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STOCHASTIC BIOSENSING BY A SINGLE PROTEIN NANOPORE IN THE DEVELOPMENT OF ANALYTICAL TOOLS.
Studies employing a single protein nanopore as a molecular recognition element in the development of analytical devices - biosensors,
spectrometers, DNA sequencing - have increased considerably in the last decade. Several studies show the potential of these

bionanostructures for future stochastic biosensing technology. Stochastic biosensing is an approach that relies on the observation

of individual binding events between analyte molecules and a single receptor. This approach is inherent to the organisms that use a
single protein nanopore as a key element to start, manage and maintain the chemical and biophysical processes of living cells. Here,
we discuss alpha-toxin as a bacterial exotoxin and prototype of a protein nanopore in real-time detection and characterization of

molecules in aqueous systems.
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INTRODUCAO

Na tltima década a nanobiotecnologia alcan¢ou notdveis avangos
no desenvolvimento de dispositivos e métodos analiticos para detec-
¢do, identificagdo, caracterizag¢@o e quantificagdo de moléculas; na
realizacdo de diagndstico médico; para o monitoramento ambiental;
no controle de qualidade de alimentos; no combate ao terrorismo e
controle de potabilidade da dgua, dentre outras aplicacdes.'* Nesse
contexto estdo os processos bioinspirados ou biomiméticos em que
se utilizam nanoestruturas bioldgicas como elemento de reconheci-
mento molecular para o desenvolvimento de uma classe inovadora
de sensores, cujo mecanismo de funcionamento se baseia em nano-
poros individuais dotados com a capacidade de biossensoriamento
estocdstico.! O biossensoriamento estocdstico é uma abordagem que
se baseia na observacao de eventos de ligacdo entre as moléculas in-
dividuais de analitos e um tnico receptor. A denominag@o estocastico
para esse biossensoriamento € atribuida, primeiramente, em relagdo
a série temporal aleatdria de flutuacdes discretas registradas, devido
a detecg@o por um unico nanoporo, de cada molécula do analito,
portanto, as moléculas sdo detectadas uma a uma, ou seja, de maneira
unitdria ou individual. Secundariamente, o mecanismo de deteccio
ocorre com a entrada aleatéria de cada molécula do analito em um
unico nanoporo, e isto € devido essencialmente a difusdo molecular,
ou seja, um fendmeno estocastico.>”’

Os nanoporos proteicos ou canais i0nicos naturalmente encontrados
em membranas bioldgicas sdo as macromoléculas fundamentais no
desencadeamento de varios processos fisico-quimicos indispensaveis
a manutenc¢do da vida. A inerente capacidade destas macromoléculas
proteicas de perceberem pardmetros fisicos (por exemplo, campo
elétrico), reconhecerem espécies quimicas (como por exemplo, a ace-
tilcolina) e principalmente selecionarem os elementos quimicos (como
por exemplo, fons sédio) transferidos entre os meios intra e extracelular,
propicia efetivamente a interac@o célula-célula e célula-microambien-
te.* Em virtude desta versatilidade funcional, os nanoporos proteicos
sdo considerados, atualmente, a principal nanobioestrutura capaz de
realizar o biossensoriamento estocdstico, portanto, bioinspiradores a
explora¢do como elemento de deteccdo, quantificacdo, monitoragdo
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e caracterizacdo de moléculas individuais. No entanto, essa mudanga
de paradigma requer um incremento significativo na compreensiao
da fisica e da quimica, que governam a interagdo nanoporo-analito.’
Conceitualmente, do ponto de vista biofisico, a andlise da interacdo
de uma substincia com o canal i6nico faz com que este altere sua
conformagdo e consequentemente varie sua condutancia. Por outro
lado, esse tipo de biomimetismo ndo € facil por vérias razdes, pois em
alguns casos a ligacdo da substincia no canal idnico induz, do ponto
de vista quimico, uma altera¢ao conformacional média, portanto, um
processo dificil de manter o controle experimental preciso. Além do
mais, muitos canais idnicos tendem espontaneamente a variar entre
diferentes estados condutores, em resposta ao potencial elétrico.'® Essas
dificuldades foram praticamente superadas com a utilizacdo do nano-
poro proteico formado pela exotoxina bacteriana de Staphylococcus
aureus, a alfatoxina ou alfa-hemolisina (o-HL).!'""* O funcionamento
deste nanoporo unitdrio como elemento sensor deve-se ao fato dele
ser a Unica via resistiva em um suporte isolante que separa dois com-
partimentos contendo solugdes eletroliticas, sendo que em uma delas
se coloca o analito. O fluxo de corrente i0nica através do nanoporo é
alterado de maneira discreta quando ocorre a entrada ou permeagio
de moléculas individuais do analito no lume aquoso do nanoporo, ge-
rando uma série temporal de flutuacdes que estd correlacionada com a
massa e configuracio espacial das moléculas analisadas.!! Devido aos
resultados promissores com a alfatoxina, outros nanoporos proteicos
também estdo sendo aplicados na deteccio de intimeras moléculas,
inclusive no sequenciamento de DNA de fita simples (ssDNA);'*
por exemplo, o nanoporo formado pela toxina do Bacillus anthracis,
utilizado para detectar e quantificar proteinas;’ o poro formado pela
aerolisina, uma toxina derivada de Aeromonas hydrophila que também
tem sido utilizada como elemento sensor na detec¢do de proteinas.'®
Recentemente, num esforco de substituir os nanoporos proteicos,
surgiram algumas plataformas mais robustas, que utilizam nanoporos
sintéticos em materiais sélidos, para detec¢do de DNA de fita dupla,
polinucleotideos e proteina.'® Estes nanoporos sintéticos visam eliminar
algumas limitacdes inerentes ao sistema com nanoporos biolégicos,
mas eles ainda ndo atingiram o grau de precisdo e caracterizacdo fisica
apresentada por seus homélogos proteicos.>*!” Apesar disso, acredita-se
que a evolucdo da organizagdo dessas estruturas nanométricas sinté-
ticas e bioldgicas em configuracoes pré-definidas (biossensores, por
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exemplo) pode garantir que a nanotecnologia ird desempenhar papel
crucial em muitas tecnologias-chave para o presente milénio.'®!° Neste
contexto, o nanoporo formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus
se tornou 0 modelo de nanoporo proteico para detecco, identificagio,
caracterizacio e quantificacdo de moléculas em meio aquoso. Isto
se deve as suas vantagens sobre 0s outros nanoporos proteicos, tais
como estrutura cristalogréfica elucidada,” receptividade a engenharia
molecular >'?? e grande valor de condutincia idnica. Adicionalmente
o elevado acimulo de conhecimento sobre esse nanoporo propiciou o
estabelecimento das condi¢des experimentais em que ele permanece
aberto por longos periodos de tempo, mesmo quando ocorre pequenas
variagdes em parametros fisico-quimicos, dentre os quais se destacam a
forga idnica, pH, temperatura, potencial transmembrana e concentracao
de agentes quimicos desnaturantes.?**

Devido a essas caracteristicas, neste trabalho descrevemos, princi-
palmente, como o canal da alfatoxina se tornou o protétipo de nanoporo
proteico para o desenvolvimento de biossensores estocdsticos € como
o progresso de estudos diversos, conforme demonstrado na Figura 1, o
transformaram em uma ferramenta molecular para: detecc@o de fons di-
valentes® e monovalentes,”® moléculas enantioméricas,”’ cianotoxinas,’®
cocaina,” armas quimicas;* atuagdo como espectrometro de massa;’!
e sequenciamento de DNA de forma barata e rdpida.

BIOSSENSORIAMENTO COM NANOPOROS
INDIVIDUAIS PROTEICOS

O estudo da estrutura das proteinas de biomembranas € promis-
sor e de grande interesse para quimica, biologia e medicina, uma
vez que de 20 a 35% de todas as proteinas codificadas pelo genoma
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representam canais i0nicos, transportadores e receptores localizados
na membrana plasmadtica.* Dentre as proteinas integrais da membra-
na plasmadtica, os nanoporos sao os mais bem estudados, pois eles
constituem a base molecular da atividade muscular e da propagacio
do impulso nervoso.® Além disso, eles atuam controlando o transporte
de fons, dgua e macromoléculas (dcidos nucléicos e proteinas) para
dentro e fora das células, algumas organelas e até no nicleo.'” O
crescente interesse em torno dos nanoporos proteicos surgiu devido
as funcdes essenciais que eles desempenham em diversos processos
fisiol6gicos.** Muitas das propriedades de transporte dos nanoporos
proteicos ainda ndo sdo bem compreendidas e a investigagao dessas
propriedades diretamente nos sistemas bioldgicos ¢ um desafio,
devido a sua inerente fragilidade.’* A caracteristica mais relevante
dos nanoporos proteicos € que eles s@o as vias através das quais os
fons se movem por eletrodifusdo.* Estes nanoporos sdo formados
por proteinas integrais que abrangem toda a espessura da membrana
celular (~ 4 nm), e sdo consideradas as moléculas indispensaveis para
comunicacéo entre as células.?

Os primeiros relatos da proposta de utilizacdo de nanoporos
proteicos como elemento de reconhecimento em biossensores
surgiram em meados da década de 90.%53® H4 um grande interesse
na utilizacdo de nanoporos proteicos como o principal elemento
de reconhecimento nos biossensores estocdsticos.! Esse tipo de
biossensor detecta moléculas unitdrias que entram e ocupam
temporariamente o lume aquoso de um tnico nanoporo.’ Esta ocu-
pacdo altera momentaneamente a quantidade de fons fluindo pelo
nanoporo, gerando um evento de bloqueio, ou seja, uma reducéo
discreta na corrente i6nica. O bloqueio na corrente idnica pode ser
caracterizado por um intervalo de tempo, representativo da duragdo
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Figura 1. Evolugdo dos estudos visando a aplicagdo de poros no desenvolvimento de ferramentas analiticas. O counter Coulter foi o primeiro dispositivo prd-
tico baseado em um microporo empregado para contagem de particulas de dimensdes micrométricas. A primeira demonstragdo experimental do fluxo de ions
através de um poro como uma “entidade molecular” inserida em uma bicamada lipidica ocorreu com o antibidtico peptidico gramicidina, uma vez que este
poro é formado a partir de duas moléculas isoladas, uma em cada monocamada lipidica, que ao se acoplarem adquirem a funcionalidade de via de permeagdo
a fons. Na década de 80 ocorreu ndo somente a descoberta do gene da alfatoxina, bem como os primeiros experimentos demonstrando sua atividade formadora
de poros em biomembranas e em bicamadas lipidicas artificiais. No inicio da década de 90 foi mensurado o valor do didmetro do nanoporo da alfatoxina. A
elucidagdo da estrutura cristalogrdfica da alfatoxina na metade da década de 90, foi decisiva para corroborar algumas observagoes experimentais da agdo
hemolitica da alfatoxina. Neste mesmo periodo demonstrou-se pioneiramente que o nanoporo da alfatoxina é permedvel e apenas detecta DNA de fita simples.
Esta descoberta juntamente com a demonstragdo eletrofisiologica da aglomeragdo de sete subunidades proteicas para formagdo do nanoporo da alfatoxina
impulsionaram significativamente a partir do ano 2000, a utilizacdo desse nanoporo como elemento sensor para detec¢do de outros espécimes quimicos, e
além disso se introduziu a terminologia molecular counter Coulter, sensoriamento estocdstico, sensores estocdsticos. Em 2006 realizou-se a produgdo de alfa-
toxina mutante, portanto, ocorre a primeira melhoria genética no nanoporo da alfatoxina, a qual permitiu sua utiliza¢do como ferramenta para discriminagdo
de moléculas enantioméricas. Neste mesmo ano demonstrou-se que o aumento da for¢a ionica torna mdxima a interagdo polietilenoglicol(PEG )-nanoporo e
Javorece o particionamento deste polimero no lume aquoso do nanoporo, propiciando melhorias na capacidade de detecgdo do nanoporo da alfatoxina; resul-
tando no ano seguinte com a primeira demonstra¢do deste nanoporo como espectrometro de massa. Em 2008 demonstrou-se que o aumento na concentra¢do
de um mesmo sal (KCl de 1 mol L' para 4 mol L) aumenta em aproximadamente 200 vezes a sensibilidade do nanoporo da alfatoxina. Trés anos depois se
corroborou que ndo somente o aumento de concentragdo do sal, bem como a composi¢do da solugdo ibnica, influenciam na sensibilidade do nanoporo; com
a demonstragdo que os sais da série de Hofmeister, especificamente a substituicao do KI pelo KF aumentou em aproximadamente 100 vezes a sensibilidade
do nanoporo da alfatoxina. A partir de 2010 diversos relatos demonstram academicamente que o nanoporo da alfatoxina pode ser usado para detectar armas
quimicas, drogas ilicitas, cianotoxinas, porém, somente no final de 2012 ocorre o primeiro aniincio comercial de um sequenciador de DNA baseado neste
nanoporo. Devido aos relevantes resultados obtidos na ultima década propiciaram nos ultimos trés anos a utilizagdo de simulag¢do de dinamica molecular para
aumentar o entendimento da interagdo analito-nanoporo da alfatoxina



Vol. 38, No. 6

do analito no nanoporo, juntamente com um valor de amplitude, que
estd correlacionado com o volume ocupado por cada molécula do
analito no interior do nanoporo. Atualmente, o nanoporo formado
pela alfatoxina de Staphylococcus aureus vem sendo utilizado de
maneira académica para uma vasta gama de aplicacdes no biossen-
soriamento estocdstico.!!-13:39-41

NANOPOROS PROTEICOS FORMADOS POR EXOTOXI-
NAS BACTERIANAS

As toxinas bacterianas podem ser divididas em dois grupos
funcionais: endotoxinas e exotoxinas. As exotoxinas sdo as que
apresentam maior importincia, uma vez que sdo capazes de existir
em dois estados conformacionais: uma conformacao solivel em dgua
e outra mais estdvel, inseridas na membrana plasmadtica de células
eucaridticas.” As exotoxinas consideradas termodinamicamente mais
estdveis apds sua inser¢do nas membranas lipidicas naturais ou arti-
ficiais sdo genericamente denominadas toxinas formadoras de poros
(TFPs).#* De acordo com a estrutura dos seus dominios, as TFPs
utilizam dois mecanismos para formar nanoporos na membrana da
célula: por inser¢do de alfa-hélices ou por inser¢do de grampos que
se organizam em uma estrutura B-barril.*

Alguns nanoporos proteicos unitdrios formados por exotoxinas
estdo sendo utilizados como elemento de reconhecimento para detec-
¢do de diversas moléculas, inclusive para o sequenciamento de DNA.
Dentre estas exotoxinas destacamos as mais relevantes:

Alfatoxina: ¢ uma proteina de 33 kDa produzida pelo
Staphylococcus aureus e liberada na forma de mondmeros de polipep-
tideos de 293 aminodcidos. Neste texto abordamos como esta toxina
se tornou o protdtipo de nanoporo proteico para o desenvolvimento de
biossensores estocdsticos, portanto, ela serd descrita detalhadamente
nas proximas paginas.

Antraz: Esta toxina, secretada pelo Bacillus anthracis, € compos-
ta por trés exotoxinas, o fator de edema (Edema factor- EF), o fator
letal (Lethal factor- LF) e o antigeno protetor (Protective antigen-
PA). Essas exotoxinas ndo t€ém atividade toxica quando administradas
separadamente, mas as combinagdes bindrias que incluem o PA sdo
extremamente téxicas. O PA liga-se a um receptor na superficie
celular, uma proteina de membrana de cerca de 90 kDa encontrada
em vdrias linhagens celulares de mamiferos. Apds sua ligagdo, o PA
€ submetido a uma clivagem proteolitica e os fragmentos resultantes
formam um nanoporo heptamérico, como pode ser visto na Figura
1S, que se liga a LF e/ou EF. Esse nanoporo, quando inserido em
membranas lipidicas planas, tem sido utilizado como elemento sensor
na deteccdo de proteinas.”

Aerolisina: E uma toxina derivada de Aeromonas hydrophila
e também tem sido utilizada como elemento sensor na detec¢do de
proteinas. A Aeromonas hydrophila € uma bactéria Gram-negativa,
patogénica para alguns animais e causa doencas gastrointestinais
em seres humanos.* Ela foi identificada em 1974 por Bernheimer e
Avigag,*” tendo sido purificada depois de alguns anos.* Finalmente
o gene da aerolisina foi sequenciado por Howard e colaboradores
em 1987.% Essa toxina € constituida por quatro dominios que se oli-
gomerizam formando um poro heptamérico na membrana da célula
alvo apds sua ativacdo por endoproteases, como mostrado na Figura
S2. Ela € secretada como pro-aerolisina, que constitui um precursor
inativo de 470 aminoécidos com um peso molecular de 52 kDa.** Os
dominios 1 e 2 reconhecem o receptor de membrana, o dominio 3 ¢
responsdvel pela oligomerizacdo, e o dominio 4 € responsdvel pela
inser¢do na membrana e formagao do nanoporo. Como demonstrado
em outras toxinas formadoras de poros, a aerolisina € desprovida
de atividade enzimatica.’! Embora a estrutura heptamérica do poro
da aerolisina ainda ndo esteja totalmente elucidada, sua estrutura

Biossensoriamento estocdstico via nanoporo proteico individual no desenvolvimento de ferramentas analiticas 819

determinada por microscopia eletronica indica semelhancas com o
nanoporo formado pela alfatoxina.**>

ALFATOXINA DE Staphylococcus aureus COMO
FERRAMENTA ANALITICA

O gene codificante da alfatoxina foi descoberto em 1980,* e sub-
sequentemente foi relatada a sua atividade formadora de nanoporos
em membranas biolGgicas®®e em bicamadas lipidicas artificiais.*® Ela
¢ uma exotoxina proteica de 33 kDa, produzida pelo Staphylococcus
aureus, liberada na forma de mondmeros de polipeptideos de 293
aminodcidos soldveis em dgua.>*

A geometria do nanoporo da alfatoxina e o seu posicionamento
assimétrico em relagdo ao plano da membrana também foram elucida-
dos em condig¢des dinAmicas empregando nao-eletrdlitos.*>” Estudos
de dicrofsmo circular revelaram que a toxina é composta quase que
inteiramente por B-folhas com pouca estrutura em o-hélice.* A es-
trutura cristalogrifica tridimensional deste nanoporo foi elucidada®
e os dados cristalograficos denotam a existéncia de sete mondmeros,
como mostrado na Figura 2, delimitando o nanoporo aquoso, os quais
se inserem em bicamadas lipidicas e entdo se oligomerizam para
formar um poro heptamérico transmembranar, permitindo entdo a
passagem de dgua, fons e diversas moléculas pelo seu interior.”>
Estudos eletrofisioldgicos referentes a cinética de incorporagio das
subunidades proteicas na bicamada lipidica corroboram a estequio-
metria de 7 mondmeros para formagao de um nanoporo funcional.*

O nanoporo da alfatoxina € formado por trés dominios (extramem-
branar ou copal, intramembranar ou troncular, e o anelar); somente
os dois primeiros participam da formacdo do poro.®! O dominio ex-
tramembranar (convencionalmente denominado lado “CIS”) possui
uma entrada de maior didmetro (~ 4,6 nm) que possibilita a captura
de macromoléculas como pode ser observado na Figura 2.

Biossensores estocasticos

A idéia da utilizacdo de poros micrométricos para contagem
de particulas foi pioneiramente proposta por Wallace H. Coulter
em 1953, resultando anos depois na comercializacdo do conhecido
contador de Coulter (Coulter counter), amplamente empregado para
contagem de células sanguineas; podemos considerar os biossensores
estocdsticos baseados em nanoporos, como descendentes nanométri-
cos desse contador.'*> Resumidamente, no Coulter counter particulas
microscopicas (como por exemplo, células) passam através de um
poro (microporo ou microcapilar) e causam uma modulacdo (blo-
queio) detectdvel na corrente que flui através dele. A frequéncia das
modulacdes estd correlacionada com o nimero de particulas, enquanto
que a amplitude delas € proporcional ao tamanho da particula.** No
caso dos biossensores estocasticos, a relagdo entre o tamanho mole-
cular e a amplitude do bloqueio € muito importante, pois, € indicativo
de quais moléculas individuais podem ser detectadas, essencialmente
aquelas que apresentam valor de diametro semelhante ao didmetro
do nanoporo. Biossensores estocdsticos baseados em nanoporos pro-
teicos individuais podem detectar, identificar e caracterizar analitos,
simplesmente por meio da andlise da série temporal das flutuagdes
discretas nos registros da corrente idnica que flui pelo nanoporo.*®
Eles sdo ideais para serem usados como biossensores por diversas
razdes: o analito ao interagir com o nanoporo gera um sinal pelo
bloqueio estérico tempordrio do poro ou pela mudanga no poten-
cial eletrostatico perto ou dentro do poro; o analito ndo precisa ser
marcado (com sonda fluorescente, por exemplo) para ser detectado
como molécula individual; a técnica permite a deteccio de mais de
um analito presente concomitantemente na solugido,”* e também
apresenta alta sensibilidade e rapidez na andlise.® O principio do
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Figura 2. Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina. A direita visdo superior com cada subunidade representada em diferentes cores. A esquerda visdo lateral

com cada dominio representado em trés cores. Na drea central, os retdngulos empilhados em trés cores especificas correspondem a espessura aproximada de

cada dominio. A regido troncular se insere completamente na membrana lipidica, e fica posicionada com a entrada convencionalmente denominada TRANS no

mesmo plano da superficie da membrana. A regido copal ndo se insere na membrana lipidica e a entrada CIS do nanoporo fica distante (~50 A) da superficie

da membrana. A regido anelar (parte inferior da copa) fica ancorada na membrana. As barras verticais indicam o comprimento de cada regido e o didmetro

do nanoporo. Adaptado do Protein Data Bank (pdb), codigo 7AHL

biossensor estocastico baseado no nanoporo proteico unitario formado
pela alfatoxina consiste essencialmente na interacéo de cada molécula
individual do analito com um tnico nanoporo.® O resultado de cada
interacdo se reflete na variacdo tempordria (bloqueio) da corrente
idnica que passa através do nanoporo como representado na parte
inferior da Figura 3.

O nanoporo unitdrio incorpora-se espontaneamente em uma
bicamada lipidica plana montada em um orificio de uma pelicula de
Teflon®, que separa dois compartimentos com solugéo salina como
mostrado na Figura 3A. Como visto na Figura 3, a montagem da
membrana ocorre pela deposi¢ao no orificio de cada uma das mono-
camadas lipidicas (Figura 3B), devido ao acréscimo na quantidade de
solucao contida em cada um dos compartimentos (Figura 3C). Como
visto na Figura 3, quando um potencial elétrico € aplicado através da
membrana com um tnico nanoporo incorporado, uma corrente idnica
flui através do lume aquoso do nanoporo. Toda vez que o analito entra
e ocupa o lume, induz uma variacio (flutuag@o) discreta (bloqueio),
diminuindo a corrente idnica maxima como visualizado no primeiro
retdngulo da parte inferior esquerda na Figura 3. Na situagao mais sim-
ples considere que o nanoporo apresente dois estados - ocupado (pelo
analito) e ndo-ocupado - e um sinal de saida caracteristico associado
a cada um dos respectivos estados. A frequéncia da ocorréncia dos
bloqueios estd relacionada com a concentragio do analito, enquanto
os valores médios dos tempos de duragdo no estado ocupado e de
amplitude dos bloqueios permitem a identificacdo do analito, uma
vez que representam uma “impressao digital” do mesmo."

Os intervalos de tempo de duragdo dos bloqueios diferem entre
si, e podem ser descritos estatisticamente por uma distribui¢do ex-
ponencial. Neste contexto, a constante de ajuste desta distribuigdo
exponencial € definida como o tempo médio do bloqueio (T,,). As
variagoes de amplitude dos bloqueios juntamente com o valor do
T, representam a “impressdo digital” para identificag@o do analito.
O valor de 1, possibilita calcular a constante de dissociagdo (k)
do complexo analito-nanoporo, por meio da expressdo k,; = 1/1,,.

Adicionalmente, a determinagdo da frequéncia dos bloqueios na
corrente i0nica, representativos da interagdo analito-nanoporo, pos-
sibilita quantificar a concentragdo do analito. Operacionalmente isto
pode ser determinado mensurando-se os intervalos de tempo entre
os bloqueios sucessivos. Similarmente aos tempos de bloqueios, os
intervalos de tempo entre bloqueios também sdo descritos por uma
distribui¢éio exponencial, cuja constante de ajuste (T,,) representa o
intervalo de tempo médio entre os bloqueios. O inverso do valor de
T,, corresponde a frequéncia de ocorréncia dos bloqueios (=1/1,,),
sendo este pardmetro proporcional a concentragdo ([T]) do analito.
A partir deste coeficiente e da constante de associacdo (k,,) analito-
-nanoporo, obtemos: f = k, [T].5¢

Neste contexto, demonstra-se que a cinética entre o estado ocu-
pado (presenca do analito) e ndo ocupado (auséncia do analito) no
nanoporo evidenciado experimentalmente pelas flutuacdes discretas
no registro da corrente idnica fornece informacdes relevantes que
permitem quantificar e identificar o analito.!!

Nos préximos tdpicos citaremos algumas das aplicacdes do
nanoporo da alfatoxina na deteccdo, quantificaciio e caracterizagio
de moléculas em meio aquoso. Por outro lado, previamente discu-
tiremos algumas limitagdes deste método, bem como as estratégias
fisico-quimicas empregadas na tentativa de superd-las.

Limitacoes e estratégias de melhorias do nanoporo proteico da
alfatoxina

Similarmente a outras metodologias e técnicas analiticas algumas
limitagdes dificultam o desenvolvimento de dispositivos comerciais
baseados no biossensoriamento estocdstico via nanoporo proteico
individual. Sao trés as mais relevantes limitagdes: a reprodutibilida-
de e estabilidade das membranas lipidicas artificiais; a deteccio de
moléculas de tamanhos muito diferentes do didmetro do nanoporo e a
alta velocidade de translocagio através do nanoporo, principalmente
de moléculas poliméricas com carga residual.
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Figura 3. Esquema da montagem experimental do nanoporo da alfatoxina como biossensor estocdstico. (A) Desenho da camara experimental formada por
duas hemicamaras separadas por uma pelicula de Teflon® com um orificio (aproximadamente 40 um de didmetro) para a formagdo da bicamada lipidica
plana. (B) Primeira etapa de montagem da monocamada lipidica ocorre com acréscimo de mais solugdo em um dos compartimentos da camara experimental.
(C) Montagem da segunda monocamada lipidica. A deposi¢do de cada uma das monocamadas lipidicas ocorre com a introdugdo de mais solugdo em cada
um dos respectivos compartimentos da camara. Na regido central demonstra-se a mesa de amortecimento com a cdmara experimental acoplada através de
eletrodos a interface eletronica de aquisicdo dos registros de corrente ionica. Esta interface é composta por amplificador e filtro passa-baixa conectados ao
conversor analogico-digital acoplado a um microcomputador. Na parte inferior encontra-se um quadro da membrana lipidica com um tinico nanoporo inse-
rido. A entrada e passagem da molécula de analitos (bolinha vermelha) através do nanoporo induzem bloqueios caracteristicos na corrente idonica. A andlise
das amplitudes e duragoes dos bloqueios permite a identifica¢do dos analitos; a andlise da frequéncia dos bloqueios permite a quantifica¢do dos analitos.
A aquisi¢do, armazenamento e andlise das séries temporais (impressdo digital) sdo processadas por um programa dedicado e a identificagdo do analito é
realizada por compara¢do em um banco de dados de impressoes digitais. Este banco de dados é montado com a calibragdo do sistema e registro de corrente

ionica com analitos de alto grau de pureza

As técnicas para montagem de bicamadas lipidicas planas sido
empregadas desde a década de 70 e devido aos recursos tecnoldgicos
atuais € possivel a obten¢do de orificios circulares com bordas bem
delineadas e didmetro de até 10 wm em peliculas de Teflon® ultrafinas
que facilitam a montagem de membranas de lipideos sintéticos com
elevada reprodutibilidade.®® A estabilidade mecénica e durabilidade
da bicamada lipidica como suporte para o nanoporo ainda € sofrivel,
pois toda montagem experimental deve ficar isolada de perturbacdes
mecanicas por meio do uso de mesas de amortecimento de alto de-
sempenho. Por outo lado, melhorias considerdveis na durabilidade da
membrana ja foram relatadas. Recentemente foi desenvolvida uma
camara experimental miniaturizada e com dispositivo refil em que a
bicamada lipidica fica aprisionada de maneira similar a um sanduiche,
entre dois folhetos de agarose semi-sélida.®” Nessa montagem a longe-
vidade da membrana foi prolongada em vdrios dias. Adicionalmente,
a agarose aumentou consideravelmente a estabilidade mecanica da
membrana, permitindo inclusive a movimentagdo manual da camara
experimental na auséncia da mesa de amortecimento, e a bicamada
lipidica se manteve intacta com o nanoporo incorporado e ainda
funcional.®

A razdo entre o valor do diametro da molécula do analito e o
valor do didmetro do nanoporo deve permanecer entre 0,1 e 1, pois
somente nesta faixa € que temos uma relacdo sinal/ruido adequada,
que possibilita uma andlise segura da série temporal de registro das
flutuagdes discretas da corrente idnica, ou seja, uma “impressio
digital” confidvel."" Moléculas muito menores que o didmetro do

nanoporo conseguem permear através do lume aquoso do nanoporo,
porém, devido ao seu pequeno didmetro, somente alteram o ruido
intrinseco ao registro da corrente idnica e ndo geram flutuagdes dis-
cretas. As moléculas do mesmo tamanho do didmetro do nanoporo
podem entrar e obstruir completamente o nanoporo, impossibilitando
o registro da corrente idnica. Por outro lado, as moléculas maiores
que o didmetro do nanoporo ndo entram nele e também nio geram
flutuagdes discretas no registro da corrente idnica. Nestas condi¢des
ndo hd como obter séries temporais efetivamente representativas da
dindmica da interacdo analito-nanoporo, portanto, torna-se invidvel
utilizar o nanoporo como elemento de biossensoriamento estocastico.

Em relacéio a alta velocidade de translocacdo de moléculas
poliméricas com carga residual € relevante considerar aqueles casos
em que ¢ importante a identificagdo sequencial de cada uma das
unidades monoméricas, ou seja, realizar o sequenciamento mole-
cular. Neste contexto, o caso mais emblemadtico € o heteropolimero
constituido por adenina, timina, citocina e guanina, ou seja, o dcido
desoxirribonucléico (DNA).”*"! Essa problematica tem sido aborda-
da, principalmente, na utilizacdo do nanoporo da alfatoxina como
sequenciador de DNA, a aplicagdo considerada de maior relevancia
dessa ferramenta analitica. O nanoporo da alfatoxina € permedvel ao
DNA de fita simples (ssDNA), porém, devido ao seu grande nimero
de grupamentos fosfatos, esta molécula apresenta uma elevada carga
negativa, e isto € o principal fator responsavel por sua altissima ve-
locidade de translocacdo, com valores menores que 10 us por base.”
Neste caso, diversas alternativas foram propostas na tentativa de
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minimizar esse empecilho, uma delas € o aumento da viscosidade da
solu¢do eletrolitica, abordagem que teoricamente induz a diminuigdo
da velocidade de translocagdo, porém, os resultados experimentais
até entdo demonstram que os incrementos na viscosidade ainda néo
foram suficientes para permitir a discriminacao adequada das bases
nucleotidicas de maneira a vidvel para o sequenciamento de DNA.7>7

Sdo muitos os esforcos para melhoramento das condigdes ex-
perimentais e aperfeicoamento do nanoporo da alfatoxina, com a
finalidade de aplica-lo para detec¢do de diferentes moléculas.”

A molécula da alfatoxina apresenta condi¢des que favorecem
alteracdes em sua estrutura molecular por meio de técnicas de enge-
nharia genética que propiciam a producdo de nanoporos mutantes.
Assim sendo, é possivel realizar o remodelamento na molécula da
alfatoxina para produzir nanoporos adaptados a detecciio de analitos
com caracteristicas fisico-quimicas diversas; originando os nanopo-
ros proteicos funcionalizados (“adaptados” ou “planejados’) como
mostrado na Figura 3S.2#" Técnicas de mutagénese sitio especificas
foram realizadas para introdu¢ao de D-aminoécidos ndo encontrados
nos mamiferos superiores.?* O nanoporo da alfatoxina também pode
ser modificado quimicamente por meio do uso de substincias que rea-
gem seletivamente com o grupamento lateral de alguns aminodcidos,
permitindo a incorporacdo de uma diversidade de funcionalidades ao
nanoporo.” Os nanoporos proteicos funcionalizados jé estdo sendo
academicamente utilizados no biossensoriamento estocastico de uma
ampla variedade de moléculas em solugdo aquosa e potencial platafor-
ma ultrarrdpida e de baixo custo para o sequenciamento de DNA.""7
Zhao e colaboradores demonstraram, em 2009, que nanoporos mo-
dificados com residuos aromdticos apresentam uma maior afinidade
de interagd@o na detec¢do de peptideos curtos, incluindo aqueles que
diferem em apenas um aminodcido como mostrado na Figura 4S.7

Em outros estudos foi possivel modular a seletividade do nanopo-
ro da alfatoxina com o uso de adaptadores moleculares introduzidos
na sua constricéio, reduzindo ainda mais o diametro daquela regidio
e, desse modo, favorecendo maior especificidade com o objetivo de
facilitar a identificacio e a quantifica¢do de analitos, incluindo a de-
tecc@o de bases do DNA.3780 O melhor exemplo desses adaptadores
¢ a B-ciclodextrina.”®!

Outra abordagem para o aperfeicoamento da capacidade de
detec¢@o do nanoporo da alfatoxina € a modificacdo da solucio
eletrolitica banhante do nanoporo. A fundamenta¢do quimica para
esta abordagem se baseia no fato de que mudangas dos pardmetros
fisico-quimicos da solucdo eletrolitica influenciam na interagao
entre as moléculas.®? Assim sendo, as alteragdes na condutividade,
viscosidade e grau de estruturag@o da dgua da solug¢@o banhante do
nanoporo da alfatoxina, devido a sais de Hofmeister, influenciam na
intensidade da interagdo entre o analito e o nanoporo, possibilitando
a sintonizagdo da sensibilidade deste elemento sensor.?*3

A série de Hofmeister ou série liotropica € constituida por sais que
podem ser divididos em duas classes, caotrépicos e cosmotrépicos,
em fung¢do de sua capacidade de organizar as moléculas de dgua ao
redor do fon.** A eficdcia desses sais em precipitar macromoléculas
poliméricas aumenta com a sua capacidade de maior estruturagdo
das moléculas de dgua devido a presenca de fons cosmotrépicos,
consequentemente gerando o efeito salting-out.® Os fons caotrépicos
sdo responsaveis pelo efeito salting-in, uma vez que causam deses-
truturagio no grau de organizacdo da dgua.®

Os efeitos especificos dos fons dessa série sdo observados em
vdrias situa¢des como na estabilidade de proteinas,* interagoes pro-
teina-proteina, cristalizacdo de proteinas,*® atividade enzimética,*
desnaturacdo de macromoléculas bioldgicas® e crescimento bac-
teriano.”’ Além disso, a série de Hofmeister € observada em outros
fendmenos fisico-quimicos como tensdo superficial,” concentra¢do
micelar critica® e estabilidade coloidal.* Esses efeitos também
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ocorrem em solucgdes aquosas de eletrélitos, pois parimetros como
a viscosidade, densidade, indice de refracdo, elevacdo do ponto de
ebulicdo, pressdo osmdtica, dentre outras, mostram-se alterados
dependendo da composicéo e concentra¢do do sal.”

Os nanoporos proteicos representam uma regiao de confinamento
(“nanotubo de ensaio”) onde ciclos sistemdticos de hidratagdo e de-
sidrata¢@o ocorrem naturalmente com diversas espécies permeantes.
Os efeitos de Hofmeister devem ser perceptiveis nos casos em que as
dimensdes do nanoporo se aproximam ao valor do didmetro do fon a
ser transportado como, por exemplo, os canais de K* dependentes de
voltagem.®” Um dos primeiros estudos para verificar a influéncia dos
ions de Hofmeister nas propriedades dos canais idnicos foi realizado
por Grigorjev e Bezrukov em 1994.% Eles avaliaram a influéncia
dos fons halogénios (F-, CI,, Br, I') com o potdssio nos parametros
biofisicos (condutancia e seletividade) do canal idnico formado pelo
antibiético roflamycoin. Estes parametros foram dependentes do
tipo de eletrdlito. A condutancia do canal idnico unitdrio aumentou
em acordo com a série de Hofmeister (F'< Cl'< Br< I). Por outro
lado, a seletividade anidnica apresentou redugdo gradual, porém,
totalmente inversa com a série de Hofmeister.” Estabeleceu-se entao
que quanto maior for a natureza caotrépica do anion, mais forte € a
ligagd@o dos anions na estrutura proteica do canal e este desenvolve
uma seletividade catidnica devido a reducdo do fator eletrostitico
para os cétions.”®"’

O estudo dos efeitos de Hofmeister em sistemas confinados, como
os biossensores estocdsticos baseados no nanoporo da alfatoxina,
também tem se intensificado nos udltimos anos, tendo em vista o
potencial biotecnoldgico desse nanoporo.®”

Neste contexto, Rodrigues® e colaboradores demonstraram que o
aumento na concentragio da solugéo de KCI (de 1 mol L' para 4 mol
L") melhorou qualitativamente a sensibilidade do biossensor formado
pelo nanoporo da alfatoxina.*** Nesses estudos, estabeleceu-se uma
forte correlacio entre o aumento da concentracdo de um mesmo sal
com o nivel de sensibilidade do nanoporo em relacdo a deteccio
do polietilenoglicol (PEG), como demonstrado na determinacio do
limite de detecgdo representado na Figura 4A.% A sensibilidade deste
biossensor também depende fortemente do tipo de eletrélito que
compde a solugdo banhante, como descrito por Rodrigues® e cola-
boradores em 2011.% Nesse estudo avaliou-se a influéncia de anions
da familia VIIA no biossensoriamento estocdstico via nanoporo da
alfatoxina.”!'® Estabeleceu-se que o dnion halogénio influencia nas
propriedades deste sensor, pois a presen¢a do F- na solugdo banhante
do nanoporo da alfatoxina aumentou em aproximadamente 130 vezes
a sua sensibilidade, como pode ser visto na Figura 4B.!""Deste modo,
estabeleceu-se uma forte relagdo proporcional entre o aumento do
nivel de resoluc¢io do sensor para moléculas unitdrias e a composi¢ao
e concentragdo da solu¢@o salina, levando a necessidade de mais
estudos que verifiquem o potencial de outras solu¢des capazes de
aumentar a energia de interacdo do complexo analito—nanoporo.'®
Sugerimos, entdo, a possibilidade de realizar a sintonia da sensibi-
lidade do nanoporo da alfatoxina por meio da escolha adequada da
solucdo eletrolitica.

Aplicabilidade do nanoporo da alfatoxina

O nanoporo proteico unitrio formado pela incorporagao da alfa-
toxina em bicamada lipidica plana tem sido aplicado para detecgdo,
monitoracdo e caracterizacdo de moléculas relevantes em diversos
setores da atividade humana. Isto € possivel devido a capacidade
de multidetec¢do desse nanoporo, relativa facilidade de adaptacdes
em sua estrutura molecular e sua elevada estabilidade molecular. As
adaptacdes moleculares no nanoporo podem ser realizadas por meio
de mutagdes sitio especificas ou modificacdo quimica seletiva, e
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Figura 4. Influéncia da concentragdo e composi¢do da solugdo na sensibilidade do nanoporo da alfatoxina. A) O valor da concentragdo do polietilenoglicol
(PEG 2000) é menor (0,7 umol L) na presenc¢a da solugao iénica de elevada concentragdo de KCI (4 mol L), portanto, o aumento da concentragdo do KClI de
1 para 4 mol L', aumentou a sensibilidade do nanoporo em aproximadamente 214 vezes. Adaptado da Ref. 98. B) O valor da concentragdo do polietilenoglicol
(PEG 1294) é menor (0,05 umol L) na presenca da solugdo ionica de fluoreto de potdssio (4 mol L), portanto, a substituicdo do iodeto pelo fluoreto aumentou
a sensibilidade do nanoporo em aproximadamente 130 vezes. As setas horizontais indicam o menor valor de concentragdo do analito (PEG), considerando a
frequéncia dos bloqueios na corrente ionica, maior ou igual a 1 Hz como indicado pela linha vertical. Adaptado da Ref. 100

permitem a incorporagdo de funcionalidades ao nanoporo. A elevada
estabilidade molecular viabiliza a variacdo de pardmetros fisico-qui-
micos da solu¢do eletrolitica, enquanto a integridade funcional do
nanoporo € mantida, permitindo a adequagdo de sua sensibilidade a
diversos analitos.

Detecgdo de ions divalentes e monovalentes em explosivos liquidos

Braha® e colaboradores, utilizando um nanoporo de alfatoxina
mutante (substituicdo dos aminodcidos das posicdes 123, 125, 133
e 135 por histidinas), conseguiram detectar simultaneamente fons
divalentes em meio aquoso, como demonstrado na Figura 5.7 Estas
mutacdes introduziram um sitio de ligag@o no interior do nanoporo,
que € ocupado de maneira mutuamente exclusiva pelos fons divalentes
adicionados em um dos lados da bicamada lipidica como mostrado

25

na Figura SA. Na Figura 5B observam-se os registros de bloqueios
da corrente i6nica, induzidos por fons Zn*?, Co*?, Cd*2. O nanoporo
mutante realizou a detec¢do dos fons de Co*? e Zn*? presentes simul-
taneamente na solugdo como indicado na Figura 5C.

Em outro estudo, Jayawardhana®® e colaboradores demonstraram,
em 2009, que o método do biossensoriamento estocdstico baseado no
nanoporo da alfatoxina também € rapido e sensivel na detecgdo de cd-
tions monovalentes. A detec¢ao com eficécia e rapidez de cdtions mo-
novalentes pode ser util, uma vez que alguns deles sdo componentes de
explosivos liquidos utilizados em atentados terroristas. Normalmente
esses explosivos sdo misturas bindrias nas quais apenas um ou ambos
os compostos sdo liquidos. Além disso, os componentes isolada-
mente ndo sio explosivos e podem ser de maneira furtiva facilmente
transportados. Nesse trabalho utilizou-se o nanoporo da alfatoxina
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Figura 5. Capacidade do nanoporo da alfatoxina em detectar ions divalentes. (A) Representagdo esquemdtica do sitio de ligagdo introduzido por mutagdo
no interior do nanoporo da alfatoxina. As setas indicam a intera¢do de um ion (circulo cheio ou vazio) com o sitio de ligagdo. (B) Registros de bloqueios da
corrente idnica, caracteristicos de cada ion (Zn*?, Co*?, Cd**). Cada registro resulta de um experimento em que apenas um dos ions foi adicionado a solugdo
eletrolitica. (C) Registros da corrente idnica na presenga de apenas ions de Co*? na solugdo eletrolitica (primeiro tra¢ado). Os trés tracados inferiores repre-
sentam sequencialmente os registros da corrente idnica a medida que se aumentou a concentracdo do Zn*? para 35, 110 e 231 nmol L, respectivamente. As

linhas cheias e tracejadas indicam o perfil de bloqueio na corrente, caracteristico do Co*? ou Zn*?, respectivamente. Adaptado da Ref. 25
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do tipo selvagem com um adaptador, a boromicina, e como solucio
banhante do nanoporo, além dos eletrdlitos normalmente utilizados
(KC1 ou NaCl), foi adicionado também um liquido i6nico, o Cloreto
de Butilmetilimidazol (BMIM-CI). Nessas condi¢des, 0 nanoporo
detectou vdrios componentes idnicos presentes na composi¢cdo de
explosivos liquidos, tais como: cloreto de trietilamonio (TEA), cloreto
de dietilamo6nio (DEA), hidrocloreto 4-(2cloretil) morfolina (CM),
dicloridrato de hidrazina (HZ), cloreto de tetractilamonio (TMA),
cloreto de potdssio (KCI) e cloreto de amonio (NH,Cl).?

Discriminag¢do de moléculas enantioméricas

Kang®' e colaboradores relataram, em 2006, a capacidade que o
nanoporo da alfatoxina possui em discriminar concomitantemente
analitos enantioméricos. Nesse estudo foi utilizada uma alfatoxina
mutante acoplada a uma B-ciclodextrina (BCD) para aumentar a
especificidade do nanoporo, permitindo a detec¢ao das formas enan-
tioméricas do ibuprofeno, como representado na Figura 6.7
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Figura 6. Capacidade do nanoporo da alfatoxina na discriminagdo de
moléculas enantioméricas. A -ciclodextrina (CD) foi acoplada na regido
mais estreita do nanoporo da alfatoxina mutante, diminuindo ainda mais seu
diametro, portanto, reduz a corrente iénica que passa através do nanoporo
como indicado pela linha continua nos registros. a) Registro dos bloqueios
na corrente iénica caracteristica do (S)-ibuprofeno. A linha tracejada indica
a amplitude dos bloqueios; b) Registro dos bloqueios na corrente ionica ca-
racteristica do (R)-ibuprofeno; c) Registro dos bloqueios da corrente idnica
de ambas as formas enantioméricas do ibuprofeno. Ao lado direito de cada
registro, os respectivos histogramas de amplitude dos bloqueios da corrente
ionica. Nota-se claramente que o nanoporo é capaz de discriminar as formas
enantioméricas do ibuprofeno. Adaptado da Ref. 27

Detecgdo de armas quimicas

O combate ao terrorismo tornou-se uma prioridade internacional
devido ao aumento das ameacas nos tltimos anos. Uma das neces-
sidades urgentes em combater o terrorismo € melhorar a capacidade
atual de deteccdo e identificagdo com precisdo e rapidez, de agentes
quimicos que podem ser usados para ataque terrorista ou como arma
quimica. No estudo de Liu* e colaboradores foi demonstrada a utili-
zagdo do nanoporo formado pela alfatoxina na deteccao de explosivos
como o trinitrotolueno (TNT), agente quimico bastante utilizado
em aplicacdes militares e industriais. Adicionalmente o nanoporo
formado pela alfatoxina mostrou-se bastante eficaz na detec¢do de
organofosforados, os quais representam um dos grupos quimicos mais
toxicos de substincias quimicas desenvolvidas para fins militares.
Os organofosforados sdo utilizados em alguns defensivos agricolas.
O limite de deteccdo desse composto detectado pelo nanoporo da
alfatoxina foi significativamente inferior aos limites exigidos pelo
exército americano.*® Para a detec¢@o do organofosforado PMPA
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(pinacolil metilfosfanato) a B-ciclodextrina foi utilizada com um
adaptador molecular acoplado no nanoporo objetivando diminuir
o didmetro da constri¢do e, assim, aumentar a interagdo do PMPA
com o nanoporo. Esse acoplador melhorou a detec¢do das molé-
culas unitdrias do organofosforado. Esse estudo demonstrou que o
nanoporo da alfatoxina apresenta grande potencial para aplicacdes
na drea de seguranca.

Detecgdo de drogas ilicitas

Em estudo realizado por Kawano® e colaboradores foi descrita
uma metodologia para a detec¢do rdpida e altamente seletiva de
cocaina utilizando um nanoporo proteico acoplado com um apta-
mero de DNA.? Os aptimeros sdo dcidos nucléicos geneticamente
modificados para terem propriedades especificas de reconhecimento
para moléculas. Eles demonstraram que o nanoporo foi capaz de
detectar uma concentracdo baixissima de cocaina, 300 ng/mL, em
apenas 60 segundos. Além disso, este sistema pode ser aplicado
ndo s para a cocaina, mas para uma grande variedade de analitos,
dependendo apenas da especificidade do aptdmero. Estudos nesta
diretriz s@o de extrema importancia, pois se acredita que esse mé-
todo possa auxiliar no desenvolvimento de um teste para drogas
ilicitas em tempo real.

Espectrometro de massa para homopolimeros

A determinacdo da massa, tamanho e concentra¢do de moléculas
em amostras é de grande interesse cientifico e tecnoldgico.!"12 A
principal técnica padro para determinag¢@o da massa de moléculas € a
ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI).!%3-1%Esta
técnica, apesar de amplamente empregada, apresenta o inconveniente
de ser um ensaio destrutivo e ndo permitir a andlise em meio liquido.*®
Gragas aos estudos que demonstram maior sensibilidade do nanoporo
da alfatoxina em solugdes eletroliticas com valor de concentracéo de
aproximadamente 4 mol L!,2% foi possivel pioneiramente utilizar
este nanoporo como espectrometro de massa para o polietilenoglicol
(PEG). Foram analisadas amostras polidispersas de PEG 1500 e
também amostras monodispersas de PEG 1294.!83! Demonstrou-se
uma boa correlacdo entre os espectrogramas obtidos com o nanoporo
da alfatoxina e pela técnica do MALDI como visto na Figura 7, por-
tanto, o nanoporo consegue discriminar polietilenoglicéis, diferentes
em apenas uma unidade monomérica. Um diferencial importante no
emprego do nanoporo da alfatoxina como espectrometro de massa
é que todo o processamento da amostra ocorre em meio aquoso,
portanto, ndo ha a destruicio do polimero, possibilitando inclusive
o reaproveitamento das moléculas analisadas.

Sequenciador de dcido desoxirribonucléico

O uso de nanoporos para o sequenciamento de biopolimeros
foi proposto ha mais de uma década, com a primeira demonstragao
experimental da translocac¢do de 4cido desoxirribonucléico de fita
simples (ss-DNA) através do nanoporo proteico da alfatoxina.'®
Uma vantagem importante dessa abordagem em relacéio aos métodos
de sequenciamento por sintese € que, além de ser uma técnica mais
direta, ela apresenta uma inerente capacidade de leitura bidirecional
do ss-DNA, possibilitando que a mesma fita de DNA seja sequencia-
da novamente. %197 A tecnologia de detecc¢do baseada em nanoporo
possibilitard um sequenciamento de 4cidos nucléicos, com maior
rapidez de andlise e sem a necessidade de marcagio ou amplificagio
do DNA 21919 Nesta tecnologia a fita de ss-DNA sofre um processo
de nanoeletroforese translocando-se por meio do nanoporo, gerando
bloqueios na corrente idnica caracteristicos de cada base nucleotidica,
como representado na Figura 8.2

Significativos avancos na aplica¢do de nanoporos proteicos no
desenvolvimento de sequenciadores de DNA ocorreram nos tltimos
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Figura 7. Nanoporo da alfatoxina como espectrometro de massas. Espectro

de massa (superior) para o polietilenoglicol (PEG 1500, Mr=1500 g/mol)
polidisperso obtido com o nanoporo unitdrio comparado ao espectro de massa
(inferior) obtido pelo MALDI-TOF. Os histogramas representam o valor mé-
dio da corrente para cada amplitude de bloqueio referente a cada molécula
do polimero. Os niimeros na parte superior em cada “pico” do histograma
indicam a quantidade de monoémeros do etilenoglicol em cada molécula do
polimero. Os maiores valores de I/1,

open

correspondem as moléculas de PEG
de menor massa molecular. O I indica o valor de corrente ibnica através do
é o valor de
corrente quando ndo hd moléculas de PEG no interior do nanoporo da alfa-

nanoporo quando este é ocupado pelo polietilenoglicol, e 1,,,,
toxina. O “pico” indicado pelo niimero 28 corresponde a andlise da amostra
de polietilenoglicol (PEG 1294) monodisperso. No MALDI-MS devido ao
processo de desorgdo e ionizagdo, cada molécula do PEG perde um O ou
OH. Adaptado da Ref. 18

seis anos, devido principalmente ao incentivo dado pelo financiamento
da Unido Européia ao projeto intitulado “Dispositivos e Abordagens
Revolucionarias para Acidos Nucléicos” (The Revolutionary
Approaches and Devices for Nucleic Acid - READNA). Esse projeto
tinha como objetivo principal desenvolver plataformas de sequen-
ciamento de DNA que permitissem sequenciar o genoma humano
com custo total de até mil délares e tempo maximo de 24 horas.'
O nanoporo da alfatoxina preencheu esses requisitos e se tornou a
plataforma de sequenciamento de terceira geragdo anunciada recen-
temente pela Oxford Nanopore Technologies.!'® Outros grupos ainda
trabalham no desenvolvimento de plataformas de sequenciamento de
DNA, porém, baseados em nanoporos sintéticos.””!!!

60

50
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Monitoragdo de microcistinas na dgua

As microcistinas sao heptapeptideos ciclicos téxicos produzidos
por diversas espécies de bactérias do género Microcystis, e sua pre-
senca no meio aquoso em concentragao superior a 1 pg L torna a
dgua inadequada a ingestdo pelos seres humanos.!'>!"* Atualmente
ja foram relatadas mais de 80 diferentes variantes estruturais de
microcistinas, e todas apresentam alguns D-aminoacidos. Dentre
elas destacam-se a microcistina LR (MC-LR), microcistina RR,
microcistina YR, sendo a primeira considerada a mais téxica. A
MC-LR € um potente inibidor de fosfatases de proteinas e apre-
sentam toxicidade considerdvel para mamiferos, podendo levar a
desorganizacdo celular total do tecido hepdtico.!'* As microcistinas
sdo encontradas em reservatorios de dgua doce, porém, desde que
a MC-LR foi encontrada em dguas salgadas, estudos adicionais
tém sido relatados para a detecc@o delas.''> A grande variabilidade
estrutural das microcistinas representa um empecilho a mais para a
monitoracdo, caracteriza¢do e identificacdo confidvel destas molé-
culas em meio aquoso, exigindo atualmente o emprego de diversos
métodos analiticos, dentre os quais se destacam os bioensaios com
ratos, imunoensaios (ELISA), ensaios bioquimicos dependentes da
inibi¢do de atividade enzimadtica, cromatografia liquida de alto de-
sempenho (HPLC) e espectrometria de massas.''® Adicionalmente,
ensaios com microscopia de forca atdmica foi relatado na identifi-
cacdo de microcistina,''’ e também a utilizacdo do método analitico
sem uso da acetonitrila, para andlise de microcistinas por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia.'"”

Recentemente relatou-se que o nanoporo da alfatoxina € capaz
ndo somente de detectar, mas também discriminar até 3 variantes de
microcistinas em meio aquoso.? Nesse estudo demonstrou-se que o
método baseado neste nanoporo permite a diferenciacdo concomitante
de até trés microcistinas presentes em solugdo de elevada forga idnica
como observado na Figura 55.%

CONSIDERACOES FINAIS

O biossensoriamento estocdstico € inerente a todos os seres vivos
e desempenha um papel importante para sua sobrevivéncia, uma vez
que possibilitam aos organismos uni ou multicelulares interagirem
adequadamente com os diversos meios até os dias atuais. Por outro
lado, mesmo com vdrios estudos sobre os fendmenos celulares, so-
mente com o advento da Nanobiotecnologia foi possivel ao homem
iniciar de maneira sistematica o emprego de processos biomiméticos
e nanobioestruturas no desenvolvimento de métodos e potenciais
dispositivos praticos baseados no biossensoriamento estocdstico,
como os biossensores formados por nanoporos proteicos unitdrios ou
individuais. Os nanoporos proteicos tém-se mostrado, principalmen-
te do ponto de vista académico, como ferramentas moleculares de

CGC TCACCCCTC TGCA T o S [

304 306

308 310 312

Tempo (S)

Figura 8. Nanoporo da alfatoxina como sequenciador de DNA. Representacdo esquemdtica do padrao de bloqueios na corrente idnica através do nanoporo

da alfatoxina durante a transloca¢do de ss-DNA. Observe que a amplitude dos bloqueios indicados pelas faixas coloridas é caracteristica de cada base nucle-

otidica, representadas por: T=timina, A=adenina, C=citosina, G=guanina. Adaptado da Ref. 2
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medigdo capazes de quantificar, detectar, identificar e caracterizar uma
grande variedade de moléculas, desde as mais simples, como fons,
até as mais complexas, como o DNA. Por outro lado, ainda hd muito
a ser teoricamente elucidado e tecnicamente aperfeigoado, até que a
sociedade possa se beneficiar com a ampla utilizag@o de dispositivos
praticos baseados nos nanoporos proteicos unitdrios. Com relagdo
a abordagem tedrica faz-se necessario aumentar significativamente
o entendimento dos mecanismos moleculares da interacdo analito-
-nanoporo, enquanto se aperfei¢oa o futuro dispositivo pratico em
termos de miniaturizacdo, portabilidade e longevidade da bicamada
lipidica, atualmente considerado um bom suporte para o nanoporo
proteico. O emprego de simulag¢do de dindmica molecular (SDM) vem
sendo utilizada e pode esclarecer ou corroborar alguns achados expe-
rimentais importantes, bem como permitir a predicdo de resultados
dificeis de serem obtidos com precisdo pelas técnicas experimentais
atuais. A SDM permite, por exemplo, estudar teoricamente o fluxo
dos fons através dos nanoporos proteicos e as interagdes eletrostaticas
do analito no interior do nanoporo.

Finalmente, o foco principal das pesquisas sobre o biossensoria-
mento estocdstico via nanoporo da alfatoxina consiste em produzir
dispositivos comerciais direcionados a solucdo de problemas rela-
cionados a satde da sociedade moderna, em que os individuos estido
cada vez mais expostos a nanopoluentes, cuja agdo maléfica nos
humanos e outros seres ainda ndo estd adequadamente compreendida.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estdo
disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.
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