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DNA-MODIFIED ELECTRODES: A NEW ALTERNATIVE FOR ELECTROANALYSIS. The first
studies about DNA electrochemistry appeared at the end of the fifties. The voltammetric tech-
niques became important tool for the DNA conformational analysis, producing evidences about
DNA double helix polimorphism. The new techniques based on electrodes modification with nucleic
acid enlarged the use of the electrochemical methods on the DNA research. DNA electrochemical
biosensors are able to detect specific sequences of DNA bases, becoming important alternative for
the diagnosis of disease, as well as in the carcinogenic species determination. Besides, the use of
DNA biosensors in the mechanism study of biological drug actions can be useful for drug design.
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INTRODUCAO

O comportamento eletroquimico do DNA e os efeitos de
sua adsor¢do sobre leCl’SOS txpos de eletrodos vém sendo
pesquisados hd quase 40 anos'-. A maioria destes estudos estd
centralizada na andlise e identlflcagao estrutural de dcidos
nucléicos e a relagdo entre o comportamento polarografico do
DNA e sua conformagio em solugdo®, mostrando as diferengas
de resposta eletroquimica existentes entre DNA nativo (double-
strand, dsDNA), desnaturado (single-strand, ssDNA) e degra-
dado’®, utilizando-se principalmente eletrodos de merciirio.

O uso de eletrodos sé6lidos estendeu de forma significativa
o campo de aplicagdo dos métodos eletroquimicos para andli-
se de dcidos nucléicos. Diversas sdo as possibilidades de
emprego dos eletrodos modificados com DNA, como a deter-
minagio de espécies carcinogénicas e de fdrmacos, entretanto
biossensores de DNA t&€m sido desenvolvidos para a andlise e
determinaciio de seqiiéncias de bases do DNA com intuito de
diagnéstico de doengas.

Este artigo apresenta uma visdo geral da evolugdo do estudo
e determinagiio eletroquimica de dcidos nucléicos utilizando-se
eletrodos de merciirio, além dos recentes avangos no desenvol-
vimento de eletrodos modificados com DNA aplicados a ana-
lise e estudo do mecanismo de agdo bioldgica de fdarmacos,
determinagiio de espécies de interesse ambiental e na identifi-
cacilo e seqiienciamento genético.

COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO DNA

Os fendmenos de adsor¢dio de dcidos nucléicos naturais e
biossintéticos foram estudados, predominantemente, por
polarografia a.c.®!®, Em solu¢des neutras, levemente alcalinas e
moderada forga idnica, ambos DNAs, nativo e desnaturado, po-
dem ser adsorvidos na faixa de potencial entre 0 ¢ -1,0 V, uti-
lizando-se eletrodo de mercirio. Nesta faixa de potencial todos
os constituintes do DNA - residuos de base, desoxirribose e
grugf‘))fosfato - podem ser envolvidos no processo de adsor-
¢io®™*Y, A Figura la® apresenta os diversos sinais tensamétricos
possiveis de serem obtidos, pelos constituintes dos dcidos
nucléicos, envolvendo o processo de adsorc¢do/dessorgio.

O pico 1, préximo de -1,2 V, produzido tanto pelo DNA nati-
vo quanto pelo desnaturado indica a dessor¢do ou reorientagdo

* e-mail: shps@iq.usp.br

QUIMICA NOVA, 22(3) (1999)

BASES m ]
3 1
0
ESTRUTURA G
AGUCAR-FOSFATO
N

L.&
1 G

OSFATO| N

a | I | 1 F4 b I 1 IC

16 42 08 04 46 1,2
POTENCIAL (V)

Figura 1. Representucdo esquemdtica das respostas polarogrdficas e
voltamétricas de DNA nativo (N) e desnaturado (D). a - Polarogramas
a.c. mostrando o comportamento de adsorgdo/dessorgdo de DNA na-
tivo e desnaturado (resultados obtidos com eletrodo de mercirio em
solugdo levemente alcaling, o que evita a ocorréncia de processo de
redugdo envolvendo protonagdo das bases). b - Picos I e I1I, obtidos
por polarografia de pulso diferencial, para DNA nativo e desnatura-
do, respectivamente. ¢ - Pico anddico de guanina, G (~-0,3V para
ambos DNA nativo e desnaturado) obtido por voltametria ciclica. Ele-
trodo de referéncia: calomelano saturado. [Ref. 8]

segmentada de regides helicoidais adsorvida por meio do esquele-
to aglicar-fosfato. Em determinadas condi¢des o dsDNA produz o
pico 2 devido a abertura das regies da dupla-fita. O pico 3, pro-
duzido apenas pelo ssSDNA, corresponde ao processo de dessorgio
de segmentos adsorvidos, preferencialmente, através das bases®.

Em determinadas condigbes, como baixa forga idnica, o
dsDNA apresenta o pico designado como 0. Este pico foi atri-
buido 2 adsorgdo eletrostdtica de dcidos nucléicos a potenciais
negativos e dessorgao/reorlentagao da molécula de DNA proxi-
ma ao potencial de carga zero®, O contato prolongado do DNA
nativo com a superficie de eletrodos pode provocar desnatura-
¢do da molécula motivada pela forga de repulsdo entre a super-
ficie do eletrodo e os grupos fosfato negativamente carrega-
dos'!*!3, Quanto mais negativo o valor de potencxa] mais facil-
mente ocorrerd a abertura da dupla hélice®,

A reducio eletroquimica de dcidos nucléicos naturais e sin-
téticos, em eletrodo gotejante de merciirio, demonstra que os
residuos de adenina e citosina®3$1415 ¢ guamnax 16, na cadeia
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do polinucleotideo (Figura 2), sdo os pontos passiveis de redu-
¢fio a altos valores negativos de potencial, na qual a estrutura
do DNA assume papel importante. A desoxirribose e os grupos
fosfato ndo sdo reduzidos polarograficamente®!”.
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Figura 2. Pareamento Watson-Crick de bases e os respectivos sitios
de oxidagdo e redugdo do DNA. [Ref. 8]

Os residuos de adenina e citosina em dcidos nucléicos
desnaturados sio facilmente reduzidos em eletrodos de mercirio
(Figura 1b), apresentando maior valor de corrente e pico de re-
dugdo cerca de 70 mV mais negativo do que o apresentado pelo
DNA nativo®. Os sitios de redugfio, que fazem parte das ligagtes
de hidrogénio, t€m como condi¢do primdria a protonagio de
ambas as bases ~ em N-1 para adenina e N-3 para citosina -
seguida da transferéncia de carga'’. Os mecanismos de redugdio
para citosina e adenina sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismos de redugdo para citosing e adenina. [Refs. 17,26]

Os picos anddicos — obtidos por voltametria ciclica para
DNA nativo ¢ desnaturado e apresentados na Figura Ic — cor-
respondem 2 oxidagdo dos produtos de redugdo dos residuos
de guanina (potencial de pico ~-0,3 V)!® apés polarizagio do
eletrodo de mercdrio a potenciais negativos (-1,8 V). Esses
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picos apresentaram pequena diferenca de corrente, pois o sitio
de redugdo primdria da guanina ndo faz parte das ligagdes de
hidrogénio do pareamento Watson-Crick (Figura 2) e desta
forma menos suscetivel as diferengas estruturais do DNA%#,

A oxidagdo eletroquimica de dcidos nucléicos naturais e sin-
téticos também tem sido amplamente estudada em eletrodos de
grafite pirolitico'®, grafite espectrosc6pico impregnado com pa-
rafina!? e carbono vitreo®. A eletroxidaciio do DNA, em meio
dcido, relaciona-se a oxidac@o dos residuos das bases purinicas,
sendo as bases pirimidinicas eletroinativas nessas condigoes.
Recentemente, Brett e Matysik?! registraram a possibilidade de
oxidagio de citosina e timina, por voltametria de pulso diferen-
cial assistida por ultrasom. Na auséncia de ultrasom a oxidago
ocorreu apenas em meio basico (pH > 10).

Em pH 6,4, com eletrodo de grafite pirolitico e por voltame-
tria de pulso diferencial, 4cidos nucléicos naturais produzem dois
picos bem definidos correspondentes 2 eletroxidagdo dos residu-
os de guanina (+0,88 V) e adenina (+1,15 V)!Y. Resultados
mostraram que os potenciais de oxidagdo sdo deslocados linear-
mente no sentido negativo de potencial com aumento de pH'*?2,
Estes picos t€m sido utilizados para determinar o teor de adenina-
timina (A-T) e guanina-citosina (G-C) na dupla hélice, durante
suas variagdes conformacionais®*25,

A oxidagdo de guanina ¢ adenina citada acima compreende
duas etagas, ocorrendo a perda de quatro elétrons e quatro
prétons® % para ambos os casos a primeira etapa é determi-
nante para a velocidade da reagdo. Dryhurst®”?” registrou ex-
tenso trabalho sobre o comportamento eletroquimico das bases
purinicas utilizando eletrodos de carbono. A Figura 4 apresen-
ta os mecanismos de oxidagfio para guanina e adenina.
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Figura 4. Mecanismos de oxidagdo para guanina e adenina. [Refs. 23,26]
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O dsDNA sempre apresenta menores correntes de eletroxi-
dagiio quando comparado ao ssDNA'#2%23 desnaturado termi-
camente. A desnaturacdo envolve a ruptura das ligagbes de
hidrogénio e desestabilizag@o da estrutura de dupla hélice, que
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pode ser acompanhada pela completa separagao das duas fitas
do DNA sob determinadas condig¢des: valores extremos de pH,
temperatura elevada, na presenga de solventes apréticos. O
rompimento de ligagdes covalentes nfo estd envolvido na des-
naturagio do DNA®,

A diferenca de correntes de oxidagdo entre DNA nativo e
desnaturado nio decorre apenas do fato de os sitios de oxida-
¢io do dsDNA estarem protegidos por participarem das liga-
¢bes de hidrogénio da dupla hélice, mas também por sua me-
nor flexibilidade e maior dificuldade de adsor¢do na superficie
de eletrodos. Comparativamente, ssDNA apresentou melhor
adsor¢do em eletrodos de grafite?, facilitando a transferéncia
de carga entre as bases oxiddveis e o eletrodo (Figura 5a, b).
Por outro lado, também se pode observar aumento na altura de
pico de oxidagdo das bases purinicas com a diminuigéo do peso
molecular dos 4cidos nucléicos®®?* (Figura 5¢). Nos dois tlti-
mos casos existe major proximidade entre os segmentos
eletroxidédveis e a superficie do eletrodo de carbono.
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Figura 5. Representacdo esquemdtica da adsorgdo de DNA na super-
ficie de carbono. (a) e (b) moléculas longas (DNA nativo e desnatura-
do, resp.); (c) moléculas pequenas (DNA degradado). [Adaptado das
refs. 20 e 23]

Baseado no comportamento dos dcidos nucléicos utilizando
eletrodos de carbono, Brabec? atribuiu a diferentes graus de
degradagio da amostra de DNA, os altos valores de corrente
de oxidag@o, apresentadas por Yao et al®, utilizando eletrodo
de carbono vitreo.

Brett e colaboradores? apresentaram resultados, em pH 4,5,
sobre a eletroxidagio de DNA desnaturado em meio dcido, onde
dois picos correspondentes 4 oxidagdo de guanina (+0,87 V) e
adenina (+1,12 V) foram identificados por voltametria de pul-
so diferencial utilizando-se eletrodo de carbono vitreo.

Constatou-se por este trabalho que a eletroxidagido dos resi-
duos de guanina e adenina ndo foi totalmente irreversivel, e
que as correntes observadas foram maiores do que as obtidas
por outros pesquisadores'®?%23, Esta diferenca poderia ser
explicada pela existéncia de pequenos fragmentos de DNA
devido ao processo de desnaturagdo utilizado. Contudo, estes
resultados, associados ao fato da necessidade de etapas de pré-
adsor¢do, indicaram que os altos valores de correntes obtidas
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eram conseqiiéncia da modificagfo superficial do carbono vi-
treo por multicamadas de DNA adsorvido?>>',

Determinacio eletroquimica de DNA

A versatilidade das técnicas eletroquimicas propiciaram nio
apenas a andlise estrutural dos dcidos nucléicos, como também
sua determinag¢@o em baixos niveis de concentragdo. Com efei-
to, bases purinicas>*** ¢ pirimidinicas'7¥, além de oligonu-
cleotideos®’, foram determinadas por voltametria.

O cldssico trabaltho de Dryhurst?® para determinagio de
guanina na presenga de guanosina, merece destaque. Outro im-
portante exemplo, foi a determinagio de RNA na presencga de
DNA por voltametria de pulso diferencial registrada por Palecek
¢ Fojta®, atingindo limite de detecgio de 100 pg de RNA.

A voltametria de redissolugdo associada a etapa de pré-
concentragdo por adsorgdo constitui 0 mais eficiente método
na detec¢io de baixas quantidades de dcidos nucléicos®7 e
de variagdes conformacionais®>* do mesmo. Além disso, o
estudo da interagio destas macromoléculas com superficies
carregadas simula de forma apropriada o que pode ocorrer
em nivel biolégico®®.

De forma andloga 4 voltametria de pré-concentragio por
adsor¢do, Palecek®*?#? desenvolveu método analitico para a
determinagdo de dcidos nucléicos. Inicialmente o eletrodo de
gota de mercirio foi imerso em solugdo de DNA* (10 uL de
solugdo contendo subnanogramas de DNA), em seguida o ele-
trodo foi lavado em solugfo de eletrélito e transferido para a
célula polarogréfica, onde efetuaram-se as medidas. Limites de
detecgiio na ordem de 0,1 pg/mL foram obtidos.

Recentemente o stripping potenciométrico vem sendo apli-
cado na determinagdo de 4cidos nucléicos, utilizando-se tanto
eletrodos de mercirio**2, quanto eletrodos de pasta de carbo-
no*46, com limites de detecgdo de 20 ng/mL para ssDNA%!,

INTERACAO DE ESPECIES ELETROATIVAS
COM DNA

Perante o descrito, tornam-se evidentes as vantagens das téc-
nicas eletroanaliticas na andlise e identificacdo de dcidos
nucléicos. A voltametria € praticamente insubstituivel na analise
qualitativa e quantitativa de muitos compostos orgéinicos € na
pesquisa de composigio e estrutura de fons e moléculas eletro-
quimicamente ativos em niveis de concentragdo muito baixos.
Com efeito, a literatura apresenta diversos exemplos*”¥ do uso
das técnicas voltamétricas no estudo da interacio de espécies
eletroativas com as moléculas de DNA, RNA e suas unidades.

Métodos eletroquimicos modernos vém sendo utilizados na
avaliagio quantitativa da interagdo de fons metdlicos e 4cidos
nucléicos*”*, Tetréxido de 6smio, na presenga de piridina, liga-
se covalentemente as posi¢des 5-6 de residuos pirimidinicos dos
fragmentos de ssDNA e essas alteragbes podem ser detectadas
mediante uso das técnicas polarogrificas®. Complexos de plati-
na — como a cisplatina —, Cu(Il), Ni(Il}, Zn(II), Cd(1I), Pb(II),
Eu(II), Mn(II), Co(1I), Mg(II) provocam perturbacdes na estru-
tura da dupla hélice e alteram o comportamento de dcidos
nucléicos desnaturados. Alguns desses fons sdo conhecidos por
sua carcinogenicidade, pois provocam lesdes na molécula de
DNA alterando a fidelidade na sintese de dcidos nucléicos*-!,

Bard et al.’*> estudaram a intercalagio dos complexos:
CO(phCD)33+/2+, Fe(phen);z"”", Co(bpy)33+/2+, Fe(bpy)32+l3+ e
Os(bpy);**/** (bpy = 2,2’-bipiridila; phen = 1,10-fenantrolina)
com DNA nativo. A reagfio entre os compostos de coordena-
¢do com DNA foi descrita como interacdo eletrostatica entre o
metal complexado € o esqueleto de agicar-fosfato, além da
intera¢do hidrofébica (intercalagio) do fon central do comple-
xo e a parte interna do DNA dupla hélice. Metaloporfirinas
também interagem com DNA, porém a intercalagio depende
do fon metdlico (Cu, Ni, Zn ou Cd) e do ligante porfirinico>>%,
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A estereosseletividade de interagfio entre co ;)]exos de
Ru(phen);2+ e DNA foi estudada voltametricamente®’. Resulta-
dos indicaram que o enantidmero A- interage s1gmf1cat1vamen-
te com DNA, enquanto a mistura racémica apresentou compor-
tamento intermedidrio entre as formas A- ¢ A-. Por outro lado,
o complexo Ru(bpy)xq+ catalisa a oxidagdo do DNA através
dos residuos de guanina®®: estudos por voltametria ciclica indi-
caram que pequenas d1terengas na acessibilidade do solvente,
préximo a regido dos residuos de guanina, podem ser tteis
para o seqiienciamento de DNA ou no mapeamento quantitati-
vo de estruturas complexas de dcidos nucléicos.

O interesse pelo desenvolvimento de métodos para a deter-
minacfo de espécies aromdticas com atividade carcinogénica
vem crescendo nos tdltimos anos. Pandey e colaboradores®
desenvolveram sistema de inje¢do em fluxo para a determina-
¢iio de intercaladores do DNA, utilizando um derivado de 9,10-
antraquinona como composto de referéncia para deteccdo
fotoeletroquimica. Estes compostos podem ser fotoquimicamen-
te oxidados e depois reduzidos na presenga de doadores de
elétrons, como glucose. A oxidagfio da forma reduzida da 9,10-
antraquinona foi mediada pelo tetracianoquinodimetano
(TCNQ), imobilizado na superficie de eletrodo de pasta de
carbono coberto com membrana Nucleopore®, sendo o sinal
eletroquimico medido: a corrente de oxidagio do TCNQ redu-
zido quimicamente. A presenga de DNA nativo provocou que-
da no valor da corrente anddica em fungdo do processo de
intercalagdo. Os autores encontraram relacdo linear entre a
queda da resposta eletroquimica e a concentragio de DNA,
além de forte interferéncia do brometo de etidio, espécie co-
nhecida por sua agéio intercaladora.

Enquanto para o exemplo anterior brometo de etidio (brometo
de 2,7-diamino-10-etil-9-fenil-fenantridinio, C3 HyoN3Br) foi de-
tectado como interferente, Chambers e colaboradores®™¢! ytiliza-
ram-no para a determinag@o de DNA nativo. Os autores modifica-
ram eletrodo de pasta de carbono com o sal de etidio-TCNQ. Ao
se aplicar potencial de 0,5 V, TCNQ foi oxidado provocando a
liberagfio do cdtion Et*, detectado por fluorescéncia. Este sinal foi
intensificado pela presenga de dsDNA e o midximo de fluorescén-
cia foi proporcional & concentragio de DNA.

Outra possibilidade de determinagdo de DNA foi proposta
por Ihara et al.®* por meio da sintese de composto conjugado de
oligonucleotideo-ferroceno. Neste trabalho o poli(T);2-ferroceni-
la forma complexos, por hibridizagdo, com poli(A) e dsDNA,
formando dupla e tripla hélices, respectivamente. A hibridizacdo
foi detectada pela diminuig@o dos valores de corrente de oxida-
¢do do conjugado oligonucleotideo-ferroceno frente a formacéo
dos complexos de DNA. Este método foi aplicado na determina-
¢do de po]mucleotldeos por HPLC com detecgiio eletroquimica
em eletrodo de gratite®®. O método apresentou limite de detecgiio
na ordem de 20 femtomol.

Os agentes antineopldsicos sdo outra classe de compostos de
interesse em virtude de sua capacidade de interacdo com dcidos
nucléicos: deste grupo, os complexos de platma4 %4 merecem
destaque. Vrina e Brabec®® registraram boa correlagio entre a
atividade antineopldsica dos compostos de platina e comporta-
mento polarogrifico de seus respectivos adutos com DNA. Os
complexos de platina provocam distor¢des na molecula de DNA
por formarem liga¢es cruzadas intrafitas do DNA*7 para duas
bases de guanina consecutivas*®, Outros firmacos, como deriva-
dos de naftaleno, também apresentaram correlagfo entre a ativi-
dade antineopl4sica e o comportamento eletroquimico®

Compostos capazes de produzir radicais, em especial as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio®, também apresen-
tam interesse no estudo de seu comportamento voltamétrico
frente ao DNA e suas bases. Os derivados nitroimidazdlicos
sio exemplos desse grupo de farmacos, por apresentarem am-
plo espectro de agdo biol6gica. Experimentos demonstraram
que o produto de redugdo do grupo nitro mterage com 4cidos
nucléicos in vitro®™ e acredita-se que o DNA seja o principal
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alvo in vivo™. Tanto DNA na forma de dupla hélice quanto o
desnaturado sofrem agfio dessa classe de firmacos’'"’

O mecanismo de agdio dos nitroimidazéis proposto por
Edwards® 7, admite que o radical R-NO,* provoque lesio
oxidativa sobre o DNA, induzindo a liberagio do fosfato de
timidina com a ruptura e destrui¢io da dupla hélice do dcido
nucléico. Resultados obtidos por voltametria ciclica mostraram
que na presenga das bases e seus nucleosideos, metronidazol
apresentou a seguinte ordem crescente de reatividade: adenina,
guanosina, timina, uracila, uridina e timidina’™7¢,

Por outro lado, estudos por polarografia d.c. e a.c. realizados
por Declerck e De Ranter®™® demonstraram que o metronidazol
sofre alteragfio positiva no valor de Ej; na presenca das bases de
DNA. Vale dizer que a onda catédica do metronidazol estudada
corresponde a formacfio do derivado hidroxilaminico envolvendo
quatro elétrons. Segundo os autores, adenina, guanina e citosina,
e, esta dltima em menor extensdo, interagem mais facilmente com
os intermedidrios gerados durante a redugdo de nitroimidazdéis.

ELETRODOS MODIFICADOS COM DNA

Em virtude das caracteristicas estruturais da molécula de
DNA - que pode ser imobilizada na superficie de eletrodos na
forma de simples”7®, dupla’™7 ou tripla hélices*”7%80¥! _ pela
capacidade dos ac1dos nucléicos formarem pares complemen-
tares com precisdo, por suas propriedades condutoras®?#* ¢ por
apresentarem alta especificidade de interagdo com moléculas
de baixa massa molecular*"”’, encontram-se viérias revisdes na
literatura apresentando as maxs diversas aglicagﬁes para os ele-
trodos modificados com DNA®I7.7847.84-89

Eletrodos podem ser modificados com &cidos nucléicos por
meio de ligagdes covalentes ou por adsor¢do. Yang e colabora-
dores™ descreveram diversas estratégias de imobilizagdo de
dcidos nucléicos para o desenvolvimento de biossensores. En-
tretanto, Sukhorukov et al.®® destacaram o inconveniente da
imobilizagdo covalente do DNA em superficies de determina-
dos transdutores. Estas superficies podem conter grupos capa-
zes de reagir e fragmentar a molécula de DNA, provocando
lesdes e alterando sua estrutura original. Como alternativa, os
autores sugerem a imobilizagdo de dcidos nucléicos em mono
e multicamadas pelo método de Lagmuir-Blodgett ou prepara-
¢io de filmes por adsor¢do sucessiva e alternada de dcidos
nucléicos e policdtions, como sanduiches™.

Diversos sdo os materiais de eletrodo (}ue podem ser modlfl-
cados com DNA, vale dizer, mercirio® ?6-101 {;
te?>192 pasta de carbono®® 9315 ¢ carbono v1treo‘” 80,100,1T6- m
Muitos destes exemplos j4 estdio sendo, genericamente, denoml-
nados biossensores eletroquimicos de DNA ou genossensores’?,

A deteccdo de seqiiéncias especificas de bases em dcidos
nucléicos humanos, virais e bacterianos vem crescendo de
importincia no diagnéstico de doengas®®. Os eletrodos modifi-
cados com DNA tém sido comumente empregados na andlise e
seqiienciamento de bases por técnicas de hibridizagio’®%5,
No processo de hibridizagio, o eletrodo modificado com amdo
nucléico (polinucleotideo) identifica a seqiiéncia de bases com-
plementar por meio da formagdo de dupla hélice hibrida. Esta
identificaciio € eficaz e especifica na presenca de outras se-
giiéncias, nio complementares’®*’

Efetua-se a hibridizagdo por imersfio do eletrodo modifica-
do com ssDNA, de seqiiéncia de bases conhecida, na solugfo
do polinucleotideo a ser detectado. Apés hibridizagdo, o ele-
trodo ¢ transferido para outro compartimento contendo o indi-
cador de hibridizagdo. A espécie indicadora apresenta eletroa-
tividade e possui a capacidade de intercalar o dsDNA. A
hibridizag3o pode ser constatada por meio da variagiio de valo-
res de corrente ou potencial — medida por cronopotenciomen-
tria® ou voltametria (ciclica ou de varredura linear)’®® — pro-
duzida pela alteragio do comportamento eletroquimico do
intercalador frente ao DNA hibrido formado®7¢,
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Millan e Mikkelsen!?? registraram uma das primeiras des-
crigdes de biossensor capaz de efetuar seqiienciamento de 4ci-
dos nucléicos por imobilizagio de DNA e oligonucleotideos
em eletrodo de carbono vitreo utilizando indicadores eletroa-
tivos de hibridiza¢io. DNA desnaturado foi imobilizado co-
valentemente na superficie do eletrodo através dos residuos
de guanina, utilizando-se carbodiimida hidrossolivel ¢ N-hi-
droxisuccinimida. DNA double-strand — obtido por reagio de
hibridizagio — e ssDNA apresentaram diferengas nos valores
de corrente na presenga de Co(bpy);**. O alto valor de cor-
rente, registrado pelos autores, para o dsDNA foi atribuido
a pré-concentragido do complexo metdlico na superficie
do eletrodo.

A Tabela | apresenta alguns exemplos de agentes intercala-
dores utilizados como indicadores de hibridiza¢io e outros
exemplos podem ser encontrados em publica¢do feita por
Hashimoto e co-autores®’. O complexo de Co(bpy);** também
foi utilizado para avaliar o desempenho eletroquimico de ele-
trodos de carbono vitreo e ouro modificados com DNA na
forma de dupla hélice'*!1"!, Maeda et al.® mostraram o efeito
dos metais alcalino-terrosos sobre a resposta de eletrodo de
ouro modificado com DNA nativo por intermédio do compor-
tamento voltamétrico dor par Fe(CN)¢* .

As bicamadas lipidicas surgem como alternativa para o de-
senvolvimento de biossensores de DNA, devido 2 sua simplici-
dade de construgdo, facilidade de modificagéo, pelos métodos
elétricos de detec¢io, rdpido tempo de resposta e pelo fato de
serem o principal componente estrutural de todas as biomem-
branas. Eletrodo de carbono vitreo foi modificado por mem-
brana lipidica com ssDNA incorporado'?* ¢ transdutor metilico
foi modificado de forma semelhante visando a detecgdo de
hibridizagdo de 4cidos nucléicos'?®,

Outra aplicagfio comum dos eletrodos modificados com éci-
dos nucléicos é a detec¢fio de pequenas lesbes presentes na
molécula de DNA. O método desenvolvido por Palecek®**4°,
para a determinagiio de dcidos nucléicos por voltametria de
pré-concentragio adsortiva, vem sendo utilizado como alterna-
tiva para a modificacio de eletrodos de mercirio®**!? e car-
bono™. Por este sistema foi possivel detectar lesdes presentes
em menos de 2% da molécula de DNA®!, além da determina-
¢do de tragcos de RNA na presenca de DNA dupla hélice??,
Oligonucleotideos também tém sido determinados na presenca
de DNA utilizando-se eletrodo de pasta de carbono modificado
por membranas moleculares!%,

Alternativa promissora para o desenvolvimento de biossen-
sores poderd ser a utilizagdo de DNA como matriz para auxi-
liar a imobilizagdo de enzimas. Eletrodo de pasta de carbono
modificado com DNA-tirosinase — desenvolvido por Dantoni e
colaboradores'*” — mostrou excelente desempenho na determi-
nagdo de catecol em sistema em fluxo. Por esse processo de
imobilizagdo, o biossensor apresentou maior sensibilidade e
tempo de vida em comparagio aos biossensores preparados na
auséncia de DNA. Embora a fungio do DNA nestes biossenso-
res ndo esteja ainda totalmente esclarecida, algumas hipéteses
foram discutidas. A presengca do DNA forneceu ambiente mais
hidrofilico para a enzima, condigdo bem conhecida para a ace-
leracdo da atividade catalitica. Além disto, favoreceu a estabi-
lizag@o da estrutura tercidria da enzima por meio da interagio
direta com os grupos funcionais dos aminodcidos da mesma,
mediante o deslocamento da esfera de hidratagio do DNA,
provavelmente com as moléculas de dgua formando ligacoes
de hidrogénio.

A répida desativacdo da enzima tirosinase é geralmente atri-
buida aos radicais livres, derivados da semibenzoquinona, for-
mados durante o ciclo catalitico. Estes radicais reagem com o
grupo imidazol de um ou mais residuos de histidina ligados ao
cobre (centro ativo da enzima) provocando inativagdo. Como
na presenca de DNA o ambiente é mais hidrofilico, estes radi-
cais sdo mais rapidamente protonados, tornando a inativagio
da enzima mais lenta.

Como ja destacado, uma das vantagens dos eletrodos modi-
ficados com DNA ¢ sua versatilidade de aplicagfo. Utilizagdo
importante destes eletrodos € o estudo de mecanismos de
intera¢iio de compostos com DNA. Existem centenas de com-
postos capazes de reagir com 4cidos nucléicos*™* 1% Estas
reagbes podem causar alteragdes na estrutura do DNA e na
seqiiéncia de bases no processo de replicagdo, além de modifi-
cagdes quimicas das bases provocando mutagdes”” ',

A interagdo de azu! de metileno e DNA foi estudada por
Kelley e Barton®®, utilizando-se eletrodo de ouro e eletrodo de
ouro modificado com dsDNA contendo 15 pares de bases. Com-
parado ao eletrodo de ouro, o eletrodo modificado com DNA
apresentou maior eficiéncia para o processo de transferéncia de
carga e a baixa concentragfio do analito (1,0 pmol/L), detectada
por voltametria ciclica, indicou a existéncia de pré-concentragiio
do azul de metileno na superficie do eletrodo modificado.

Wang e colaboradores®!%3! desenvolveram eletrodos de pas-
ta de carbono modificados com DNA nativo para a determinagio,

Tabela 1. Exemplos de espécies intercaladoras utilizadas como indicadores de hibridizagao.

Intercalador Eletrodo Detec¢ido E (V) pH AN imobilizado AN detectado Ref.
vs Ag/AgCl (n° bases) (n°® bases)

Tris-Os(bpy)32+ carbono poroso voltam. 0,71° 7,0 20 12/20 124
Ru(bpy);>* ITO voltam. 1,05* 7,0 poli[dC] poli[dG] 125
Co(bpy)s** carbono cronopot. — 7,0 25 15 - 42 104
Co(bpy)s** carbono vitreo voltam. 0,075¢ 7,0 20 4000 122
Co(phen);** p. carbono voltam, 0,130° 7,0 18 4000 103
Co(phen);** p. carbono cronopot. — 7,0 poli[dG] poli[dC] 81
Co(phen);™* p. carbono cronopot. 7.4 36 36 126
Co(phen);** p. carbono cronopot. — 7,0 38 15-42 107
Co(phen);** p. carbono cronopot. — 7.4 21/42 21/42 110
Co(phen);** p. carbono cronopot. — 5,0/1,0 27/36 27/36 127
Co(phen);** p. carbono cronopot. — 7,0 10/15 10/15 114
Co(phen);** p. carbono cronopot. — 7,0 17 17/30 115
Hoechst 33258 ouro voltam, 0,555" 7,0 20 4200 96
daunorrubicina grafite voltam, 0,446" 7,0 20 4200 97
daunorrubicina carbono vitreo voltam. 0,529" 7,0 12-18 12-18 17
brometo de etideo grafite voltam. 0,678° 6,0 24 400 102
AN = icido nucléico; ITO = éxido de indio-estanho

Valores de potencial: a - Elp; b - E; 5 ¢- B¢
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por cronopotenciometria, de espécies que interagem especifi-
camente com &cidos nucléicos, a partir do sinal de oxidagéo
produzido pelos resfduos de guanina. Dessa forma determina-
ram-se aminas aromdticas'®’, hidrazinas'!' e fenotiazinas''? e
atingiram-se limites de detec¢do na ordem de nanomol/L. Em
recente revisdo?’, os autores destacaram as vantagens dos bios-
sensores potenciométricos de DNA aplicados ao monitoramen-
to ambiental.

Conhecendo-se o comportamento eletroguimico do DNA e
de suas bases, Brett e colaboradores*’*!'%-12! desenvolveram
eletrodo de carbono vitreo modificado com DNA. Este eletrodo
foi preparado por recobrimento de um eletrodo de carbono vi-
treo com DNA nativo dissolvido em tampdo acetato de pH 4,5.

Ap6s secagem, o eletrodo foi condicionado em solugdo tam-
pdo acetato com aplicagdo de potencial de +1,4 V seguido do
registro de linha base entre 0,0 V e +1,4 V. Em seguida o
eletrodo foi transferido para solugio de DNA desnaturado re-
gistrando-se o voltamograma na mesma faixa de potencial ci-
tada acima (Figura 6)*7'2!. O filme hidratado de DNA modifi-
cado recobriu toda a drea do eletrodo de carbono vitreo com
espessura de aproximadamente 0,5 cm (condigéio de trabalho).

10 uA

Adenina

Guanina

2, 1 i ) A ]

L
0,0 03 0,8 0,9 1,2 15
—E [V

Figura 6. Voltamogramas de pulso diferencial sucessivos de eletrodo
de carbono vitreo coberto com DNA nativo imerso em solugdo de
DNA desnaturado durante modificagio; e.s. - eletrilito de suporte:
tampdo acetato 0,1 mol/L, pH 4,5. Amplitude de pulso: 50mV; tempo
de pulso: 70ms; velocidade de varredura: 5 mV/s. Eletrodo de refe-
réncia: Ag/AgCl. [Ref. 47]

Durante o processo de condicionamento, o filme de DNA
nativo interagiu com o ssDNA da solugfio. Os valores de cor-
rente de guanina e adenina cresceram sucessivamente, a cada
varredura, até atingirem a saturagio, como indicado pela Figu-
ra 7. Neste ponto a modificagio superficial tornou-se perma-
nente e os resultados mostraram que nesta condic¢fio havia cla-
ro favorecimento no processo de transferéncia de carga. As-
sim, a modificacdo sofrida pela camada de DNA adsorvida
originou um estado condensado com propriedades condutoras
e com capacidade de proteger a superficie de carbono vitreo da
adsorg¢dio de produtos de reaglio e conseqiiente envenenamen-
to*?. AvaliagBes preliminares indicaram tempo de vida til de
aproximadamente guatro dias trabalhando-se com solugdo de
DNA desnaturado'?,

O comportamento descrito acima foi explicado admitindo-se
a provdvel formagdo de DNA na forma de tripla hélice??132:133
na superficie do eletrodo. A obtengfo de correntes estdveis para
oxidagdo de guanina e adenina sugeriu a existéncia de nimero
limitado de interagGes entre o DNA nativo imobilizado na
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Figura 7. Curvas de corrente de pico de oxidagdo dos residuos de
guanina e adenina em fung¢do do tempo de adsor¢do correspondente a
madifica¢do superficial do eletrodo de carbono vitreo recoberto com
DNA nativo: 1) condicionamento inicial; 2) condicionamento final;
ambos em solu¢do de DNA desnaturado. [Ref. 47]

superficie do eletrodo € 0 DNA desnaturado em solugdo. O de-
sempenho desse eletrodo foi avaliado pelo comportamento vol-
tamétrico de Fe(CN)¢* e da oxidagdo de guanosina- e adenosina-
5’-monofosfatos*’. Para o par redox Fe(IH)/Fe(Il), o uso do ele-
trodo modificado com DNA apresentou comportamento seme-
lhante comparando-se ao eletrodo de carbono vitreo, entretanto
obteve-se maior sensibilidade e reprodutibilidade de andlise para
ambos nucleotideos estudados®.

Esse eletrodo foi utilizado, com sucesso, na determinagdo
de carboplatina em amostras de soro de pacientes com neopla-
sia, submetidos a tratamento quimioteripico com este
farmaco'?!. Posteriormente, estudou-se o comportamento vol-
tamétrico de nitroimidazéis''*12%, o que propiciou o estabele-
cimento de modelo para o mecanismo de interagdo deste grupo
de firmacos com DNA®,

CONCLUSOES

Diante do exposto fica evidente que os eletrodos moditica-
dos com DNA representam excelente alternativa para a anélise
e determinagfio da seqiiéncias de 4cidos nucléicos, além de
ampliar de forma significativa o potencial das técnicas
eletroanaliticas aplicadas & andlise farmacéutica.

O uso dos eletrodos modificados com é4cidos nucléicos pode
contribuir para o esclarecimento dos fatores que estabelecem a
afinidade e a seletividade com que determinadas moléculas li-
gam-se ao DNA. De posse dessas informagdes tanto se pode
estabelecer critérios para exposi¢do humana a espécies téxicas,
quanto contribuir para o esclarecimento do mecanismo de agdo
de determinados quimioterdpicos e o conseqiiente desenvolvi-
mento de novos farmacos.
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