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RESUMO

Os biossensores eletroquimicos de DNA representam um grande avanco frente aos
meétodos tradicionais de deteccdo de biomoléculas. Sdo sensiveis, especificos,
praticos e fornecem respostas rapidas. As moléculas de PNA e LNA vém sendo
empregadas nos biossensores principalmente devido sua alta afinidade de
hibridizagdo com sequéncias alvo complementares, demonstrando propriedades
superiores as de acidos nucleicos naturais. Este trabalho objetiva analisar a
literatura cientifica a fim de reunir estudos que empregam sondas PNA e LNA como
componentes em biossensores eletroquimicos, avaliando as diferentes abordagens
utilizadas e o papel que essas moléculas desempenham na eficiéncia desses
dispositivos. Para isso, foirealizada pesquisa bibliografica computadorizada
utilizando-se a base de dados Pubmed, no recorte temporal de 2015 a 2020. A
busca resultou em um total de 44 estudos. Apoés a filtragem, restaram 28 artigos que
compdem esta revisdo. Os estudos selecionados demonstraram como as sondas de
PNA e LNA podem ser uteis para melhorar a sensibilidade, especificidade e
estabilidade dos biossensores para o diagnéstico de doencas, a deteccdo de
patdogenos e de biomarcadores, além de aplicacbes também no monitoramento
ambiental e na seguranca alimentar. As diferentes estratégias de construcdo da
sonda e dos eletrodos aliadas as escolhas dos métodos de amplificacdo serviram
para explorar de forma mais eficaz as propriedades do PNA e LNA.

Palavras-chave: biossensores eletroquimicos; PNA; LNA



ABSTRACT

Electrochemical DNA biosensors represent a major advance compared to traditional
methods of detecting biomolecules. They are sensitive, specific, practical and provide
quick answers. The PNA and LNA molecules have been used in biosensors mainly
due to their high affinity of hybridization with complementary target sequences,
demonstrating properties superior to those of natural nucleic acids. This review aims
to analyze the scientific literature in order to gather studies that address the use of
modified oligonucleotides PNA and LNA as components of electrochemical
biosensors, analyzing their construction strategies and the implications of using PNA
and LNA for their performance. For this, computerized bibliographic research was
performed using the Pubmed database, in the time frame from 2015 to 2020. The
search resulted in a total of 44 studies. After filtering, 28 articles remain in this review.
The selected studies demonstrated how the PNA and LNA probes can be useful to
improve the sensitivity, specificity and stability of the biosensors for the diagnosis of
diseases, the detection of pathogens and biomarkers, in addition to applications also
in environmental monitoring and food safety. The different strategies of construction
of the probe and electrodes combined with the choice of amplification methods
served to explore more effectively the properties of PNA and LNA.

Keywords: electrochemical biosensors; PNA; LNA
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta das propriedades eletroquimicas dos acidos nucleicos
no final da década de 1950, houve grande progresso no desenvolvimento de
biossensores de &cido desoxirribonucleico (DNA) (TRNKOVA et al., 2005). Sao
dispositivos que vém ganhando interesse em diversos campos da genética e
biologia molecular, devido as suas vantagens para a deteccdo principalmente de
sequéncias especificas de acidos nucleicos, fornecendo resultados mais sensiveis e
especificos que os métodos convencionais, além de constituirem um meio mais
barato, rapido e de facil operacdo (WANG, 1998; CALIL; SILVA, 2011).

Esses biossensores utilizam as cadeias polinucleotidicas (principalmente de
DNA) como bioreceptores para o analito alvo, que seria sua sequéncia
complementar, formando um hibrido. A partir dessa interagdo, o dispositivo detecta a
presenca e a concentracdo do alvo em questdo (KERMAN; KOBAYASHI; TAMIYA,
2004). Entretanto ainda ha certas limitacbes em seu uso, relacionadas as
propriedades dos materiais utilizados para sua montagem e dos acidos nucléicos,
que impossibilitam resultados mais precisos e confiaveis. Para superar esses
problemas, foram incorporadas as cadeias modificadas de nucleotideos como
sondas que possuem propriedades superiores as dos &cidos nucleicos naturais,
duas delas merecem destaque — &cido nucleico peptidico (PNA) e acido nucleico
bloqueado (LNA) — pela sua grande capacidade de reconhecimento e afinidade as
sequéncias complementares (GUPTA; MISHRA; PURI, 2017; HAGEDORN et al.,
2018).

Este trabalho objetiva analisar a literatura cientifica a fim de reunir estudos
gque empregam sondas PNA e LNA como componentes em biossensores
eletroquimicos, avaliando as diferentes abordagens utilizadas e o papel que essas

moléculas desempenham na eficiéncia desses dispositivos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS DE DNA

Um biossensor trata-se de um dispositivo analitico que utiliza um elemento
biolégico para deteccao da presenca e da concentracdo de um analito-alvo, por meio
de sua interacdo com um transdutor que percebe a reacdo e emite um sinal a
processado (WANG, 2000). Possui uma biocamada de reconhecimento molecular
contendo um tipo de bioreceptor imobilizado, sendo essa diretamente conectada a
um transdutor, responsavel pela captacdo do sinal fisico-quimico gerado pelo
reconhecimento do analito na biocamada e posterior detec¢édo na unidade formadora
de sinal (Figura 1) (PATHAK; KATIYAR; GIRI, 2007; MOREIRA et al., 2010).

Figura 1 — Configuracdo de um biossensor
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Fonte: adaptado de CALIL; SILVA (2011)

O analito pode estar contido em uma amostra fluidica ou sélida e é colocada
em contato com os bioreceptores (MOREIRA et al., 2010). Esses podem ser de
diversos tipos — enzimas, micro-organismos, organelas, células, anticorpos,
receptores celulares, acidos nucléicos — dependendo da finalidade (NAKAMURA,
KARUBE, 2003; LEE, 2008).

O biossensor de DNA se utiliza de sondas de DNA ou outros tipos de acidos
nucleicos. O contato entre esses componentes gera uma resposta fisico-quimica no
transdutor, este pode ser de diversos tipos, tais como, eletroquimico, Optico,
piezoelétrico e calorimétrico. Ele age como uma interface convertendo esse estimulo

em um sinal — podendo ser, por exemplo, variacdo de calor, indice de refracao,
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resisténcia, capacitancia, entre outras — que é recebido por um processador, que
informa ao usuario se o analito foi detectado e sua concentracdo na amostra
(MEHRVAR et al., 2000; MOREIRA et al., 2010).

Tradicionalmente, sdo realizadas técnicas de deteccdo de oligonucleotideos
gue sédo de alto custo, complexidade operacional e requerem equipamentos e maior
tempo para sua realizacdo. Os mais comuns sao reacao em cadeia da polimerase
(PCR), procedimentos de microarray de DNA baseados na marcacdo de
fluorescéncia de acidos nucleicos (AOKI; TORIMURA; NAKAZATO, 2019), Northern
blotting (VALOCZI et al., 2004), microfluidica (CUI et al., 2017), dentre outros.

O biossensor de DNA representa um grande avanco frente a esses métodos,
pois além de ser altamente sensivel e especifico, fornece respostas de maneira
rapida e pratica ( WANG, 1998; CALIL; SILVA, 2011). Isso permite, por exemplo, a
deteccdo de um micro-organismo com muito mais facilidade (HEJAZI; POURNAGHI-
AZAR; AHOUR, 2010), organismos geneticamente modificados (HE et al., 2017) ou
ainda genes relacionados a uma doenca ou neoplasia (CHEN et al., 2017).

Para o funcionamento do biossensor, geralmente imobiliza-se uma molécula
de DNA de fita simples (ssDNA), na superficie de um eletrodo com indicador
eletroquimico, para que essa hibridize com a cadeia complementar (alvo) presente
em determinada amostra — podendo esta conter também sequéncias nao
complementares (SALEH AHAMMAD; LEE; RAHMAN, 2009; MONOSIK;
STREDANSKY; STURDIK, 2012). O sucesso do biossensor de DNA em ser capaz
de reconhecer sequéncias especificas ou pequenas alteracdes reside nas ligacdes
especificas entre os pares de bases, sendo importante, por isso, a escolha de uma
sonda ideal para o reconhecimento desejado (WANG, 1999).

Entre os tipos de biossensores de DNA, os eletroquimicos tém sido os mais
desenvolvidos pelos pesquisadores devido a maior facilidade de imobilizacdo da
sonda (LIU et al., 2012) alta sensibilidade, simplicidade, baixo custo, tempo de
resposta rapida, instrumentacdo simples e miniaturizagdo (HE; XU; FANG, 2005).
Além disso, os eletroquimicos combinam a alta sensibilidade das técnicas
eletroanaliticas com a alta seletividade dos processos de reconhecimento molecular
(GOODING, 2002). Entretanto ainda ha certas limitacbes, como a falta de
estabilidade a longo prazo, processo de preparagao complexo (SUN et al., 2019),
problemas de transferéncia de elétrons e de deteccdo de mutacbes de ponto
(BRIONES; MORENO, 2012; SOHRABI et al., 2016) e ainda interferéncias
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indesejaveis nas medicdes (MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012). Para isso,
vem sendo cada vez mais utilizado como sonda de captura os analogos de acidos
nucleicos, que prometem cumprir essa funcdo com maior desempenho (KARKARE;
BHATNAGAR, 2006).

As moléculas de PNA e LNA possuem alta afinidade de hibridizagdo com
sequéncias alvo complementares, facilidade de modificacdo estrutural e resisténcia
ao processamento enzimatico (FORTUNATI et al., 2019). Suas propriedades podem
aprimorar sensibilidade, especificidade e estabilidade dos biossensores (BRIONES;
MORENO, 2012). Para a medi¢éo eletroquimica, geralmente o eletrodo modificado
com sonda é imerso na solugdo que contém o alvo. A deteccdo se da através dos
sinais de corrente alterados de certos indicadores eletroativos seja diretamente da
sonda/alvo ou por meio de marcadores enzimaticos ou redox (que se ligam
preferencialmente ao complexo formado). Entre as técnicas utilizadas para leitura do
sinal eletroquimico, sdo comumente aplicadas a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS), Voltametria ciclica (CV) e Voltametria de pulso diferencial (DPV)
(Figura 2) (LIU et al., 2012).

Figura 2 — Configuracdo de um biossensor eletroquimico de DNA
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Fonte: adaptado de LIU et al. (2012)
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2.2 ACIDOS NUCLEICOS

Os acidos nucleicos, descobertos por Miescher em 1868, sdo polimeros
responsaveis por armazenar a informacdo génica no interior das células. Séo
formados por unidades repetidas de nucleotideos, que, por sua vez, ttm em sua
estrutura um grupo fosfato uma base nitrogenada e uma pentose (desoxirribose no
caso do DNA) (Figura 3). Existem dois tipos principais de &cidos nucleicos na
natureza: DNA e acido ribonucleico (RNA) (KHEDKAR et al., 2015; PRAY, 2000).

Figura 3 — Estrutura molecular de um nucleotideo de DNA

Base nitrogenada
(adenina)

Fosfato

2'-desoxirribose

Fonte: adaptado de TRABUCO (2014)

A estrutura do DNA foi descrita pela primeira vez, em 1953, por James D.
Watson e Francis Crick (KLUG, 2004). Estrutura-se em duas cadeias helicoidais em
forma de dupla hélice, dispostas em torno de um eixo em comum, orientadas
antiparalelamente e cada uma com uma separagao de 3,4nm e um raio de 1,0nm
(GHOSH; BANSAL, 2003; KHEDKAR et al., 2015). Suas duas ssDNA se ligam entre
por meio do emparelhamento entre suas bases nitrogenadas, aos pares para
formacdao da fita dupla (dsDNA) (CHARGAFF et al., 1951).
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A complementaridade entre as ssDNA, a especificidade dessa ligacdo e a
reversibilidade da formacdo de pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas
sao propriedades que vém sendo cada vez mais exploradas, visto que elas implicam
nao apenas na capacidade de replicacdo das fitas, como também na de sintese de
cadeias simples para posterior sequenciamento e manipulacdo dessas moléculas. A
nova perspectiva dada a genética frente o conhecimento de suas bases
fundamentais, é o que ainda hoje permite os avancos na compreensdo da area e
ainda mais, nas Ultimas décadas, com o0 advento de quimicas eficientes tem se
tornado possivel a sintese artificial de sequéncias dos &cidos nucleicos para
diversas aplicagbes (NIELSEN; EGHOLM, 1999; SINDEN, 2012).

O DNA geralmente se apresenta na conformacao do tipo B (B-DNA), o seu
padrdao molecular mais presente nas células (GHOSH; BANSAL, 2003). Porém, o
DNA tem a capacidade de modificar sua geometria conforme as condi¢des do meio,
levando a formacgéo diferentes tipos (sendo A-DNA, B-DNA e Z-DNA as mais
conhecidas) de estruturas com diferentes fungdes biologicas (Figura 4) (USSERY,

2002).
Figura 4 — Modelos moleculares de A, B e Z-DNA

A-DNA B-DNA Z-DNA N

Fonte: adaptado de WOOD (2016)

Quando duas cadeias polinucleotidicas de DNA ou RNA estao ligadas entre
si, formam estruturas de duplex que podem ser classificadas sobretudo nos tipos A
ou B, originadas por conformagées C3’-endo (tipo N) e C2-endo (tipo S),
respectivamente. A estabilidade dessas estruturas depende das ligacbes de
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hidrogénio entre os pares de bases, bem como de interagBes hidrofébicas e
eletrostaticas que podem interferir ao longo do emparelhamento (ISHIGE; ITOGA,
MATSUSHITA, 2018).

A conformacao do tipo A é observada em duplex de RNA-RNA e possui 0
espacamento entre pares de bases menor (0,26 nm) do que no tipo B (0,34 nm),
presente, por sua vez, em duplex DNA-DNA. Devido a essa menor distancia, o tipo
A pode apresentar maior forca de ligacdo no emparelhamento de bases, conferindo,
por exemplo, uma maior afinidade ao duplex de RNA-RNA do que ao DNA-DNA
(LESNIK; FREIER, 1995; NEIDLE, 2008; ISHIGE; ITOGA; MATSUSHITA, 2018).

2.3 OLIGONUCLEOTIDEOS MODIFICADOS

Oligonucleotideos sao polimeros (DNA ou RNA) relativamente pequenos
(12-25 mer), podendo ser de ocorréncia natural — como os microRNAs nos
organismos — ou artificialmente sintetizados. Desde que se desenvolveram
metodologias para a producdo de oligonucleotideos sintéticos, houve crescente
demanda por estas moléculas e atualmente quase nao existe campo na biologia que
nao explore seu potencial. S&o importantes ferramentas para a biologia molecular,
sendo utilizados, por exemplo, como primers na PCR, em microarranjos,
hibridizagdo in situ, agentes terapéuticos e biossensores. (JOLLY; ESTRELA,
LADOMERY, 2016). Consistem em moléculas analogas a &cidos nucleicos, sendo
estruturalmente semelhantes aos de ocorréncia natural, porém com modificacées
gue conferem a elas propriedades superiores (LIU et al., 2012).

Inicialmente foi investigado o potencial dos oligonucleotideos como forma de
controle da expresséo génica (ZAMECNIK; STEPHENSON, 1978). Desde entéo, o
desenvolvimento de oligonucleotideos modificados e anélogos de &cidos nucleicos
continuaram cada vez mais sendo explorado também como ferramentas
bioanaliticas, para diagndéstico, gendmica e terapéutica (NIELSEN; EGHOLM, 1999;
JRUM; WOLTER; KONGSBAK, 2003). Suas propriedades de hibridizagcdo e
reconhecimento da fita complementar tornam essas estruturas biomiméticas
superiores aos acidos nucleicos naturais, permitindo, por exemplo, deteccdo mais
rigorosa de mutacdes de ponto (SNPs) a partir de concentragdes cada vez menores
de amostra (KONGSBAK, 2003) Muitas das modificagGes realizadas para a sintese

de oligonucleotideos auxiliam a superar limitacbes de especificidade, afinidade,



20

biodisponibilidade, propriedades termodinamicas e resisténcia a nucleases (BELL;
MICKLEFIELD, 2009; JOLLY; ESTRELA; LADOMERY, 2016).

As modificacdes geralmente acontecem pela incorporacdo de substitutos
artificiais nas regifes das bases nitrogenadas, no anel da pentose ou nas ligacdes
fosfodiéster (BELL; MICKLEFIELD, 2009). Alguns dos &cidos nucleicos artificiais
sdo: PNA, LNA, &cido nucleico glicol (GNA) e &cido nucleico da terose (TNA)
(KARKARE; BHATNAGAR, 2006). Dentre eles, o PNA e LNA se destacam por sua
grande capacidade de reconhecimento e afinidade com as suas fitas
complementares (BONIFAZI et al., 2015).

2.4 PNA

A molécula de PNA foi desenvolvida por Nielsen e colaboradores, em 1991.
Foi originalmente projetada para reconhecimento de dsDNA via emparelhamento da
base de Hoogsteen. Isso porque uma cadeia neutra (peptideo) teria melhor
desempenho para formacao de uma molécula de tripla hélice. (NIELSEN; EGHOLM,
1999). E necessario conhecer a estrutura do PNA para entender suas propriedades
de reconhecimento e hibridizacdo ao DNA. Caracteriza-se como uma molécula
aciclica e neutra, diferenciando-se do DNA estruturalmente por ndo conter pentose
ou grupo fosfato. Ao invés disso, sua cadeia € formada por unidades repetidas de N-
(2-aminoetil)-glicina que polimerizam por meio de ligagdes amida e se conectam as
bases nitrogenadas por ligacdes metileno-carbonil conectadas a amina central da
cadeia (Figura 5). O N terminal se encontra na primeira posicado (esquerda) e o C
terminal na direita. Apesar das diferencas na composicdo, a molécula de PNA possui
propriedades iguais ao DNA, sendo em algumas aplicacbes até mesmo superiores
(NIELSEN et al., 1991).
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Figura 5 — Comparacéo entre PNA e DNA
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Fonte: adaptado de WANG et al. (2004)

As propriedades fisico-quimicas da molécula de PNA séo unicas e lhes
permite vantagens como ligacbes mais fortes, estaveis e especificas a alvos
complementares (DNA, RNA ou PNA). A ligacdo mais forte entre as cadeias é
possivel devido a neutralidade desse analogo, o que permite a falta de repulséo
entre a fita de DNA e PNA e que, por sua vez, torna a hibridacdo PNA/DNA
insensivel a alteracbes de pH e com maior resisténcia a forca idnica (BONIFAZI et
al., 2015). Outro efeito da natureza ndo carregada dessa molécula é
termoestabilidade conferida ao duplexes que ela forma, independente da
concentracdo de sal na solucdo (ORUM et al, 1995; WANG, 1998). Em
concentracbes moderadas, por exemplo, as estabilidades térmicas se apresentam
da seguinte forma em ordem crescente: DNA/DNA <PNA/DNA <PNA/RNA
<PNA/PNA (BRIONES; MORENO, 2012).

Em meédia, a temperatura de fusdo (Tm) de um duplex de PNA/DNA é 1°C
mais alta de duplex de DNA/DNA por par de base. Ele também é notavelmente mais
afetado pela presenca de maus pareamentos ou mutagbes de ponto do que a
formacdo DNA/DNA. Uma incompatibilidade de Unica base resulta em uma reducéo
de 15°C para o primeiro e 11°C para o segundo. Dessa forma, o PNA apresenta
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maior afinidade pela molécula de acido nucleico natural complementar do que a
outra molécula natural equivalente, que é de carga negativa. Além disso, essa
cadeia peptidomimética € mais estavel, devido a insensibilidade a degradacao
enzimatica por nucleases ou proteases. Sao também resistentes a acidos fortes e
bases fracas (DEMIDOV et al., 1994).

2.5LNA

O LNA foi inicialmente descrito por Singh et al. 1998, como um anélogo de
RNA, encaixando-se na geometria duplex tipo A. E um acido nucleico biciclico, cujos
nucleotideos contém uma unidade de metileno ligando o atomo de 2'-oxigénio ao 4'-
carbono, o que bloqueia a pentose em uma conformacéo C’3-endo (tipo N) (Figura
6). Isso resulta em reducédo da flexibilidade conformacional da ribose e aumenta a
organizacdo do esqueleto de fosfato (BRAASCH; COREY, 2001; KARKARE;
BHATNAGAR, 2006).

Figura 6 — Estrutura dos monémeros de LNA
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Fonte: adaptado de WENGEL et al. (2010)

Os oligonucleotideos de LNA podem ser utilizados como substratos para
uma variedade de enzimas como as que sado utilizadas para PCR. Além disso,
destacam-se como agentes terapéuticos, devido a sua estabilidade contra nucleases
e como substratos da RNase H (JRUM; WOLTER; KONGSBAK, 2003).

O LNA tem reconhecimento especifico de alta afinidade, ideal para formacao
de duplex de DNA/LNA ou RNA/LNA. A hibridizacdo de LNA com alvos de DNA ou
RNA possui elevada termoestabilidade (Figura 7), demonstrado por significantes

aumentos nos pontos de fusdo por mondmero de LNA introduzidos (valores de
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ATm): ATm = +1 — +8°C em relacdo DNA e ATm = +2 — +10°C com RNA
(KURRECK, 2002; PETERSEN; WENGEL, 2003).

Figura 7 — Hibridizac&o entre LNA (em verde) e DNA (em azul)
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Fonte: adaptado de BRIONES; MORENO (2012)

Porém, devido a forca de ligacdo nos duplex LNA/LNA, é importante a
aplicacao desses oligonucleotideos sem segmentos autocomplementares ou ainda
que eles sejam misturados com o0s acidos nucleicos naturais para polimerizar
oligonucleotideos quiméricos — contendo segmentos de DNA ou RNA (KARKARE;
BHATNAGAR, 2006). Tanto o aumento de Tm por nucleotideo quanto a melhor
discriminacdo de incompatibilidade por nucleotideo LNA sdo alcancadas por
oligdbmeros curtos, geralmente menores que 10 bases. Algumas de suas principais
propriedades que tornam esses oligonucleotideos 6timos ferramentas de bioanalise
sdo: sua baixa toxicidade, resisténcia a nucleases e capacidade de formacdo de
triplex (BEGLEY, 2007; BRAASCH; COREY, 2001; VESTER; WENGEL, 2004).
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3. METODOLOGIA

Foi realizada pesquisa bibliografica computadorizada utilizando-se a base de
dados Pubmed. A busca se deu por artigos publicados no recorte temporal de 2015
a 2020, com a utilizacdo de descritores especificos: “peptide nucleic acid”, “locked
nucleic acid” e “eletrochemical biosensor” combinados entre si por meio de
descritores booleanos, AND e OR. A busca resultou em um total de 44 publicagdes.
Inicialmente, os artigos foram selecionados para elegibilidade com base em seu
titulo e resumo, sendo considerados aqueles que utilizavam os oligonucleotideos
modificados em questdo como sondas para deteccdo em biossensores
eletroquimicos. Foram excluidos os estudos que ndo respondiam ao objetivo do
trabalho e artigos de revisédo. Os critérios de inclusdo foram artigos em suas versdes

completas e sem restricdo de idioma (figura 8).

Figura 8 — Fluxograma para identificagéo, elegibilidade e anéalise dos estudos incluidos nesta reviséo

Artigos enconfrados apds busca no Pubmed;
M= 44
4 Artigos remonidos (n=16)
Aftigns apds exclusdo Mao 58 enguadravam no ema (M= 14)
=23 Arfigos de revisdo (MN=2)

Artigos incluidos nesta revisao
n=28)

[ Analize ] [ElegunniuuaﬂE][lden1mca§§-0 ]

Fonte: autoria prépria

4. RESULTADOS

Dos 44 artigos encontrados na busca, 28 deles foram selecionados para
compor esta revisao. Os resultados dos estudos foram examinados e comparados
para atender ao objetivo da presente revisdo, ou seja, avaliar como a utilizacdo de
sondas PNA e LNA vem sendo empregadas em biossensores eletroquimicos, bem

como as vantagens que trazem ao desempenho dessas ferramentas (Tabela 1).



Tabela 1 — Biossensores eletroquimicos baseados em sondas de PNA ou LNA
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Descricdo do

Metodologia da

Referéncia bi Objetivo Sensibilidade
iossensor sonda
otérmico label PNA (MB2) .
froe com imobilizada por Relacdo linear =
(QIAN et al., montagem em Deteccéo de ligacdo Au-S 1-0_l>; M10 -1.0x
2015) 9 trombina humana formando duplex 10

gancho, HCR e
metalizacdo de

com sonda de

LOD =37 aM

DNA in situ DNA (MB1)
. . ~ - Relacéo linear =
(KONGPETH et  Biossensor livre de Deteccao de ﬁ?otljpilli\lzgda or 0 35? 50 nM
al., 2016) amplificacéo DNA do WSSV . P '
meio de quitosana  LOD = 0,13 nM
Deteccéo de
Blosserjsor com miR-141, PNA tiolado no Relacao linear = 1
(JOLLY etal., detecgéo de moglo supressor terminal 5’ fM - 100 nM
2016) duplo dg detNecc;ao tumora}l, imobilizado por LOD =0.37 fM
e amplificagdo por  envolvido no li0aci0 AU-S
AuNPs cancer de ga¢
préstata
AQ-PNA com

Biossensor com

Deteccdo de
sequéncia de 14

aminoacido em

Relacéo linear =

(TEENGAM et eletrodo mucleotideos do  S€u terminal C 10-200nM
al., 2017) modificado de G- HPV tipo 16 para ad§qrgao LOD=2.3nM
PANI eletrostatica
Sensor em tempo Detecgéo de
(KAISTl et al., real, sem lavagem DNA de fita PNA acopladaao .~ oo
2017) e label free simples n&o porto do FET ao refatado
marcado
Deteccdo de .
Biossensor miR-21, Relagdo linear =
(ZHANG et al ratiométrico biAomarcador de Sonda de captura 0,1 -100Fm
2018b) N baseado em cancer de mama, L-Cp marcada LOD =67 aM
bipedal DNA de pulméo de e com LNA
walkers e TMSDR  leucemia
linfocitica cronica
(ZHANG et al Biossensor Deteccdo de 16S  PNA imobilizado ~ Relagéo linear =
2018a) i eletroquimico Rdna d.a . . em uma rede de 10fM -1 nM
Escherichia coli eletrodos nanogap LOD =5 fM
Avaliacéo dos
duplexes de DNA
e PNA quantoa: Sondas de DNA e
. . efeitos de carga PNA imobilizadas
(SZS]%'I (-:I-R;‘})\ig)s' Ellgtsr (S)::?r?wrico e bloqueio na superficie de LOD =7,8 pM
' superficial, filmes poli (Py-co-

densidade das
sondas e cinética
de hibridizacéo

PAA)




26

(CAl et al.,

Biossensor com
plataforma de

Deteccao de
ctDNA do gene
PIK3CA com
base em dois

Sondas de PNA
correspondentes a
E542K e E545K
do gene PIK3CA

contendo uma Relacéo linear =

2018) biomarcador duplo  biomarcadores:  incompatibilidade, ~50-10000 fM
e estratégia de mutagéo imobilizadas na LOD =10 fM
amplificagdo dupla genética e plataforma
alteracéo de formando o
metilacédo conjugado PNA-
AuNPs
Sonda de DNA
em forma de X
com 4 fitas
simples. Fita S1
Biossensor label anexada ao
(WU etal free com Deteccéo de eletrodo por Relacdo linear =
2020) N amplificagdo por SNV associado a ligagdo Au-S.S4  1.0fM-10.0 nM
meio do triplex- B-talassemia possui dominio LOD = 0,8 fM

Ag/PtNCs

toehold
modificado com
LNA parcialmente
complementar ao

alvo
Deteccgéo de oo
oligonucleotideo o\ A Relagdo linear = 2
(TEENGAM et Sensor PAD label  sintético de 15 imopbilizado om nM - 200 nM
al., 2018) free bases de ld ul LOD =1,24 Nm
Mycobacterium papel de celulose LOQ = 3,69 nM
tuberculosis ’
Biossensor com
(HU et al., base na _ B PNA_t|oIaqo no Relacao linear =
2018b) substituicdo da fita Detecc¢éo de terminal 5 1.0fM - 1.0 nM
de dsDNA por dsDNA imobilizado por P ‘
PNA e na SI- ligacdo Au-S LOD =0,47 M
eATRP
Begtfrg::]nagao e Fitas simples de Relacao Iineglr =5
(BALA; Biossensor ar%ostras PNA de politimina - 500 nmol-L

GORSKI, 2018)

eletroquimico

ambientais de
agua

imobilizadas em

LOD = 4.5 nmol-L
eletrodo de ouro 1

Biossensor com

PNA tiolado no Relagao linear =

(HU et al., e Deteccdo de T- terminal 5° 10 aM - 10 bM
2018a) grlrjggt:_csgao por DNA imobilizado por P
ligagao Au-S LOD 3.2 aM
mMiRNA-21
i , ACPCPNA Relacéo linear =
(KANGKAMANO Biossensor label biomarcador imobilizada no ¢ }
expresso na 0.20fM-1.0nM
etal., 2018) free maioria dos eletrodo N ‘
) PPy/AgNF/Au LOD =0.20 fM
canceres
PNA-SH com uma
Deteccéo sequéncia
(EL-SAID; Biossensor precoce de HCV  especifica de _
CHOI, 2019) eletroquimico em regifes ndo bases nucléicas LOD = 101,5 IU/m|

traduzidas

para monitorar o
RNA do HCV




27

Biossensor com

PNA tiolado no

Relacéo linear =

(SUN et al., AgNPs e Deteccao de T- terminal 5° 1pM — 10 aM
2019) amplificacéo por DNA imobilizado por _
ATRP ligacdo Au-S LOD = 4,725 aM
Genossensor Detecg?o de Sondas de PNA
amperométrico DNA_n_ao covalentemente LOD = 64 pM
(FORTUNATI et e amplificado X R _
sem amplificacéo . . ligadas a LOQ =215 pM
al., 2019) extraido de soja .
e sem tratamento eneticamente superficie de
amostral genetl (SWCNT-SPEs)
modificada
Deteccéo
simultanea de
multiplos 4 tipos de sondas
oligonucleotideos PNAs de 20 mer
(AOKI; biomarcadores: (PNA_1, PNA_A4, LOD = 7,33x10™®
TORIMURA: Sensor chip de RNAs PNA_5ePNA_6) M
NAKAZATO, matrlz de mensageiros imobilizadas em Relacao linear =
2019) microeletrodos de  para genes eletrodos para os i
. : : 10nM -1 uM
384 canais responsivos ao oito blocos do

estrogénio e
microRNAs para
biomarcadores
de cancer de
pulméao

chip, separados
por um filme
hidrofébico

(LIU et al., 2019)

Biossensor com
dupla amplificacéo
combinando
deposicao de
AgNPs e SI-RAFT
iniciada
termicamente

Deteccéo de t-
DNA

PNA tiolado no
terminal 5’
imobilizado por
ligacdo Au-S

Relacéo linear =
10 - 106 aM

LOD = 5,58 aM

(HU et al., 2019)

Biossensor com
amplificagéo por
eRAFT

Deteccéo de t-
DNA

PNA tiolado no
terminal 5’
imobilizado por
ligacdo Au-S

Relacéo linear =
10 aM - 10 pM

LOD =4.1 aM

Duas sondas
modificadas por

Biossensor Deteccdo miR-  LNA na superficie  Relacéo linear =
(LUO etal., ratiométrico de 21, importante do eletrodo 10 fM - 70 fM
2020) sinal duplo sem biomarcador de (PLLY/GCE) por LOD =2,3fM
amplificacé@o cancer ligacdo amido:
DNA Y1 (MB-Y1)
e DNA Y2 (Fc Y2).
Biossensor com P1 modificada Relacao linear =
(TANG et al., amplificacé@o por Deteccéo de mR- com LNA fixada 10 fM - 10nM
2020) G-quadruplex / 21 em MNBs e LOD = 2.75 fM

circulo rolante
iniciada por

hibridizada com a

sonda funcional




28

TMSDR P2.
Deteccao de
. adulteracdo em  ssLNA tiolado Relagdo linear =
(MANSOURI et Biossensor preparacdes de  imobilizado na 148 pM - 0.74uM
al., 2020) eletroquimico e ; _
linguica bovina superficie de ouro  LOQ = 148 pM
consumivel
Biossensor PNA tiolado no 2 i _
) ~ i Relacéo linear =
(ZHENG et al., eletroquimico com  Deteccéo de t- terminal 5° 0.1 fl(\;/l - 10 pM
2020) amplificacdo por DNA imobilizado por o
ATRP ligacdo Au-S LOD =25 aM
Biossensor que x PNA tiolado no Relacao linear =
(ZHAO et al., utiliza Deteccdo de terminal 5’ ¢ }
. . CYFRA 21-1 . - 100 aM - 100 pM
2020) polissacarideo e (DNA tumoral) imobilizado por N
eATRP ligagdo Au-S LOD =9.04 aM
Avaliacéo do
Sensor com controle da Aumento de 1
(MOVILLI etal., eletrodos densidade de .
) . Sonda azido-PNA  ordem de
2020) em micropilares de sondas e do :
o magnitude
silicio tamanho da
superficie
Deteccéo de
mlRNA—492, PNA_t|oIaqo no Relacdo linear até
(MOCCIA et al., . biomarcador de terminal 5
Biossensor PAD ) . . 100 nM
2020) adenocarcinoma  imobilizado por B
ductal ligagdo Au-S LOD =6 nM

pancreético

SIGLAS: acpcPNA (PNA pirrolidinil), Ag/PtNCs (Nanoclusters bimetdlicos Ag/Pt), AQ-PNA (acido
nucleico de peptideo pirrolidinil marcado com antraquinona), ATRP ( polimerizagdo de radical de
transferéncia de atomo), AgNPs (nanoparticulas de prata), AuNPs (nanoparticulas de ouro), dsDNA
(DNA  dupla fita),
eletroquimicamente), FET (transistor de efeito de campo), G-PANI (grafeno-polianilina), HCR (reacao

Eatrp (polimerizacdo radical de transferéncia de &tomo mediada
de hibridizacdo em cadeia), HCV (virus da hepatite C), HPV (papilomavirus humano), LOD (limite de
detecgdo), LOQ (limite de quantificacdo), MNBs (esferas magnéticas), ncDNA (DNA circulante
normal), PAD (dispositivo analitico de papel), SI-eATRP (polimerizagéo radical de transferéncia de
atomo mediada por eletroquimicamente iniciada por superficie), SI-RAFT (Transferéncia Reversivel
de Cadeia por Adicdo-Fragmentacao iniciada pela superficie), SNV (variante de nucleotideo Unico),
ssLNA (LNA fita simples), SWCNT-SPEs (nanotubos de carbono de parede Unica - eletrodos
impressos em tela), TMSDR (reacdo de deslocamento de fita mediada por toehold), WSSV (virus da

sindrome da mancha branca).
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5. DISCUSSAO

Os biossensores eletroquimicos sdo atualmente o padrdo ouro para diversas
aplicacoes da vida diaria (MOVILLI et al., 2020) e analisando-se 0s que sao
relatados por este trabalho, pode-se observar que estdo sendo desenvolvidos em
uma ampla gama de aplicacdes, para a deteccado de biomarcadores associados ao
cancer (LUO et al.,, 2020; MOCCIA et al.,, 2020), a identificacdo de patdgenos
(KONGPETH et al., 2016; TEENGAM et al., 2017), de genes especificos (MOVILLI
et al., 2020; WU et al., 2020) e ainda para o monitoramento ambiental e seguranca
alimentar (MANSOURI et al., 2020).

O bom desempenho alcancado por cada um deles s6 foi possivel nédo
apenas a escolha da sonda receptora a ser utilizada, mas gracas a combinacao de
estratégias diversas para a selecdo de um substrato adequado ao eletrodo, a
engenharia da sonda, a forma de hibridizacdo com o analito alvo, o principio de
deteccdo e amplificacdo de sinal. Os pesquisadores introduziram as mais variadas
formas de construcdo, também na tentativa de melhorar capacidade deteccéo.
Enzimas, moléculas eletroquimicamente ativas e nanomateriais sao introduzidos
como marcadores para amplificacdo de sinal. Muitos apostam também em um
método label free, que dispensa o uso desses marcadores, evitando operacdes
complicadas e adsorcdo inespecifica (WU et al., 2020). E importante que a
estratégia de amplificacdo consiga gerar um sinal mensuravel de forma simples, sem
comprometer o desempenho nem o custo-beneficio do biossensor (HU et al.,
2018b).

A modificacdo de sonda por LNA pode aprimorar a estabilidade e eficiéncia
da reacdo de deslocamento da fita assistida por LNA (LSDR), devido ao aumento da
Tm do duplex e melhora a capacidade de diferenciacdo da incompatibilidade de
bases, como demonstrado por Luo et al. (2020). Nesse estudo, duas sondas ligadas
(ligacdo amido) a superficie do eletrodo PLLY/GCE (rica em locais para ligagéo
carboxil) formavam uma estrutura de LNA em forma de “Y” que conferia uma fixagéo
mais estavel na interface do eletrodo. A LSDR fez com que a sonda Fc-Y2 se ligasse
com o miR-21 alvo, dissociando-se de MB-Y1 que se dobrava em estrutura de
gancho. A combinacédo da aplicagdo de LNA com a leitura ratiométrica de sinal duplo
tornou o desempenho analitico menos suscetivel ao estado da superficie do

eletrodo, a densidade de empacotamento da sonda, ao ambiente e a fatores
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artificiais. Assim como no estudo anterior, o desenvolvido por Zhang et al. (2018)
também objetivou a deteccdo de miR-21 exossdémico. Na sua presenca, moléculas
de DNA moviam-se ao longo das trilhas de DNA, gerando uma cascata de sinal
amplificada. Esse DNA walker hibridizava com L-Cp (sonda marcada com LNA para
maior capacidade discriminativa) formando um duplex. O miR-21 também se uniu a
L-Cp através da reacdo de deslocamento de fita mediada por toehold (TMSDR),
liberando o DNA walker. O mecanismo de sinal duplo propostos em ambos o0s
estudos ajudaram na estabilidade e precisdo dos resultados, visto que métodos
eletroquimicos de sinal Unico estdo mais sujeitos a sinal falso-positivo / negativo.

Outro estudo para deteccdo de miR-21 possuia uma sonda P1 (modificada
por LNA) fixada em esferas magnéticas e hibridizada com a sonda funcional P2. O
LNA modificado P1 entdo capturava mR-21, liberando P2 via TMSDR. Uma
extremidade de P2 gerava sequéncias substanciais ricas em G via DNA Phi29
polimerase, enquanto a outra hibridizava com ssDNA para ancorar os produtos
indicadores de sinal que produziriam um sinal eletroquimico mensuravel (TANG et
al., 2020). No estudo de Qian et al. (2015) na presenca de trombina, foi formado o
complexo trombina/MB1. Devido ao duplex MB1/MB2 ser mais estavel com
modificacdo com PNA em MB2, MB1/MB2 se formava levando a liberacdo da
trombina alvo. Assim, esta participava novamente do processo e cada copia de alvo
desencadeava varios processos de montagem entre MB1 e MB2, permitindo maior
deposicado de nanoparticulas de prata (AgNPs) na superficie do eletrodo.

Existe ainda um sistem PNA, chamado pirrolidinil PNA (acpcPNA), que tem
alta estabilidade em baixa forca id6nica e poderosa discriminacdo de
incompatibilidade de acpcPNA em relacdo ao RNA incompativel em comparacéo
com o outro PNA relacionado ou outros andlogos de DNA. Isso foi demonstrado por
um biossensor de miRNA-21 eletroquimico label free desenvolvido com base em um
eletrodo modificado de acpcPNA / polipirrol (PPy) / nanoforma de prata (AgNF). A
AgNF foi eletrodepositada como indicador redox por CV em um eletrodo de ouro
funcionalizado com uma camada eletropolimerizada de PPy (polimero condutor)
para imobilizar as sondas de PNA. Juntamente com a camada revestida de PPy (rica
em grupos amina), AgNF também contribuiu para a disponibilidade de uma grande
area de superficie efetiva. Assim, a imobilizacdo das sondas acpcPNA pode ser
realizada de forma eficaz. A hibridizagdo entre as sondas acpcPNA e o alvo no

eletrodo aumentou o isolamento da superficie e o bloqueio a transferéncia de
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elétrons, reduzindo a corrente redox. Por isso, a sensibilidade foi melhor em
concentragcbes mais altas de PNA. (KANGKAMANO et al., 2018).

No estudo de Zhu e Travas-Sejdic (2018) foi utilizado pirrol funcionalizado
com acido carboxilico (acido 3-pirrolilacrilico (PAA)) para facilitar a fixacdo das
sondas, preparacdo rapida do filme e deteccéo eletroquimica label free. As sondas
de PNA utilizadas foram imobilizadas covalentemente com ligagdo amino no eletrodo
de carbono vitreo (GCE) modificado com poli (Py-co-PAA). A utilizacdo do PNA
mudou o limite de deteccdo (LOD) da faixa de nM para a faixa de pM (sendo 7,8 pM
para PNA e 2,9 nM para DNA). De forma semelhante, a faixa dinamica do sensor
PNA se mostrou significativamente mais ampla - de faixas picomolares a
micromolares, enquanto no sensor baseado em DNA variou de altas concentracdes
nanomolares a baixas micromolares.

A neutralidade do PNA proporciona uma impedancia inicial mais baixa do
filme do sensor (KANGKAMANO et al., 2018), tornando o sensor mais suscetivel a
presenca de cargas trazidas pelo alvo de DNA carregado (SUN et al., 2019). Isso
resulta na mudanca significativa da curva de calibracdo mesmo para concentracdes
baixas de DNA alvo. Quando o PNA é usado como sonda, h4 menos impedimento
eletrostatico para a aproximagdo do DNA alvo, resultando em maior eficiéncia de
hibridizacdo. Isso explica a maior sensibilidade e menor LOD alcan¢ados no estudo
(ZHU; TRAVAS-SEJDIC, 2018). E também devido & neutralidade do PNA, que a
cinética de hibridizacdo do duplex PNA/DNA se torna mais rapida do que a do
DNA/DNA. No estudo, essa diferenca foi de 1,7 vezes e o pico elétrico maximo foi de
52% e 49%, respectivamente, em 10 min de incubacdo (ZHU; TRAVAS-SEJDIC,
2018).

As sondas de PNA tiveram suas propriedades de reconhecimento molecular
combinadas com estratégias de polimerizacdo radical de transferéncia de atomo
mediada eletroquimicamente (eATRP). Para esse processo, diferentes moléculas
podem ser utilizadas para se aderir ao duplex, como AgNPs (SUN et al., 2019) e
acido hialurénico (ZHAO et al., 2020), que atuam como marcadores da formacéo do
duplex, causando uma melhoria substancial da sensibilidade de deteccdo (HU et al.,
2019).

Foi relatado um método eletroquimico para a deteccdo de dsDNA com base
na substituicdo da fita de dsDNA por PNA e o crescimento in situ de polimeros

eletroativos através da polimerizacao radical de transferéncia de atomo mediada por
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eletroquimicamente iniciada por superficie (SI-eATRP). A hibridizagdo com dsDNA,
levou a formacdo de uma alta densidade de heteroduplexes de PNA/DNA na
superficie do eletrodo para a subsequente fixacdo de iniciadores de ATRP por meio
da ligacdo fosfato-Zr**-carboxilato (HU et al., 2018b). O estudo de Liu et al. (2019)
tem o mesmo principio de imobilizagdo da sonda e detec¢do. Neste caso, as cadeias
de polimero resultantes do processo de transferéncia reversivel de cadeia por
adicdo-fragmentacdo iniciada pela superficie (SI-RAFT) foram envolvidas por
AgNPs. Isso causa uma amplificacéo significativa do sinal eletroquimico.

A combinacdo do emprego de sondas que aprimoram a afinidade do
biossensor com essas estratégias de polimerizacdo levam a uma amplificacdo
significativa do sinal eletroquimico e melhoraram muito a sensibilidade de deteccéo.
Conforme é possivel observar na tabela esses estudos apresentaram os LODs mais
baixos, em nivel attomolar, bem como ampla linearidade entre o crescimento sinal
eletroquimico e aumento da concentracdo de alvo no eletrodo (HU et al., 2018a,
2019; LIU et al., 2019; SUN et al., 2019; ZHAO et al., 2020; ZHENG et al., 2020).

Uma sonda em formato de X composta de quatro fitas ssSDNA foi construida
em Wu et al. (2020). Uma das fitas, S1, foi anexada na superficie de GE através da
ligacdo Au-S e outra, S4 (modificada com LNA), era complementar ao DNA alvo, a
variante de nucleotideo Unico (SNV) de B-talassemia. Na presenca do SNV, ocorreu
sua hibridizacdo com o LNA (S4) e a reacdo TMSDR subsequente, resultando em
dissociacdo da sonda X em duas partes. Um dos complexos resultantes hibridizou
parcialmente com nanoclusters bimetalicos Ag/Pt (triplex-Ag/PtNCs), levando ao
aumento significativo do sinal de corrente.

No estudo de EI-Said e Choi (2019), PNA foi usado como sonda para
hibridizar com o RNA do virus da hepatite C (HCV) em regides nédo traduzidas. A
presenca de nanoparticulas de ouro (AuNPSs) na superficie do substrato de 6xido de
indio e estanho (ITO) aumentou a condutividade e auxiliou a imobilizagcao direta do
PNA-SH no substrato. De modo semelhante, Cai et al. (2018) desenvolveram uma
plataforma de deteccao utilizando AuNPs e apoferritina de fosfato de chumbo (LPA)
para analisar o DNA circulante tumoral (ctbDNA) do gene PIK3CA. As AuNPs
serviram como nanotransportadores para imobilizar mais sondas de PNA formando
0 conjugado PNA-AuNPs, captando mais ctDNA e aumentando assim o sinal de
deteccgdo eletroquimica. Além disso, a apoferritina de fosfato de chumbo ligada ao

anticorpo anti-5-mC (LPA-anti-5-mC) melhorou a seletividade e amplificou ainda
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mais o sinal. Na presenca de ctDNA, o sistema sanduiche PNA-AuNPs / ctDNA /
LPA-anti-5-mC construido em Eletrodos Impressos em Tela (SPEs) gerou sinal
eletroquimico com a liberacdo de ions de chumbo. As correntes voltamétricas
dependem da concentragdo do PNA, do tempo de incubagdo do PNA e de
reconhecimento do ctDNA pelo LPA-anti-5-mC (CAl et al., 2018). O complexo PNA-
AuNPs atingiu uma melhor dispersdo e estabilidade, devido as repulsdes
intermoleculares entre as estruturas fosfodiéster de PNA carregadas negativamente.

Essa formagéo de nanocompdsitos a base de metal observada se baseia na
alta afinidade da base de citosina com céation metéalico. Evita interferéncias sinal-
ruido, exibindo uma abordagem eficaz para aumentar o sinal eletroquimico por
metalizacdo modelada por DNA (WU et al., 2020). Além da utilizacdo de metais
aliados a sonda como recurso para geracdo e amplificacdo de sinal, eles podem
também ser incorporados como alvos de deteccdo e a aplicagdo de
oligonucleotideos modificados pode ajudar a contornar os problemas de estabilidade
e respostas inespecificas que limitam esse tipo de aplicagdo devido as
caracteristicas dos acidos nucleicos naturais. O PNA foi, por exemplo, utilizado para
determinacao de fons Hg*? em amostras ambientais. Nesse estudo, as sondas foram
construidas apenas com bases de timina, que interagem com os ions. A forca desta
interacdo foi aumentada pela coordenacdo de Hg®" por porcdes de peptideo da
cadeia de PNA. Para gerar o sinal de corrente, foi utilizado o marcador redox sal de
sédio do acido antraquinona-2-sulfénico (AQMS-Na). As mudancas de sinal de
corrente foram duas vezes maiores utilizando receptor de PNA do que de DNA
(BALA; GORSKI, 2018).

Movilli et al. (2020) avaliaram o controle da densidade da sonda na
superficie do eletrodo como fator que influencia a sensibilidade. Sondas de azido-
PNA foram estruturadas em micropilares de silico revestidos em ouro
funcionalizados com poli-L-lisina (PLL) modificada para deteccdo do gene KRAS 16
(DNA tumoral). Essa combinacdo melhorou a eficiéncia de hibridizacdo em
densidades elevadas pela supressdo da repulsdo eletrostatica. A reducdo da
distancia entre os pilares (pitch) também foi importante para aumentar a area de
deteccdo. A forma em que as matrizes de micropilar foram estruturadas permitiu
aumento da superficie eletroquimicamente ativa até 1 ordem de magnitude em
comparacao com substratos planos, podendo acomodar mais sondas de PNA e,

consequentemente, aumentando a resposta gerada (MOVILLI et al., 2020).
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Além da maior flexibilidade, o PNA também é mais facilmente modificavel
para incluir grupos funcionais que auxiliam na sua imobilizacdo em SPEs. No
genossensor desenvolvido por Fortunari et al. (2019), nanotubos de carbono de
parede Unica (SWCNTs) foram ligados covalentemente as sondas de PNA atraves
de funcdes carboxilicas. Assim, a eficiéncia de reconhecimento do PNA foi
combinada com o desempenho dos SWCNTs para a amplificacdo da leitura. As
sondas eram duas: CP PNA (captura) e SP PNA (sinalizacdo). Esta ultima contendo
um aminoacido de carga positiva para aumentar atracdo com o DNA (carga
negativa) conseguiu invadir a estrutura de dsDNA. A sequéncia de CP hibridizou
com uma porcdo 20 mer de DNA alvo, enquanto SP PNA marcado com biotina se
ligou a outra porcéo, formando um hibrido sanduiche. A intensidade do sinal gerado
foi relacionada com a concentracdo de complexo CP/alvo/SP formado (FORTUNATI
et al., 2019).

Ao contrario dos sensores eletroquimicos de PNA anteriores, em que a
sonda era fixada ao eletrodo, Teengam et al. (2018) desenvolveram uma estratégia
onde a sonda de acpcPNA foi imobilizada covalentemente em dispositivo analitico
de papel eletroquimico (ePAD) de celulose parcialmente oxidado por alquilagéo
redutiva para deteccdo de Mycobacterium tuberculosis. A quantificacdo do DNA foi
realizada monitorando a mudanca na resisténcia a transferéncia de carga usando
EIS antes e depois da formacéo do hibrido acpcPNA-DNA. Em um trabalho anterior,
Teengam et al. (2017) também utilizaram um biossensor baseado em papel com
acpcPNA marcado com antraquinona (AQ-PNA) e grafeno-polianilina (G-PANI) para
deteccdo do papilomavirus humano (HPV). A sonda AQ-PNA continha um
aminoacido carregado negativamente no terminal N e no terminal C para
imobilizacdo na superficie do eletrodo por meio de atracdo eletrostatica. A deteccao
foi determinada pela diminuicdo do sinal da corrente apés a adicdo do DNA alvo por
voltametria de onda quadrada (SWV). Isso acontece devido a rigidez dos duplexes
PNA-DNA, dificultando a acessibilidade da transferéncia de elétrons do marcador
AQ para a superficie do eletrodo (TEENGAM et al., 2017).

Outro biossensor de papel foi desenvolvido para a deteccdo de miRNA-492.
A adocao de sondas PNA, em combinagdo com uma arquitetura signal on para o
mecanismo de deteccado, permitiu evitar problemas relacionados a estabilidade e ao
efeito do pH, que muitas vezes acontecem quando DNA ou RNA sdo adotados como

sondas. O mediador redox (carregado positivamente), Ru (NHs)s>*, se acumulou no
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eletrodo de trabalho por causa da atracdo eletrostética pelo duplex PNA/miRNA-492
(carregado negativamente). A Tm do duplex PNA/miRNA-492 foi de 92 °C, enquanto
a Tm do duplex nativo RNA/miRNA-492, foi medida em 59,2 °C e 78,4 °C, indicando
a maior afinidade e estabilidade atingida pela utilizacdo de PNA. Para adaptar a
orientacdo do PNA, a superficie do eletrodo de trabalho foi modificada com AuNPs
para fornecer pontos de ancoragem e controlar o PNA através da cauda de tiol. Para
a formacdo de um duplex mais estavel, a sonda de PNA foi projetada para ser
totalmente complementar com orientacao antiparalela (MOCCIA et al., 2020).

Podem também ser desenvolvidas plataformas livres de imobilizacdo, como
no estudo de Kongpeth et al. (2016), que utilizaram AQ-PNA como sonda em um
SPE foi desenvolvida e a quitosana para interacdo eletrostatica com o hibrido
formado. Ja no estudo de Aoki, Torimura e Nakazato (2019) foram utilizadas varias
sondas de PNA complementares aos alvos (mMRNAs de genes responsivos ao
estrogénio e miRNA biomarcador para cancer de pulméo) para detec¢cao simultanea
de multiplas sequéncias em um unico chip sensor de 384 canais. A deteccéo foi
baseada na arquitetura de comutacédo liga/desliga em eletrodo a base de Au/Cr. A
hibridizacdo do DNA_1 alvo com a sonda PNA_1 causou uma carga superficial
negativa no eletrodo e, concomitantemente, induziu a repulséo eletrostatica entre o
marcador [Fe(CN)g]* carregado negativamente e a superficie carregada
negativamente, inibindo a reacdo redox do marcador na superficie do eletrodo
(AOKI; TORIMURA; NAKAZATO, 2019)

Outro estudo desenvolveu um método de deteccdo de Escherichia coli
baseado em biossensor eletroquimico usando rDNA 16S como biomarcador alvo. O
eletrodo de rede nanogap AuNPs-PNA foi montado na célula de deteccdo para
transducédo de sinal por meio da interconexdo de AuNps feita pelas sondas de PNA
tiolado no substrato do eletrodo. Na presenca de fragmentos de rDNA 16S, a sonda
de captura PNA hibridizou com o terminal 5 ' dos fragmentos e a sonda de deteccao
modificada com peroxidase de rabano hibridizou com uma sequéncia de
reconhecimento de nove nucleotideos em seu 3' terminal. Esse processo catalisou a
polimerizagdo da anilina ao longo da cadeia alvo oferecendo uma resposta
condutimétrica do sensor construido. Devido a carga neutra das sondas PNA, os
mondmeros de anilina protonados foram distribuidos ao longo da superficie do
biomarcador alvo por meio de interacdes eletrostaticas. A sonda de PNA com tiol em

ambas as extremidades conectou as AuNPs adjacentes e funcionou como molécula
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de ponte. Foi possivel assim atingir maior area de superficie e maior capacidade de
captura para o alvo. (ZHANG et al., 2018a).

E importante notar que existem diversos fatores relacionados a sonda que
foram estudados e otimizados para que os resultados alcancados fossem obtidos.
Para evitar reacfes inespecificas nas respostas eletroquimicas, as camadas
receptoras sdo bloqueadas por diferentes formas. A utilizacdo de 6-mercapto-1-
hexanol (MCH), por exemplo, permite remover cadeias simples de PNA fracamente
adsorvidas no eletrodo (BALA; GORSKI, 2018) O pH, tempo de polimerizacéo
(ZHENG et al.,, 2020), de incubagcdo da sonda e sua concentracdo no eletrodo
também foram considerados importantes para a performance do biossensor
(MANSOURI et al., 2020). O controle da concentracdo da sonda € importante para
evitar o excesso de analito alvo sobre a superficie de deteccdo (KONGPETH et al.,
2016; MOVILLI et al.,, 2020). As interacdes ndo especificas com sequéncias
incompativeis, mesmo que poucas bases, podem ser reduzidas otimizando a
temperatura de incubacdo (JOLLY et al., 2016). E importante também definir o local
ideal de modificacdo da sonda e de quantidade de nucleotideos para melhorar sua
capacidade discriminativa (LUO et al., 2020), bem como o tempo de imobilizagéo da
sonda (MOCCIA et al., 2020).

Os estudos apresentados apresentam uma alta estabilidade em seus
dispositivos. Vale destacar que o biossensor de Cai et al. (2018) demonstrou alta
estabilidade, com 80% do sinal eletroquimico ap6s 1 més de armazenamento. Além
disso, em relagcdo a seletividade foram realizados testes com diferentes tipos de
alvos: sequéncias de incompatibilidade de base Unica, de duas bases ou trés, alvos
totalmente ndo complementares e solucdes controle em branco. Em todos os
biossensores, foi possivel perceber uma diferenca significativa na resposta do sinal
eletroquimico gerado pela hibridizacdo com o alvo correto daqueles em que havia
mau emparelhamento ou auséncia do alvo (branco ou sequéncia diferente). E
importante destacar que em alguns casos, existiram limitagbes de deteccao
especifica, principalmente para os casos de incompatibilidades de base Unica.

A exemplo disso, no estudo de Jolly et al. (2016), que utilizou a combinacéo
de PNA e AuNPs para deteccdo de miR-145, apesar das medigcbes com 2
incompatibilidades e com RNA ndo complementar mostrarem mudanca de sinal
desprezivel, foi observada uma mudanca notavel para 1 de incompatibilidade na

sequéncia (100 nM) nas leituras de capacitancia e SWV. Atribuiu-se esse fato a
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posi¢cdo da incompatibilidade ser no meio da sequéncia, visto que é a posi¢cdo mais
estavel no hibrido. No entanto, a mudanca de sinal observada ainda foi 50% menor
do que a observada com o alvo complementar miR-145 (100 nM).

Da mesma forma, em Kongpeth et al. (2016), o sinal de resposta foi
observado tanto com DNA complementar como em um dos tipos de DNA
incompativel testados (DsmAll) carregando uma Unica base incompativel na
extremidade 3' da fita. A Tm da hibridizacdo com seu DNA complementar foi de
82,7°C. O valor de Tm do AQ-PNA diminuiu em mais de 20 °C quando hibridizado
com DNA de base Unica incompativel (60,5 °C). Além disso, em solu¢des que
continham tanto DNA complementar como o ndo complementar, uma resposta nitida
ainda podia ser observada mesmo com DNA ndo complementar em concentracao
100 vezes maior que a do DNA complementar. O biossensor também foi capaz de
detectar alvos longos e duplexes (com 19pb), sem presenca de sinal para dsDNA
contendo uma base incompativel (dsDsmC19), confirmando assim a alta
especificidade da sonda de PNA. As diferencas de Tm causadas pelas sondas
modificadas é o que Cai et al. (2018) afirmam torna-las ideias, evitando
interferéncias inespecificas na plataforma do sensor em condi¢cdes termicamente
controladas.

Para avaliar o nivel de sensibilidade, os biossensores foram submetidos a
uma série de solugcdes com concentracdes diferentes de molécula alvo e as
respostas eletroquimicas para cada uma delas foi registrada, sendo seus limites de
deteccdo e relacéo linear entre o logaritmo de concentracdo do alvo e os sinais
elétricos captados apresentados na tabela 1. Os estudos demonstraram também o
potencial de aplicacdo na prética, alcancando excelentes resultados com amostras
bioldgicas reais (HU et al., 2018a; MOCCIA et al., 2020; ZHAO et al., 2020) e em
amostras amplificadas por PCR (AOKI; TORIMURA; NAKAZATO, 2019; TEENGAM
et al., 2017).

Na deteccdo de ions HG?', a resposta registrada para alguns dos fons
metalicos testados também apresentou aumento da corrente, porém foi trés vezes
menor do que de Hg®" e para outros houve decréscimo do sinal. A presenca de Hg?*
blogueia 0 acesso de ions interferentes a camada receptora e a resposta do sensor
para ions diferentes ndo é observada em solugbes “mix” contendo varios ions. Os
resultados indicam claramente que mesmo na presenca de ions interferentes, o

sensor proposto é altamente seletivo para Hg?* (BALA; GORSKI, 2018). Para a
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deteccdo de trombina também se observou que mesmo na presenca de até 100
vezes mais de proteinas ndo alvo na amostra ndo houve aumento significante em
comparacao com o teste em branco (QIAN et al., 2015).

No caso do estudo de El-Said e Choi (2019) demonstrou alta seletividade
para o virus HCV, tendo uma resposta bem mais significativa do que para o virus da
hepatite B (HBV). Da mesma forma, a detec¢ao do HPV foi altamente seletiva frente
outros tipos de HPV de alto risco (tipos 18, 31 e 33) (TEENGAM et al., 2017). No
estudo de Wu et al. (2020), mesmo em amostras semelhantes as reais contendo o
SNV da B-talassemia em baixas concentracdes foi possivel obter uma resposta
diferencial, sendo esta 15 vezes maior do que para o DNA sem a mutacdo. A
deteccado do virus WSSV também se mostrou altamente seletiva frente as respostas
emitidas pelo sensor para outros virus de camardo, chegando a capacidade de
deteccdo de até 10 copias de DNA WSSV na amostra (KONGPETH et al., 2016).

Essa capacidade de detectar patbgenos mesmo em baixas concentracdes e
de forma rapida representa uma promessa de revolucdo as analises clinicas, visto
gue os métodos sorologicos para deteccdo de infecgcbes sdo muito susceptiveis a
falsos-negativos (EL-SAID; CHOI, 2019) e microbiolégicos podem levar dias,
enguanto nos biossensores os resultados sdo gerados em poucas horas (KAISTI et
al.,, 2017; ZHANG et al., 2018a). Além disso, em relacdo as sequéncias de
nucleotideos, como microRNAs e ctDNAs, associadas a doencas os LODs baixos
alcancados sao importantes, pois muitas vezes esses alvos de deteccao estdo em
niveis baixissimos nas amostras de soro/plasma (KANGKAMANO et al., 2018).

E possivel perceber ainda um potencial para monitoramento de pacientes
com cancer, visto que em um dos estudos quando os pacientes eram submetidos a
tratamentos benéficos, conforme havia diminuicdo do tamanho do tumor ou reducéo
da dor, uma diminuicdo da concentracdo de ctDNA também foi detectada pelo
biossensor. Enquanto que com tratamento ineficaz, os niveis de ctDNA tenderam a

permanecer inalterados ou mesmo aumentados no dispositivo (CAl et al., 2018)
6. CONCLUSAO
Os diferentes tipos de biossensores eletroquimicos baseados em PNA e

LNA aqui relatados demonstraram ser ferramentas promissoras para as analises

biomédicas e ambientais. A utilizacdo desses tipos de sonda tem o potencial de
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contribuir para o desenvolvimento de dispositivos simples e de baixo custo, que
fornecam respostas rapidas e de alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade. Vale ressaltar a importancia dessas vantagens para o diagndéstico
precoce de diversos tipos de canceres e infeccbes que dependem dos métodos
tradicionais que sdo demorados, dependentes de uma estrutura sofisticada com
equipamentos e diversas etapas operacionais. Pode trazer respostas rapidas e
precoces (quando os niveis de biomarcadores muitas vezes sdo extremamente
baixos) e monitoramento do cancer e de infec¢cbes. Podem ainda ser aplicados para
a deteccdo simultanea de vérias sequéncias alvo. Espera-se que novos estudos dos
desempenhos de sondas PNA e LNA em biossensores distintos fornegam
informacBes adicionais sobre suas limitacbes e formas de otimizacdo de suas
etapas, definindo, por exemplo, as estratégias label free e de amplificacdo de sinal

mais eficazes e simples de serem aplicadas.
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