. Um elétron decai da camada L, para preencher o espago
deixado pelo elétron arrancado pelo foton de raios X de 1253,6eV emitido pelo alvo de Mg. A energia liberada neste processo arranca um
elétron da camada superior (camada L;3), o elétron Auger.

Uma estimativa grosseira desta energia cinética do e” Auger ¢ dada por
Ece auger = Ex - (BExu1 + Exiz)  (4.2.1),

em que Ecc. auger (989,9¢V para o sodio) ¢ a energia de ligagdo do e- Auger, Ei € a energia de
ligagdo da camada K (para o Na ¢ 1072eV), Exy a energia de ligacdo da camada L; e Exyo3 €
a energia de ligacdo da camada L;.

As energias Ec .. auger € @ Ex possuem valores determinados, enquanto que os dois
termos das energias de ligagdo da camada L; e L,3 podem combinar-se de varias maneiras,
isto quer dizer que, ¢ impossivel afirmar qual elétron preenche o espago vazio da camada K e
qual ¢ emitido na forma de elétron Auger; eles sdo indistinguiveis.
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Camada Energia de Ligacio (eV)
K 1070,8
L, 63,5
L, 30,4
L; 30,5

Tabela 7: Energias de liga¢do para as camadas K, L;, L, e L;do elemento sodio. [98].

Os picos do Na Auger confirmam que o pico de 1073eV ¢é proveniente do Na do NaCl,
mas sem determinar em qual forma quimica. Os fotoelétrons Auger sdo mais sensiveis as
variagdes e como nenhuma evidéncia de alteragdo foi observada pode-se dizer que ndo houve
reacao do Na Is.

Resumindo os dados obtidos por XPS, pode-se dizer que nenhuma evidéncia de reacao
quimica significativa foi observada. As imagens de MFA das amostras da solucio A
depositada por drop deposition indicam que a proteina interage preferencialmente com sal. As
medidas de XPS confirmam que o processo de adesdo do filme com a mica se da por adsor¢ao,
ou seja, sem evidéncias de reagdo quimica. A presenca de Na proveniente da solugdo ¢
confirmada pela auséncia de pico deste elemento na mica sem filme.

4.3 Analises por Microscopia de Forca Atomica (MFA) dos Filmes Formados sobre a
Mica Funcionalizada

A superficie da mica foi modificada com a finalidade de aumentar a capacidade de
adesdo da proteina GInB-Hs. As modificagdes foram realizadas pelo tratamento da superficie
da mica com fosfato (PO,™), etanol, polilisina e com o-cetoglutarato.

Para facilitar a leitura do texto sobre a funcionalizagdo da mica, os sistemas formados
pelos filmes obtidos pelas solugdes de revestimento sobre mica e os filmes obtidos pelas
solugdes A, Al e B foram resumidos nas tabelas abaixo.

Soluciio de Revestimento Respectiva Letra
Fosfato (PO,) 0,014g/L F
Etanol 98% E
Polilisina 0,001 mg/ml P
a-cetoglutarato 0,5mM C

Tabela 8: Indices das solu¢des usadas para a funcionaliza¢do da superficie da mica.

Método de Deposicio Tempo de adsorc¢io Respectivo Indice
spin coating (sc) — dinamico 30s scd
spin coating (sc) — estatico I minuto sce
imersao 12h 1

Tabela 9: Indices dos respectivos métodos de deposigio

Assim, um sistema composto pelo filme de proteina formado pela solugdo A (5ul)
depositada dinamicamente com 30s de adsor¢do e lavada 3X com 20ul de solugao Tris/HCl
10mM pHS,0 sobre o revestimento obtido pela imersdo da mica na solugdo de polilisina
0,001mg/ml por 12h sera representada por: sistema Pi/Ascd.
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4.3.1 Fosfato

O fosfato ¢ um ion poliatdmico consistindo de um atomo de fésforo e quatro de
oxigénio. A solucdo de fosfato 0,014g/L foi depositada sobre a mica para deixar a superficie
carregada negativamente por ions POy,

10.00 um 30.00 x 30.00um ) 0.00
200.00 nm 938,00 x 938.00 nm

000 i =
0.00
200.00 nm SO0 R ASE00IMm 200.00 nm 938,00 x 938.00 nm

Figura 34: Topografia do revestimento da mica com solugdo fosfato (20ul). A deposi¢do da solugdo de fosfato 0,014g/L realizada por spin
coating a 1000rpm por 30s (sistema Fscd). a) sistema Fscd com o risco no eixo Y (caixa vermelha), b) sistema Fscd/Alscd para controle, c)
sistema Fscd/Ascd e d) sistema Fscd/Asce.

O sistema Fscd mostrou-se regular e homogéneo (Figura 34-a)). Neste filme foram
observadas poucas estruturas esféricas de 50+5nm de didmetro. A rugosidade média da area ¢é
de 1,0nm.

No filme obtido pelo sistema Fscd/Alscd as estruturas esféricas desaparecem e a
rugosidade caiu para 0,6nm, diminuindo a qualidade da imagem devido a maior quantidade de
ruido, Figura 34-b).

O filme formado pelo sistema Fscd/Ascd com adsorcdo de 30s, ndo ¢ homogéneo e
apresenta alguns anéis de 96+8nm de didmetro e rugosidade de 0,3nm. Porém, o filme
formado pelo sistema Fscd/Asce ¢ homogéneo e com rugosidade de 0,6nm, indicando uma
difusdo das particulas e com adesdo lado-a-lado sobre o substrato (Figura 34-d)).

As estruturas supramoleculares em forma de anéis foram observadas nos sistemas
Fscd/Asce (Figura 34-d)), Fscd/Ascd (Figura 34-c) e Fscd/Bscd (Figura 35), sendo que no
ultimo a quantidade de estruturas presentes no filme foi maior. Os anéis visualizados na
Figura 34 possuem 85+8nm de didmetro e rugosidade da area de 0,42nm. Estes resultados
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sugerem que quando a mica ¢ revestida com fosfato a concentracdo de sal na solugdo nao
interfere na formacgao das estruturas supramoleculares dos filmes protéicos com deposi¢ao por
spin coating.

[ 0.00
200.00 nm 938,00 x 938,00 nm

Figura 35: Topografia do filme da solu¢do B formado sobre a mica funcionalizada com PO4 (20ul) por spin coating. A solugdo B foi
depositada dinamicamente come 30s de adsor¢do. A superficie foi lavada 3X com 20ul de solugdo alto sal e mais 3X com 20ul de Tris/HCI
10mM pHS,0 (sistema Fscd/Bscd).

A imersdo da mica em fosfato 0,014mg/ml (sistema Fi) garantiu uma cobertura total

da superficie, mas ndo garantiu a homogeneidade da cobertura com estruturas esféricas
44+4nm .

~ [nm]
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Figura 36: Topografia do revestimento da mica por imersdo na solugdo fosfato por 12h. Controles: a) sistema Fi com o risco no eixo Y
(caixa vermelha). Os filmes da solu¢do A sobre a mica revestida com fosfato com; b) deposi¢do dindmica e 30s de adsor¢do (sistema
Fi/Ascd), ¢) ampliagdo de uma regido da imagem b) e d) deposigdo estdtica e de Iminuto adsorgdo (sistema Fi/Asce)
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O filme nas areas de 900um® formado pelos sistema Fi/Ascd (Figura 36-b)) ¢
descontinuo e com acumulo de material em algumas areas. Uma varredura de 938X938nm
desta amostra revela estruturas em forma de anel (Figura 36-c)).

Na amostra do sistema Fi/Ascd (Figura 36-c)) observam-se anéis, com diametro de
5445nm, em maior quantidade do que observadas na amostra preparada por deposi¢do estatica
(Figura 36-d)). As estruturas aneladas da Figura 36-d) t€ém didmetro de 126+111nm. A altura
de 0,6+£0,2nm dos anéis indica que o filme de proteina com deposicdo estatica e 1minuto de
adsorc¢do pode ter as moléculas mais difusas em comparacao as das estruturas da Figura 36-c).

Nos filmes obtidos pelo sistema Fscd, Fi e Fi/ascd foram realizados riscos na tentativa
de se estimar suas espessuras. As caracteristicas dos riscos dependem do método de deposi¢ao
utilizado, da dureza e viscoelasticidade do material e da geometria da sonda.

Porém, como os riscos ndo ficaram nitidos devido o material deslocado para as laterais
durante a sua formagdo, o que dificulta a andlise e quantificacdo das medidas de largura e
espessura do risco, pois criam artefatos (sombras) que o maqueiam. Além disso, o risco ndo ¢
estavel durante as varreduras seqiienciais, devido a for¢a de atrito e o menisco de agua
formado entre a sonda e a superficie da amostra.

Resumindo, o revestimento da mica com PO,” por spin coating (sistema Fscd) e
imersao (sistema Fi) sdo homogéneos e uma menor quantidade de estruturas sdo observadas
em relacdo a deposicao por drop deposition. As estruturas supramoleculares observadas nos
filmes protéicos formados sobre a mica revestida com o fosfato sdo similares aos filmes de
GInB-Hs formados diretamente sobre mica. O filme formado pelo sistema Fscd/Asce foi mais
regular que o obtido pelo sistema Fscd/Ascd e ndo foram observadas estruturas
supramoleculares em forma de anel neste caso.

Em todas as areas varridas dos sistemas Fscd/Ascd e do sistema Fi/Ascd apresentam
estruturas em forma de anel, variando a quantidade e diametros.

4.3.2 Etanol

A mica foi revestida com etanol 98% para a andlise da formacao do filme protéico da
solucdo A depositado em diferentes condicdes sobre uma superficie provavelmente
hidrofobica.

A superficie da mica recém clivada ¢ hidrofilica e quando exposta a dgua e pequenas
cadeias de alcoois adsorve rapidamente estas moléculas [99]. O etanol (CH;CH,OH) - um
composto que possui grupos hidroxilo ligados a atomos de carbono sp3, esquematizado na
figura abaixo. Wang et al. 2004 [99] sugere que as moléculas de etanol adsorvam
verticalmente na superficie da mica através do grupo hidroxi e deixando a cauda hidrofobica
para fora na primeira camada.

a) b)

H —H
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CH3
|
CTE
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H mica

Figura 37: a) Formula estrutural da molécula de etanol e b) dispog¢do das moléculas de etanol sobre a superficie da mica. Adaptado de [99].
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Figura 38:Topografia dos filmes da solu¢do A formados sobre a mica funcionalizada com etanol (20ul) depositado por spin coating.
Controles: a) sistema Escd e b) sistema Escd/Alscd. Os filmes da solugdo A sobre o revestimento de etanol com; ¢) deposi¢do dindmica e
30s de adsor¢ao (sistemaEscd/Ascd) e d) deposi¢do estdtica e de Iminuto adsor¢do (sistema Escd/Asce). As imagens da esquerda sdo de
30X30um e as da direita sdo uma ampliacio de uma regido qualquer das dreas de 900um’.

O filme de etanol (sistema Escd) (Figura 38-a)) ¢ homogéneo e com estruturas
semelhantes as encontradas no filme de Tris depositado por drop deposition (Figura 23-b)).

A deposicao do sistema Escd/Alscd (Figura 38-b)) foi realizado como controle dos
filmes protéicos obtidos pelas deposigdes dinamica e estatica da solugdo A. As imagens
menores que 1um® do filme da solugdo A1 sio homogéneas, uniformes e com deformagdes no
filme como ressaltado na figura 38-b).
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O filme protéico obtido do sistema Escd/Asce nas areas de 900um’ é descontinuo e
apresenta pequenas aglomerados de material (Figura 38-c)). Porém, nas ampliagdes destas
areas (938nm), o filme da solu¢do A (Figura 38-cl)) ¢ homogéneo ¢ com rugosidade de
0,3nm. O padrdo da superficie da mica (Figura 27) ndo ¢ visivel, o que indica a formagao de
mais de uma camada de material sobre a mica.

O filme do sistema Escd/Asce nas areas de 30um ¢ descontinuo (Figura 38-d)),
provavelmente causada pela menor evaporagdo homogénea da solu¢do. A rugosidade deste
filme de proteina (Figura 38-d)) ¢ de 11,8nm. Na ampliacdo, (Figura 38-d1)) o filme ¢
irregular, mas com uma rugosidade de 0,3nm.

As estruturas esféricas observadas no sistema Ei/Ascd (Figura 39-a) e b)) possuem
53+£14nm de diametro e 5,5+3,2nm de altura nas areas de 30X30um. Quando ampliada
(Figura 39-b)), as estruturas medem 39+10nm. A quantidade e tamanho destas estruturas
sugerem que houve uma adesdo maior de material quando o método de revestimento por
imersdo de 12h na solugao de etanol foi utilizado.

10.84
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Figura 39: Topografia do filme da solugdo A formado sobre a mica funcionalizada por imersdo no etanol por 12h. A solugcdo A foi
depositado dinamicamente com 30s de adsor¢do e lavada 3X com 20ul de solu¢ao Tris 10mM (sistema Ei/Ascd). a) Imagem de 900um?2 e b)
Imagem de 938nm.

Nas areas de 30X30um, o filme do sistema Ei/Ascd mostra-se saturado, enquanto que
os filmes obtidos nos sistemas Escd/Ascd e Escd/Asce sdo homogéneos e descontinuos € com
rugosidade menor (tabela 10). As imagens de MFA sugerem que a deposi¢dao do etanol por
spin coating ¢ mais adequada do que a por imersdo para a formagdo dos filmes protéicos, pois
além da espessura reduzida sao mais homogéneos € menos rugosos.

Solucio A 30s Iminuto
Etanol
Imersao 28,3nm Naio realizado
Spin coating 4,3nm 11,8nm

Tabela 10: Valores da rugosidade das dos filmes protéicos depositados por spin coating sobre mica revestida com etanol por imersdo e spin
coating. Sistemas Escd/Ascd, Escd/Asce e Ei/Ascd

O padrao dos filmes protéicos formados sobre o revestimento de etanol foi diferente
para cada método de deposicdo do etanol, possivelmente devido a concentracdo de etanol que
ficou adsorvida a superficie da mica. Os filmes protéicos formados sobre os revestimentos
com etanol nos dois métodos de deposicao (spin coating e imersdo) ndo apresentaram padroes
super-estruturais em anéis como observado para os filmes protéicos formado sobre a mica ou
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sistema Fi e Fscd, sugerindo que a provavel mudanga de polaridade da superficie interfere na
estrutura do filme, como observado anteriormente por Lubambo et al. 2006 [88].

4.3.3 Polilisina
A polilisina, polimero formado de lisinas que ¢ um aminoacido com cadeias laterais

carregadas positivamente (grupo amina) em pH neutro, pode aumentar a polaridade da
superficie da mica e a fixag¢do i0nica de moléculas carregadas negativamente.

I I o armina
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Figura 40: Formula estrutural da molécula de lisina.

O revestimento da superficie da mica com polilisina forneceria uma superficie
carregada positivamente e aumentaria a capacidade de adesdo ndo especifica de proteinas [4].

0.00 e ] 0.00

500.00 nm 1.00 % 1.00 um 200.00 nm 938.00 x 938.00 nm

d)

—_— [e— 0,00
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Figura 41: Topografia dos filmes da solu¢do A formados sobre a mica funcionalizada com polilisina 0,001mg/ml (20ul) depositado por spin
coating por 30s. Controles: a) sistema Pscd e b) sistema Pscd/Alscd. Os filmes da solugdo A sobre o revestimento de polilisina com, c)
deposi¢do dindmica e 30s de adsor¢do(sistema Pscd/Ascd) e d) deposic¢do estdtica e de Iminuto adsor¢do (sistema Pscd/Asce). As imagens
da esquerda sdo de 30X30um e as da direita sdo uma amplia¢do de uma regido qualquer das dreas de 900um’.
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O sistema Pscd ¢ homogéneo e irregular (Figura 41-a)) e a superficie apresentou
rugosidade média de 0,3nm. A imagem do sistema Pscd/Alscd mostra um filme homogéneo e
regular com rugosidade de 0,8nm. Os filmes protéicos tanto do sistema Pscd/Ascd (Figura 41-
¢)) quanto do sistema Pscd/Asce (Figura 41-d)) ndo apresentam mudangas significativas nas
suas caracteristicas em relacao ao filme formado pela solugao Al, sistema Pscd/Alscd (Figura
41-b)). O filme protéico formado por deposicdo estitica apresenta algumas estruturas
esféricas de 40+£5nm de didmetro e altura de 0,2+0,1nm, que podem ser acumulo de material
durante o periodo de adsorc¢ao.

O sistema Pi/Ascd (Figura 42-a) e b)) apresenta estruturas esféricas, 109+12nm de
diametro e altura de 0,6=3nm, com uma depressdo central. A rugosidade da area ¢ de 0,34nm.
Pela imagem da fase do filme protéico (Figura 42-b)) vé-se que o filme ¢ homogéneo e as
estruturas estdo em tom mais escuro.

A Figura 42 sugere que o filme do sistema Pi € irregular como o sistema Pscd (Figura
41-a)). As irregularidades do filme do sistema Pi aumentam causadas pela maior adesdo das
moléculas de polilisina. Possivelmente o tamanho da molécula de polilisina seja outro fator a
ser levado em consideragdo, experimentos com polilisinas de peso molecular diferentes
devem ser realizados para confirmar tal hipotese.

b
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Figura 42: Topografia do filme formado pela solu¢do A sobre a mica funcionalizada com polilisina. A deposi¢ao da polilisina 0,001mg/ml
foi realizada por imersdo durante 12h (sistema Pi). A solugdo A foi depositada dinamicamente com 30s de adsor¢do e lavada 3X com 20ul
de solugao Tris/HCI 10mM pHS (sistema Pi/Ascd). a) Imagem da topografia e b)Imagem de fase.

4.3.4 a-cetoglutarato

O a-cetoglutarato ¢ um acido tricarboxilico que provavelmente liga a proteina GInB-
Hs in vivo, servindo como sinalizadora dos niveis de carbono do meio extracelular para a H.
seropedicae [21], sua formula estrutural esta representada na Figura 43. O a -cetoglutarato
utilizado na concentragao de 0,5mM.

O O

HO OH
)

Figura 43: Molécula de o-cetoglutarato.
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Os filmes formados pelos sistemas Cscd/Ascd e Cscd/Alscd sdao observados na Figura

0.00

200,00 nm 938.00 x 938,00 nm Sonoo 938,00 x 938.00 nm 20

Figura 44: Topografia dos filmes da solugdo A e Al depositados dinamicamente sobre a mica funcionalizada com a-cetoglutarato. O o-
cetoglutarato foi utilizado na concentragdo de 0,5mM (20ul) e foi depositado por spin coating por 30s. a) sistema Cscd/Ascd e b) sistema
Cscd/Alscd..

O sistema Cscd/Ascd (Figura 44-a)) apresenta varios estruturas de forma ovoide de
34+5nm e altura de 0,2+0,1nm de altura.

A Figura 44-b) do sistema Cscd/Alscd ¢ homogéneo com poucas estruturas esféricas
de 37,8+5,7nm de diametro

A imagem do filme formado pelo sistema Ci/Ascd € homogéneo e regular, com um
unico agregado de 100nm de didmetro (Figura 45). A rugosidade da area de 938nm ¢ de
0,14nm.
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Figura 45: Topografia do filme da solu¢do A formado sobre a mica funcionalizada com a-cetoglutarato. A mica foi imersa por 12h em
solugdo de a -cetoglutarato 0,5mM (sistema Ci). Em seguida, a solug¢do A foi depositada dinamicamente com 30s de adsor¢do e lavada 3X
com 20ul de solugdo Tris/HCI 10mM pHS (sistema Ci/Ascd)

Como o a-cetoglutarato liga-se a proteina GInB de maneira especifica [21], foi

adicionado ImM de a-cetoglutarato a solugdo A (solucdo E). Esta solugdo foi depositada por
spin coating nos tempos de adsor¢do de 30s e 1minuto.
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Figura 46: Topografia do filme da solugdo A/a-cetoglutarato. A solugdo E (5ul) foi depositada por spin coating sobre a mica. a) deposicdo
dindmica com tempo de adsor¢do de 30s e b) deposicdo estdtica com tempo de adsor¢do de Iminuto.

As imagens dos filmes da solu¢do E depositada por diferentes métodos de deposi¢do
(Figura 46-a) e b)) mostram que estes filmes apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes aos filmes do sistema Cscd/Ascd e Ci/Ascd, Figuras 44-a), 44-b) e 45).

As estruturas esféricas presentes no filme da solucdo E com 30s de adsorcao e
deposicdo dinamica (Figura 46-a)) possuem didmetro de 43+5nm e no filme com adsorcao de
Iminuto com deposi¢do estatica tem didmetro de 65+10nm (Figura 46-b)). A rugosidade
média da amostra obtida com deposi¢do dindmica, 90,Inm, ¢ a metade da obtida com
deposicao estatica, sugerindo que as caracteristicas do filme obtido sdo proporcionais ao
tempo de adsorcao.

Os filmes protéicos obtidos nos diferentes métodos em presenca de a-cetoglutarato
apresentaram caracteristicas semelhantes. Como o o-cetoglutarato interage especificamente
com a proteina GInB-Hs uma investigacdo mais detalhada faz-se necessario.

4.3.5 Discussao sobre os revestimentos

Os filmes protéicos formados pela funcionalizagao da mica com polilisina (sistema P),
etanol (sistema E) e a-cetoglutarato (sistema C) apresentaram estruturas diferentes. Quando a
superficie da mica foi revestida com fosfato (sistema F) a proteina GInB formou estruturas
supramoleculares em forma de anéis como obtido pela deposi¢do da solucdo A diretamente
sobre a mica por drop deposition (Figura 22-a)). A presenca de fosfato na superficie da mica
manteve a estrutura supramolecular em forma de anéis mesmo quando concentragdo de sal na
solugdo foi aumentada (Figura 36) contrastando com o padrao observado para proteina GInB
diretamente adsorvida a mica (Figura 22-b)).

Nas demais funcionalizagdes (etanol, polilisina e a-cetoglutarato) o filme obtido pela
deposicao estatica com Iminuto de adsor¢do resultou em filmes menos rugosos, o que indica
maior difusdo das particulas da solu¢dao. As estruturas dos filmes dos sistemas Pscd/Ascd,
Pscd/Asce e Pi/Ascd sdo diferentes das estruturas obtidas nos outros métodos de deposicao
sobre a mica com (sistemas F, E e C) ou sem revestimento. Isso provavelmente ocorre pela
mudanca da polaridade da superficie da mica. O etanol tornaria a superficie da mica
hidrofébica, enquanto que as superficies da mica e nos sistemas F, P e C sdo polares e,
conseqlientemente, hidrofilicas. Assim, a formacdo de estruturas supramoleculares de GInB-
Hs dependende da estrutura e polaridade da superficie, além de depender também do método
de preparagdo.
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Os filmes obtidos nas diferentes condi¢gdes de deposi¢ao (imersdo e spin coating) das
solugdes de fosfato, etanol, polilisina e a-cetoglutarato, em geral, sio homogéneos e sem
mudan¢a na qualidade. A diferenca é a espessura dos filmes, como foi verificado com os
riscos nos filmes de fosfato e medindo a profundidade dos mesmos.

Os filmes obtidos por spin coating e imersao da polilisina foram os mais irregulares e,
portanto, de menor qualidade. Isso provavelmente ¢ devido ao tamanho e estrutura da
molécula da polilisina.

Solugio A Revestimento Tempo de Tempo de Solugio Al
imersiao (nm) adsorcao: adsor¢ao:1min (nm)
Revestimento 30s(nm) (nm)
PO4 1,6 0,3 0,6 0,6
Etanol 2,1 0,3 0,3 0,3
Polilisina 0,3 0,6 0,2 0,8
a-cetoglutarato 0,1 0,2 Nao realizado 0,9

Tabela 11: Rugosidade dos filmes protéicos obtidos pela deposi¢do da solugdo A e Al por spin coating sobre os revestimentose da mica com
PO4, etanol, polilisina e a-cetoglutarato.

Os valores da rugosidade descritos na tabela 11 foram obtidos das imagens aqui
analisadas (938X938nm) e ndo pode ser considerada como a rugosidade total da superficie
das amostradas. Os valores da rugosidade dos filmes da solugdo Al sdo maiores quando
comparados com os filmes da solucdo A depositados dinamicamente com 30s de adsorgao,
provavelmente devido ao maior tempo de adsorcdo. Para os revestimentos por imersdo da
mica nas solu¢des de PO, e o etanol os filmes protéicos produziram superficies mais rugosas
do que as feitas por deposicdo dindmica, possivelmente por causa da maneira que estas
moléculas interagem com a mica e do tempo de adsorgao.

4.4 Influéncia da Umidade Relativa do Ar sobre a Formacao do Filme Protéico

Todos os experimentos foram realizados sob temperatura e umidade relativa ambiente
(RH). Nestas condi¢des, devido ao menisco de dgua, a interacdo da sonda do MFA com o
filme protéico torna-se mais complexa e a sua influéncia deve ser levada em consideragao.

A mica possui uma alta energia de superficie e a superficie da mica recém clivada
pode ser rapidamente coberta com uma camada de contaminagao para reduzir sua energia de
superficie [100], ocorrendo uma adsor¢ao maior de 4gua proveniente do ambiente.

Mica muscovita recém clivada foi observada no MFA. A Figura 47 mostra uma série
de imagens de fase da superficie, indicando que a 4gua condensada forma pequenos pontos
sobre a superficie que coalescem com o tempo formando ilhas depois de repetidas leituras na
mesma area. Cada imagem levou dois minutos para ser adquirida comeg¢ando a primeira
imagem do meio do quadro e sentido de varredura para baixo, concluindo a mesma na parte
superior e as imagens subseqiientes obedecendo ao sentido de varredura do microscopio,
sendo que a area foi varrida por 10minutos.
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Figura 47: Evolugdo da forma e tamanho das estruturas de dgua formada apds contato imediato com a superficie da mica. As imagens de
fase adquiridas, com varreduras iniciadas na aresta inferior, no modo dindmico e com velocidade de 2Hz depois de (a) 4, (b) 6, (c) 8 e (10)
minutos.

Segundo Liu et al. 2005 [100] um menisco de agua forma-se quando a sonda entra em
contato com a superficie da mica. Durante a varredura o menisco nao muda de posi¢cdo
simultaneamente com a mudanga de posi¢do da sonda, mas hé variagdo do angulo formado
entre a sonda e a superficie da amostra. Em algum momento, o menisco se rompe da sonda e
esta pequena quantidade de dgua condensa na superficie da mica, aparecendo em forma de
pontos na imagem. Um novo menisco pode formar-se rapidamente, durante uma varredura
continua, ¢ um novo menisco de dgua rompido pode coalescer ao anterior, produzindo uma
“ilha” de agua. O menisco entre a sonda de MFA e a superficie da mica continua a ser
formado até um equilibrio ser alcangado.

Uma regido de 10X10pum da amostra preparada com a solugdo D por deposi¢do
dindmica e 30s de adsor¢do foi acompanhada por 24h com o MFA em condi¢des ambiente
(RH acima de 45%).
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Figura 48: Evolugdo do filme protéico formado pela solu¢do C depositada dinamicamente com 30s de adsor¢do sobre a mica. As imagens
de fase adquiridas no modo dindmico e com velocidade de 1 e 0,3Hz logo apos a deposic¢do. As imagens foram obtidas continuamente de 10
em 10minutos na primeira hora (as 7 primeiras imagens) e depois 30 em 30minuto até a décima nona hora. A ultima imagem foi feita 24h
apos a deposicdo da solugdo

As imagens de fase (Figura 48) foram escolhidas por ndo exigirem tratamento. Na
primeira hora, que corresponde as figuras de I a VIII a superficie € bem instavel, dificultado a
varredura ¢ dando mensagem de erro (Large Z Range — a rugosidade limite de Sum ¢
ultrapassada) frequentemente. De duas horas apods a deposi¢do (Figura 48-VIII) até a décima
nona hora (Figura 48-LXXI) a varredura ¢ continua e sem interrup¢do. Observa-se neste
periodo mudanga na forma do filme. Xu et al. (1998) [101] propde que acima de 45% RH
mais dgua esta presente nas ilhas, aumentando a mobilidade do filme. Apds a décima hora o
filme fica estavel, sem mudanca visivel na forma (Figura 48-XXXIX) .
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A influéncia do menisco na formagao do filme protéico € nitido. A caracteristica polar
dos filmes protéicos e a difusdo idnica na superficie da mica [101] favorecem a formacao e
expansao do menisco.

Nao foi possivel separar as contribui¢cdes do filme de 4gua na formacdo das imagens
de MFA. A origem da evolugdo exigiria um bom controle de umidade. Certamente a interacao
das moléculas de 4gua com a proteina GInB nas solugdes A e C, e com a superficie da mica
afetam a dinamica das imagens mostradas(Figura 48).
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5. Conclusoes

Este trabalho mostrou relevantes aspectos da interacdo da proteina GInB-Hs com a
superficie da mica com e sem funcionalizagdo, considerando-se caracteristicas da solugao que
contém a proteina, diferentes polaridades e estruturas moleculares da superficie do substrato e
diferentes métodos de deposicao.

As imagens de MFA mostraram que as estruturas supramoleculares dos filmes de
proteina GInB-Hs sobre a mica sdo influenciadas pelo método de deposig¢do, tempo de
adsorcdo, pela presenga do Tris e concentracdo de sal e de proteina na solugdo.

Os filmes protéicos formados pela deposicdo por drop deposition da solugao A ¢ B
sobre a mica mostraram diferenca na espessura, forma e padrdo de auto-organizag¢do das
estruturas supramoleculares. A maior concentracdo de NaCl na solugdo provoca a dissociagao
dos complexos supramoleculares presentes na solucdo A. Isto demonstra que a auto-
organizacdo em estruturas supramoleculares em forma de anel depende também da
concentra¢do de sal na solugao.

Os filmes de GInB-Hs formados sobre a mica pela deposi¢do da solugao A por spin
coating ndo ficaram uniformes e mostraram ser dependentes do tempo de adsor¢do. Conforme
o tempo de adsor¢cao aumenta a quantidade de estruturas supramoleculares aumenta enquanto
que seus diametros diminuem. Indicando que as estruturas presentes nos filmes sdo devido a
interagdo proteina-proteina e ndo pela interacdo mica-proteina.

As imagens de MFA dos componentes da solugdo de proteina, Tris e NaCl, também
apresentam estruturas esféricas semelhantes as observadas nos filmes protéicos depositados
sobre a mica. Este fato causa dificuldades na resolucdo e discriminacdo das estruturas de
proteina GInB-Hs no filme fino analisadas por MFA.

Os espectros de XPS mostram que a superficie da mica foi coberta pela solu¢do com
proteina (solugdo A) e com os componentes da solugdo (solugdo Al), uma vez que ha um
decréscimo na intensidade dos picos do Al 2p*°, O Is e K 1s provenientes da mica, um
aumento do pico do C Is correspondente a presenca de C-C da proteina e da molécula de Tris
e o aparecimento do pico de Na 1s proveniente do NaCl da solugao.

Os resultados de XPS ainda sugerem que ndo houve reagdo quimica significativa da
proteina com a mica, indicando que os filmes formados pela proteina GInB-Hs sobre a mica
sdo estabilizados por interagdes fracas do tipo pontes de hidrogénio e for¢a de van der Waals.

A superficie da mica foi modificada com a finalidade de aumentar a capacidade de
adesdo da proteina GInB-Hs e favorecer a obtencdo de uma camada homogénea. O
revestimento da mica foi realizado com a deposicao por spin coating e imersao das solugdes
de fosfato 0,014g/L, etanol 98%, polilisina 0,001mg/ml e a-cetoglutarato 0,5mM. Os filmes
obtidos propiciaram a formagdo do filme de proteina sobre superficies com caracteristicas
hidrofobicas (etanol) e hidrofilicas (fosfato, polilisina e o a-cetoglutarato).

Apesar da caracteristica polar da superficie da mica revestida, o padrdo dos filmes de
proteina varia, mostrando que além da polaridade a formacao das estruturas supramoleculares
¢ dependente da estrutura molecular do revestimento.

Os filmes protéicos formados pela funcionalizagdo da mica com polilisina (sistema P),
etanol (sistema E) e a-cetoglutarato (sistema C) apresentaram estruturas supramoleculares
diferentes. Quando a superficie da mica foi revestida com fosfato (sistema F) a proteina GInB
formou estruturas supramoleculares em forma de anéis em todas as diferentes condigdes,
indicando que o fosfato reduz a for¢a i6nica do sistema.

Apesar da influéncia da umidade relativa na formagao de filmes de proteinas, o perfil
dos filmes formados em diferentes dias e condigdes experimentais foi reprodutivo.
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O monitoramento e a caracterizagdo por MFA destes filmes protéicos t€ém como
objetivo de otimizar uma metodologia para a formag¢do de uma monocamada de proteina
GInB-Hs, para futuramente desenvolver estudos sobre interacao desta proteina com as demais

macromoléculas pertencentes a cadeia de transducdo de nitrogénio, conformagdo e fungdao da
familia PII.
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6. Sugestoes para trabalhos futuros

Estudar o efeito do fosfato na reducao da concentragao ionica na formacao do filme de
proteina.

Verificar se compostos semelhantes ao fosfato, como sulfatos, também reduzem o
efeito da concentragdo i6nica no processo de formagao do filme.

Estudar o processo de nucleacdo do filme em presenca de alto e baixo sal na solugdo
de proteina. Realizar o cross-linking da proteina com glutaraldeido em solugdo para
verificar se os filmes mantém as estruturas pré-formadas em solugao.

Utilizar o filme protéico obtido sobre a mica com e sem funcionaliza¢cdo como centro
de nucleacdo para crescime