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Aplicabilidade dos Aptameros de
Oligonucleotideos

Amanda G. da Silva & Adriana F Neves

O campo tecnoldogico de aptameros apresenta crescimento devido a versatilidade
destas moléculas conformacionais. Aptameros de 4cido nucleicos sdo oligonucleotideos
que interagem com moléculas-alvo organicas ou inorganicas e sao utilizados em pesquisas
biotecnologicas. O entendimento da sele¢do, caracteristicas basicas e funcionais ¢
fundamental para o desenvolvimento de novos materiais baseados nesses ligantes para
uso na pesquisa ¢ industria biotecnologica. O presente trabalho aborda a tecnologia de
aptameros de oligonucleotideos nos aspectos teoricos e praticos. As abordagens pela
quimica combinatoria serdo seguidas pela descri¢ao das possiveis aplicacdes e finalmente
a previsao conformacional das moléculas para avaliagdo como potencial aptamero para
um alvo.
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The technology field of aptamers development shows growth due to versatility of
these conformational nucleic acid molecules. Nucleic acid aptamers are oligonucleotides
that interact with organic or inorganic target molecules and are used in biotechnological
researches. The understanding of the selection, basic and functional characteristics
is fundamental to develop new materials based on these potential ligands for use in
biotechnological research and industry. The present work approaches the oligonucleotide
aptamers technology in their theoretical and practical aspects. Approaches for
combinatorial chemistry will be followed by the description of possible applications, and
finally with conformational prediction of molecules to evaluation as a potential aptamer
to a target.
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Quimica Combinatéria na
Selecao de AptGmeros

Baseada no principio de produzir rapidamente muitos
compostos quimicos em pequena escala, a quimica
combinatoéria ¢ uma importante ferramenta desenvolvida
por pesquisadores da industria farmacéutica a fim de
reduzir o tempo e os custos associados a producao de novos
farmacos. Elatem como caracteristica a producéo e pesquisa
de grandes bibliotecas, para identificacdo de compostos e
isolamento de moléculas funcionais'. Os acidos nucleicos
sd0 compostos atraentes para a quimica combinatéria,
pois formam estruturas terciarias bem definidas e podem
ser amplificados por meio de sintese enzimatica. Partindo
do uso de bibliotecas combinatoérias de oligonucleotideos,
o método SELEX (Systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) permite a selecéo, em larga escala,
de ligantes especificos a uma molécula alvo. Estes ligantes
que podem ser selecionados, in vitro, sdo oligonucleotideos
denominados aptdmeros>.

Assim, os aptameros podem ser definidos como
moléculas de DNA ou de RNA de fita simples que sdo
selecionados para diferentes alvos, a partir de uma
biblioteca de moléculas contendo sequéncias produzidas
aleatoriamente’. A afinidade entre o aptamero e o alvo pode
ocorrer por interagdes entre compostos aromaticos e por
pareamento de bases dos aptameros, interacdes de van der
Waals, interagdes eletrostaticas entre grupos carregados ou
ligagdes de hidrogénio®.

Além de tais interagdes, o aptamero pode sofrer uma
mudanca conformacional adaptativa na presenca do alvo. A
capacidade de dobramento do aptdmero em uma estrutura
tridimensional bem definida permite que este consiga
circundar completamente substancias pequenas, tais como
ions, por meio de um sitio de ligagdo especifico. Para
compostos com alta massa molecular, como proteinas,
diferentes estruturas da superficie do alvo podem estar
envolvidas na intera¢ao com o aptimero’.

VANTAGENS DA UTILIZACAO DE APTAMEROS
A capacidade de reconhecimento molecular dos
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aptameros faz com sejam comparados aos anticorpos
proteicos, utilizados nas rotinas de laboratorios clinicos
para a deteccdo de doengas®. Os aptimeros tém sido
denominados como anticorpos de DNA, pois podem
superar as desvantagens apresentadas pelas proteinas’, visto
que apresentam uma ligagdo com maior especificidade
¢ afinidade com o alvo ¢ constantes de equilibrio de
dissociagdo (Kd) na faixa de nM a pM&.

Os anticorpos sdo produzidos contra proteinas
imunogénicas, enquanto os aptdmeros podem ser
selecionados contra uma ampla variedade de alvos,
incluindo proteinas, ions ou células inteiras, sem nenhum
risco de produzir uma resposta imune negativa®. Assim, os
aptameros possuem baixa imunogenicidade e toxicidade,
uma vez que os acidos nucleicos podem passar despercebidos
pelo sistema imunoldgico humano como agentes estranhos®.

Outras propriedades destas moléculas de acidos
nucleicos estdo em sua simples preparacdo que requer
pouco tempo de fabricagdo, podendo ser quimicamente
modificados para melhorar sua eficiéncia e reduzir sua
degradagdo no ambiente celular e tecidual. Além disso,
possuem estabilidade por serem moléculas termoestaveis,
cuja conservacdo e transporte podem ocorrer em temperatura
ambiente. Deste modo, estes ligantes apresentam grandes
potenciais no desenvolvimento de ensaios rapidos e
eficientes para diagnéstico, terapia, reconhecimento de
patéogenos e como biossensores” '°. Tais caracteristicas
contribuem para um baixo custo de producdo, sendo este
um importante diferencial para as industrias farmacéuticas
e biotecnoldgicas. A principal desvantagem dos aptdmeros
¢ que eles podem ser atacados por nucleases celulares. No
entanto, varias alteragdes quimicas, tanto na estrutura do
componente de aglcar quanto na base organica, podem
torna-los resistentes a degradagéo por nucleases'.

Durante o processo de selecdo e na pods-selecdo, os
aptameros podem ser quimicamente sintetizados pela
Reagcdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR). A PCR ¢ uma técnica enzimatica de
replicacdo, in vitro, de acidos nucleicos, gerando resultados
com alta sensibilidade e especificidade de amplificagdo de
uma sequéncia. Apds o desenvolvimento desta técnica por
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Karry Mullis, varios beneficios posteriores foram sendo
obtidos para estudos de expressdo génica, deteccao de
patdgenos, criminalistica e area forense, exames de vinculo
genético, bem como no diagndstico de doengas''. Pelo
potencial inovador da PCR, Karry Mullis foi laureado com
0 Prémio Nobel em Quimica no ano de 1993 e variagdes
da técnica original surgiram posteriormente para melhoria
dos ensaios de amplificacdo de acidos nucleicos, in vitro'.

Dentre as variagdes da PCR, destaca-se a qPCR
(Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction),
a qual detecta o produto de DNA que ¢ amplificado
apds a cada ciclo de reagdo, em tempo real, utilizando
diferentes tipos de fluorescéncia®. Por ser um sistema
fechado, a qPCR melhorou significativamente a detecgdo
e quantificacdo de acidos nucleicos de varios alvos
que podem estar presentes em alimentos, amostras
contaminadas com virus, na microbiologia, na oncologia e
na imunologia humana e animal'*!*. Qutra varia¢do dessa
técnica ¢ a apta-qPCR, a qual combina a sensibilidade
da amplificagdo do acido nucleico, com a seletividade
dos aptameros'¢, permitindo avaliar o limite de detec¢do
do alvo'” e até mesmo a estabilidade destas moléculas
em amostras biologicas, a fim de caracterizar as suas
propriedades farmacocinéticas'®.

Diante do exposto, apesar do dominio no mercado
global de medicamentos por parte dos anticorpos, o
mercado de aptdmeros apresenta um crescimento continuo
e espera-se que faga grandes contribui¢des para a industria
teranostica, termo proveniente da juncdo da terapia e do
diagnostico de doengas. Estima-se que em 2020, a indtstria
destas moléculas alcance rendimento de 244,93 milhdes
de dolares. Existem empresas baseadas em aptameros que
estdo ativamente engajadas em pesquisas de diagndstico
e terapéutica para comercializa-los globalmente.
Estas empresas procuram atender varias necessidades
teranosticas, ja havendo alguns produtos baseados em
aptameros disponiveis comercialmente, enquanto outros
podem chegar ao mercado nos proximos 5 a 10 anos'.

Com estudos que demonstraram resultados potenciais
de diagndstico, metodologias  empregando
aptameros em tecnologias de “point of care” (POC) vém

varias
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sendo desenvolvidas®. Os aptdmeros foram utilizados em
varias plataformas de diagndstico no local de atendimento,
incluindo ensaio de dot-blot, com sensores eletroquimicos,
ensaios a base de fluorescéncia, com nanoparticulas e
testes de fluxo lateral. Além disso, a aplicacdo desta
tecnologia nao ¢ limitada somente a doengas, mas possui
ampla aplicacdo como em locais de poluentes ambientais,
pesticidas e contaminantes de metais pesados?'.

Em relagdo a agdo terapéutica, estudos sobre a acdo dos
aptameros contra diferentes doencgas que acometem a satide
humana tém sido publicados® e muitas destas moléculas
estdo em fases de triagens clinicas'”. O medicamento
Macugen foi o primeiro aptdmero aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA/Estados Unidos), tendo como
alvo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF165)
para tratamento da degeneracdo macular relacionada a
idade (DMRI)®. Esta ¢é a principal causa de cegueira em
pessoas com mais de 50 anos nos Estados Unidos, podendo
ser ocasionada pelo crescimento de vasos sanguineos que
¢ estimulado pelo VEGF165. Assim, o aptamero se liga ao
VEGF165 inibindo sua ligacao ao receptor de superficie de
membrana, VEGFR1 ou VEGFR2*.

PREDICAO, IN SILICO, DE ESTRUTURAS
CONFORMACIONAIS DE APTAMEROS

O grupo de pesquisa do Laboratério de Biologia
Molecular da UFG/Regional Cataldo (LaBioMol/UFG-RC)
em parceria com o Instituto Nacional de Ciénciae Tecnologia
em Terandstica e Nanobiotecnologia (INCT-TeraNano)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), e com
financiamentos provenientes do CNPQ, FAPEG, CAPES
e PPSUS tem desenvolvido estudos na linha de selecdo
e caracterizacdo de aptameros ligantes a alvos celulares
e moleculares voltados para doengas infecciosas como a
dengue e mais recentemente zika. A partir destes estudos,
Cnossen e colaboradores (2017) apresentaram potenciais
aptameros ligantes a importantes regides regulatorias do
virus da Dengue®. Tais aptdmeros anti-dengue tém sido
avaliados quanto a sua aplicagdo terandstica para o controle
e a prevencado da infecgdo viral, bem como no diagndstico
da doenga.
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Uma das formas de se avaliar os aptdmeros apos selegio
¢ baseada na sua conformacgdo secundaria que pode ser
obtida por meio de webservers. Estas andlises estruturais
auxiliam na compreensdo do reconhecimento molecular
e interacdo do aptamero com o alvo cujas predigdes das
estruturas secundarias sdo obtidas a partir da energia livre
da molécula®. Dentre as conformagdes adquiridas, os loops
e hairpins sdo as regides com maiores probabilidades
de interagdo com o alvo, pois como possuem as bases
desemparelhadas apresentando maior flexibilidade, de
forma a alterar a sua conformacdo para formar um “sitio”
de ligagdo e circundar o ligante, ou para a formagdo de
ligagdes de hidrogénio?.

Na figura 1, estdo apresentadas diferentes estruturas
preditas de um mesmo aptamero selecionado pelo grupo
do LaBioMol/UFG-RC em diferentes condi¢des ionicas
e de temperatura. Para gerar estas estruturas, foram
utilizados os webserves RNAComposer® e Mfold*, os

secundarias, respectivamente. O Mfold foi utilizado por
oferecer a predicao estrutural com base na probabilidade de
pareamento de bases da molécula e a analise da estabilidade
¢ feita por meio da energia livre (AG), ¢ de acordo com
outros parametros, tais como a temperatura, a concentracao
dos ions magnésio e o sddio®.

Estes dados demonstram que a variagdo da temperatura
e a alteracdo de sais, tais como pela adi¢do do ion Mg*,
modificam as estruturas secunddrias e terciarias da
molécula, levando a alteragdes na estabilidade do aptamero.

Com o aumento da temperatura de 25°C para 60°C
nota-se uma alteragdo no tamanho do /oop do aptamero. A
adig¢do de magnésio reduziu ainda mais o loop promovendo
a formacdo de uma estrutura mais rigida da molécula pelo
aumento do AG, o que dificultaria o acesso e interagdo
com o alvo nesta condi¢do. As mudangas observadas na
predicao da estrutura secundaria foram refletidas também

quais geraram estruturas tridimensionais ¢ estruturas nas estruturas tridimensionais.
25°C 60 °C 60°C
1M de Na 1Mde Na 1Mde Na
AG =-7.33 keal/mol AG =-2,71 kcal/mol 1Mde Mg
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Figura 1: Predigdo das estruturas secundarias e terciarias de um aptamero anti-dengue com diferentes condi¢des de temperatura e concentragao

de Na" e Mg
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Consideracoes Finais

Desde o desenvolvimento do método SELEX,
a tecnologia de desenvolvimento de aptdmeros tem
crescido expressivamente, visto que o método de
selecdo e caracterizacdo destas moléculas teve melhorias
significativas o que acarretou aplicacdes em diferentes
areas. Dessa forma, os aptdmeros podem levar a obtencao
de plataformas biotecnolégicas mais rapidas e baratas.
Estas plataformas poderdo ser facilmente adaptaveis em
laboratérios ou a campo, permitindo uma vasta aplicacao
na terandstica de diversas doengas que acometem a
satde animal, humana, na agroindustria, bem como no
biossensoriamento na area ambiental.
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