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RESUMO

A lisozima é uma proteina que apresenta alta estabilidade estrutural com conformagéo aproximadamente esférica. Ela apresenta propriedades
conservantes e, sendo possivel, modular suas propriedades pela sua interagdo com diferentes ligantes. Nesse estudo, ¢ utilizado como ligante a
nanoparticula de ouro revestida com polietilenoglicol 2000 g mol!, a AuNP PEG 2000, com objetivo de avaliar a termodindmica do processo
de formagdo do complexo. Os resultados mostraram uma alta liberagdo de energia —100 kJ mol™" = AHgpp_ine = —55 x 103 kJ mol~* devida a
ocorréncia de formagao de milhares ligagdes de hidrogénio. Além disso, foi observado a adsor¢@o de diversos filmes de lisozima na superficie
da AuNP através de sucessivas curvas com diferentes minimos de AHgy,;,_i,:. Os altos valores energéticos evidenciam que a medida que aumenta
o recobrimento molecular da superficie da AuNP, as interagdes de ligagdes de hidrogénio ocorrem de forma cooperativa. Conclui-se que a
partir do excesso de energia livre de Gibbs na interface da AuNP, ¢é fornecido energia suficiente para uma mudanga conformacional na proteina
seguido de sucessivas adsor¢des de filmes moleculares auto-organizados.
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Introducao

A lisozima (Lyz) é uma proteina encontrada principalmente na clara
de ovo de galinha. Destaca-se sobre ela, sua propriedade conservante
e, além disso é considerada segura para aplicagdo em alimentos.
Possuindo massa molar de 14,3 kDa, ela apresenta alta estabilidade
estrutural com conformagdo aproximadamente esférica e raio de giro
de 1,64 nm. A molécula de lisozima pode ser modificada para
apresentar determinadas propriedades, como por exemplo, para atuar
como antibidtico natural ou anti-inflamatorio (1-2). Com base nisso,
analisar sua associagdo com nanomateriais, especialmente
nanoparticulas de ouro (AuNP) - que vém ganhando destaque pela
alta bioafinidade e baixa toxicidade — torna-se de fundamental
importancia pois novas propriedades podem ser obtidas a partir das
interagdes destas nanoparticulas (3).

Nesse estudo foi analisado a interag@o da lisozima com nanoparticula
de ouro revestida com polietilenoglicol 2000 g mol!' (AuNP PEG
2000). Para os estudos termodindmicos de interagdo das duas
nanoestruturas foram realizados experimentos de nanocalorimetria
de titulag@o isotérmica.

Experimental
O experimento de nanocalorimetria de titulagdo isotérmica para o
estudo de interagdo entre lisozima e AuNP PEG 2000, foram
realizados em um nanocalorimetro de titulagdo isotérmica
(NanoITC), da Calorimetry a 25,0°C.

A técnica de analise ¢ baseada na mistura dos dois componentes. A

dispersdo de lisozima a 1,00 x 10 mol L' (Titulante), obtida da
Sigma Aldrich, é adicionada na dispersdo de AuNP PEG 2000 1,20
x 1071% mol L! (Titulado), fornecida gentilmente pela Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL), que estd presente em uma cela
calorimétrica de volume de 2,0 mL dentro de um ambiente de
temperatura controlada. Foram realizadas 7 conjuntos de titulagdes
sequenciais, sendo cada conjunto formado de 24 injegdes de
dispersdes de lisozima nas dispersoes de nanoparticulas de ouro. A
mesma amostra foi titulada no total de 7 vezes consecutivas, sem
troca do sistema inicial, de maneira que a cada nova titulagao ocorreu
no sistema previamente existente. Os experimentos foram realizados
em agua deionizada, sem controle ou ajuste de pH. Nessa mistura
ocorre ruptura e formacdo de interagdes intermoleculares que
liberam ou absorvem energia na forma de calor que ¢ detectada pelas
termopilhas. Esse sinal permite obter um grafico de poténcia em
fungdo do tempo, através do qual a integragdo da area do sinal
fornece a variagdo da entalpia observada de interagdo intermolecular
(AH,pservaga—ine) €m fungdo da concentracdo da lisozima. O
AH,pservada—ine inclui os valores interagdo da Lyz-AuNP PEG 2000
e Lys-Solvente. E descontado o efeito da interagdo do solvente da
dispersdo de AuNP com a lisozima realizando-se uma titulagao
sequencial de lisozima apenas no solvente de dispersdo para
descontar o valor da interacdo da lisozima com o solvente obtendo
assim a variag@o da entalpia aparente de interagao
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intermolecular (AHgpp,_in¢) em fungio da concentragio da lisozima.

Resultados e Discussao

Os resultados apresentados na figura 1 mostra a variagdo da energia
de interacdo aparente da lisozima com AuNP PEG2000 em funcdo
da concentracdo da proteina. Tradicionalmente, os valores
encontrados na literatura para energias aparente de interagdo NP-Pr
sdo aproximadamente entre 20 k] mol™* e 55 kJ mol™!. Entretanto,
os resultados mostraram uma elevada liberacdo de energia
—100 kJ mol™* = AHppp—iny = —55 x 103 kJ mol~* . Esta alta energia
pode ser devida a formagdo do complexo LyZ-AuNP PEG2000 que
ocorre através da formagdo de milhares de ligacdo de Hidrogénio
entre segmentos de aminoacidos de diferentes proteinas adsorvidas
na superficie da nanoparticula de ouro.
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Figura 1. AH,,, i Lyz-AuNP em fun¢io da concentragdo da

lisozima.

Em baixas concentragdes de lisozima, a proteina ao interagir AuNP
AuNP
conformacional ao enrolar-se sobre nanoparticula deixando expostos

adsorve na superficie da sofrendo uma mudanga
grupos carboxilicos e aminos da proteina permitindo, em seguida, a
formacdo de milhares de ligagdes de hidrogénio entre segmentos de
aminodcidos de diferentes proteinas. Estas interagdes levam a
formac¢ao de um filme proteico sobre a superficie da nanoparticula.
Esse processo vai ocorrendo sucessivamente liberando cada vez mais
energia até que metade dos sitios ativos para formar a ligagdo de
hidrogénio estejam saturados formando assim o minimo de liberagao
de energia AHgy,_ine = —55 X 103,

No entanto, essas interagdes ndo encerram neste ponto de minimo,
com novas intera¢des sendo formadas em concentragdes superiores
ao minimo indicando a formagao de novas camadas de adsor¢do de
proteinas. Sucessivas curvas com diferentes minimos demostram a
forma¢do de multiplas camadas da proteina adsorvidas nas
superficies das AuNP formando uma corona proteica. A subtracao
dos minimos consecutivos do AHgpy,_ine Pproduziram as seguintes
energias:+9,0 X 103kJ mol™%, +5,0 X 103 kJf mol™t e + 32 X

10% kJ mol™1. HA& questdes em aberto acerca de multicamadas
formadas na coroa de proteina®, portanto estes resultados
demonstram que as camadas de filmes poliméricos proteicos diferem
em interacdes intermoleculares com densidades de ligagdes de
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hidrogénios diferentes. Isso ocorre em razdo de que camadas

proteicas mais externas apresentam menos sitios de interagdo
formados por grupos aminos e carboxilicos.

Esses altos valores energéticos demostram, e evidenciam, que as
interacdes de liga¢des de hidrogénio ocorrem de forma cooperativa a
medida que aumenta o recobrimento molecular da superficie da
AuNP. A interagdo Lyz-AuNP promove a formacdo de filmes
moleculares auto-organizados de moléculas de proteina ao redor da
superficie da nanoparticula de ouro.

Conclusoes

O excesso de energia livre de Gibbs presentes na interface da
nanoparticula de ouro fornece um campo energético suficiente para
a desestruturagdo conformacional das proteinas e posterior adsor¢éo
em filmes moleculares auto-organizados. Este processo ocorre com
alta liberagdo de energia ¢ grande redugdo entropica conformacional.
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