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Donde, pois, vem a sabedoria? Onde esta o lugar do entendimento? Esta
encoberta aos olhos de todo vivente, e oculta as aves do céu. O Abadom e a
morte dizem: Ouvimos com 0s nossos ouvidos um rumor dela. Deus entende o
seu caminho, e ele sabe o seu lugar. Porque ele perscruta até as extremidades
da terra, sim, ele vé tudo o que ha debaixo do céu. Quando regulou o peso do
vento, e fixou a medida das aguas; quando prescreveu leis para a chuva e
caminho para o reldmpago dos trovdes; entdo viu a sabedoria e a manifestou;
estabeleceu-a, e também a esquadrinhou. E disse ao homem: Eis que o temor
do Senhor é a sabedoria, e 0 apartar-se do mal é o entendimento.

(Jo 28, 20-28)



RESUMO

O aumento do numero de notificagdes de infecgdes causadas pela dengue esta
se tornando uma grande preocupagao para os programas globais de saude.
Tecnologias combinatdrias destinadas a selecdo de ligantes especificos de
acidos nucléicos curtos conformacionais contra alvos virais, também chamados
aptéameros, podem ser conseguidos pelas selecbes em larga escala, utilizando
a tecnologia do SELEX gendmico. Nossa hipotese é que os aptdmeros podem
ser selecionados diretamente contra as estruturas conformacionais de RNA da
dengue, as quais apresentam elementos funcionais na sequéncia 5-UTR, que
formam interagdes RNA-RNA e RNA-proteina, e desempenham papéis
importantes no processo de infecgdo. O nosso objetivo foi selecionar e
caracterizar aptameros que se ligam a regido 5-UTR utilizando o método
matrix-free SELEX . Produtos do oitavo ciclo de selecdo foram isolados,
clonados e sequenciados, e 14 ligantes foram escolhidos para a caracterizagéo
in silico. Os aptameros foram agrupados em trés familias de acordo com a
homologia das sequéncias, e ribonucleotideos conservados geraram motivos
lineares especificos. Sequéncias motivos foram detectadas em regibes
aleatdrias de nucleotideos variando de 31-40 nt que apresentaram a maior
afinidade para DENV1 e 3. As novas moléculas e processos descritos neste
estudo abrem novas perspectivas para a pesquisa e aplicagdes na dengue, e
os aptameros selecionados podem ser usados tanto como ferramentas
diagndsticas ou terapéuticas. As analises in silico revelaram que a ligagao do
aptameros ao seu alvo de RNA pode levar a alteragdes na estrutura secundaria
do RNA viral, e provavelmente levando a perda da sua conformagao original e
impedindo a sua replicacdo e/ou o processo de transcricdo. As analises
também demonstraram que os aptameros apresentaram um largo espectro de
hibridacdo ao DENV1 e 3, mesmo na presenca de mutagdes em diferentes
subtipos, 0 que sugere a sua possivel utilizagdo nos outros dois sorotipos,
DENV2 e 4. Esta é a primeira descricdo de aptameros contra a estrutura de
RNA do Virus da Dengue com implicagdes importantes no controle da doenca.

Palavras-chave: Dengue, SELEX, Aptameros, Ribonucleotideo



ABSTRACT
The increasing number of notifications of dengue infections is becoming a very
important concern for global healthcare programs. Combinatorial technologies
aiming the selection of specific short conformational nucleic acid ligands against
viral targets, also called aptamers, can be achieved by large-scale selections
using the genomic SELEX technology. Our hypothesis is that aptamers can be
directly selected against dengue RNA conformational structures that present
functional elements in the 5-UTR sequence, which form RNA-RNA and protein-
RNA interactions, and play significant roles in the infection process. Our aim
was to select and characterize aptamers that bind to the 5-UTR using the
matrix-free SELEX method. Products from the eighth selection cycle were
isolated, cloned and sequenced, and 14 ligands were chosen forin
silico characterization. Aptamers were grouped into three families according to
their sequence homology, and conserved ribonucleotides generated specific
linear motifs. Sequences motifs were detected in random nucleotides regions
ranging from 31 to 40 nt, which showed higher affinity to DENV1 and 3 virus.
The novel molecules and processes described in this study open new insights
for dengue research and applications, and the selected aptamers can be used
either as diagnostic or therapeutic tools. In silico analyses revealed that
aptamer binding to its RNA target may lead to alterations of viral RNA
secondary structures, and is probably leading to the loss of its original
conformational and preventing its replication and/or the transcription
process. The analyses also demonstrated that aptamers presented a broad
hybridization spectrum to DENV1 and 3 even in the presence of mutations in
different subtypes, which suggest its possible use in the other two serotypes,
DENV2 and 4. This is the first description of aptamers against the RNA

structure of Dengue Virus with important implications in the disease control.

Key-words: Dengue, SELEX, Aptamers, Ribonucleotide
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INTRODUGAO

1.1- Dados epidemiolégicos

A dengue é causada por um virus classificado como arbovirus (virus
transmitido a humanos por insetos) pertencente ao género Flavivirus, familia
Flaviviridae (MACIEL et al., 2008). O virus é mais prevalente em areas tropicais
e subtropicais, onde as condi¢des eco-epidemioldgicos parecem sustenta-lo.

Atualmente as infec¢des provocadas pelo virus da dengue (DENV) sao
causa séria de mortalidade na maioria das regides tropicais e subtropicais do
mundo: cerca de 50-100 milhdes de pessoas sdo infectadas anualmente
(GUZMAN & VASQUEZ, 2010), mais de 2,5 bilhdes de pessoas habitam em
areas consideradas endémicas e mais de 100 paises estdo em risco de
transmiss&o da doenca (GUZMAN & KOURI, 2004).

O primeiro isolamento do DENV (DENV1 e 4) no Brasil ocorreu em 1981,
no norte do estado de Roraima, a partir de pacientes com quadro de febre
aguda (OSANAI, 1983). No periodo de 1990 a 1999 foram registrados 479.848
casos e de 2000 até 2005, o numero anual de casos foi de 925.896, quase o
dobro dos registros da década de 90 (NATHAN & DAYAL-DRAGER, 2007).
Nas ultimas décadas tem aumentado, significativamente, o numero de casos
notificados da doenga, levando muitas pessoas a obito.

Em 2002, com a introdugdo do DENV3, foi registrado o maior pico
epidémico da doenga no pais com uma taxa de mortes muito elevada (BRASIL,
2007), sendo que as maiores incidéncias de casos da doenca foram
registradas em individuos adultos. Contudo, entre 2007 e 2008 uma nova e
severa epidemia foi registrada no Rio de Janeiro, iniciada por DENV3 e depois
por DENV2, o qual foi responsavel por muitos casos fatais em criangas (SAN
MARTIN et al., 2010).

O DENV4 nao havia sido registrado na Amazénia Oriental Brasileira
desde 1982; contudo, em 2008 esse sorotipo viral foi registrado em trés
pacientes com nenhum historico de viagem para fora de Manaus. As
autoridades de saude brasileiras descartaram o trabalho considerando que em

suas ultimas analises nao houve surto de dengue por DENV4 no pais, mas
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existem evidéncias de que o genotipo tipo | do DENV4 pode ter circulado no
Brasil (FIGUEIREDO et al., 2008).

Em 2010, outro gendtipo do DENV4 foi detectado no Estado de Roraima,
o gendtipo tipo Il, que rapidamente se espalhou pelo Brasil, produzindo surtos
em areas do nordeste e sudeste do pais. Tanto a origem e evolugdo dos
genotipos (I e 1I) do DENV4 no norte e nordeste do Brasil foram analisados e as
analises filogeograficos confirmaram a co-circulacdo dos dois gendtipos no
Brasil. A presenga de um sorotipo contra o qual a populagdo ndo é imunizada
indica que o pais esta em risco de um aumento no numero de infec¢des pelo
virus, incluindo casos graves. (NUNES et al., 2012).

Em nota técnica da Secretaria do Estado de Goias (setembro/2011) foi
relatado o isolamento do DENV4 em estados que fazem divisa com o estado
de Goias. Até agosto do ano anterior, foram isolados os trés sorotipos virais
comuns no estado, sendo que nos estados da Bahia e Minas Gerais também
foi isolado o DENV4, aumentando as chances de entrada desse virus em
Goias. Em novembro de 2011 foi confirmado um caso autéctone de dengue
pelo sorotipo 4 do virus em um individuo de Aparecida de Goiania. O municipio
encontra-se em situagcdo de alerta para ocorréncia de uma epidemia pelo
DENV-4 com possivel dispersdo do sorotipo para outros municipios goianos
(BRASIL, 2011).

O risco continuo da entrada de novos sorotipos no pais é preocupante,
principalmente, pelas autoridades de saude. Segundo HALSTEAD (1988), a
segunda infecgcdo adquirida pelo DENV pertencente a um sorotipo diferente
daquele causador da primeira infeccdo (infecgdo cruzada), que desencadeia
uma resposta imunoldgica e esta condigdo favoreceria um aumento na
permeabilidade vascular agravando a doenga e elevando o risco de morte. A
infeccdo secundaria do DENV ocorre quando uma pessoa que ja foi infectada
com um sorotipo é exposta a outro sorotipo diferente e isto pode ser um fator
de risco importante para o desenvolvimento da forma mais grave da doencga
(KYLE & HARRIS, 2008).

De janeiro a abril de 2011 foram confirmados 8.630 casos graves no

pais, ja no mesmo periodo de 2012, esse numero de casos graves foi reduzido
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a 1.083, o que representa uma redugao de 87%. No Centro-Oeste (com 193
casos graves), destacam-se Goias (104) e Mato Grosso (69). No periodo, de
janeiro a abril de 2011 e 2012 foram analisadas 8.160 amostras no pais, das
quais 2.098 amostras eram positivas, representando uma positividade global de
25,7%. A proporcdo das amostras positivas por sorotipo viral demonstra o
predominio nos isolamentos do sorotipo DENV4 (59,3%). O sorotipo DENV1 foi
isolado em 36,4% das amostras; DENV2, em 4,1%; e o DENV3, em 0,2%. Nas
regides Norte e Nordeste, observa-se um maior predominio do DENV4. Existe
um equilibrio entre os sorotipos DENV4 e DENV1 na Regido Sudeste, ja nas
regides Centro-Oeste e Sul, o predominio € do DENV1. (BRASIL, 2012).

De acordo com dados do Ministério da Saude de 1° de janeiro até 16 de
fevereiro de 2013, foram feitas 204.650 notificagdes, contra 70.489 no mesmo
periodo do ano anterior representando um aumento de 190%. Neste periodo
foram confirmados 324 casos graves — contra 577 em 2012 — e 33 mortes —
contra 41 no ano passado. Comparado a 2010, o desempenho representa uma
reducdo de 91% nos casos graves e de 77% para as mortes. Segundo o
estudo do Ministério da Saude, Mato Grosso do Sul € o estado com maior
numero de casos registrados foram 42.015 notificagbes e Minas Gerais € o
segundo lugar onde mais se registrou a doenca, com 35.334 casos, seguido
por Goias, com 27.376 notificagbes (BRASIL, 2013).

O grande crescimento da populagdo mundial associado a urbanizagéo
das cidades sem planejamento e/ou controle, a fragilidade do sistema publico
de saude, a falta de controle efetivo do mosquito transmissor em areas
endémicas e a rapida expansao dos sorotipos DENV cria condigbes ideais para
0 aumento da ocorréncia da doenga representando uma ameaga para uma

pandemia e causando muitos casos fatais.
1.2- O virus da Dengue
Nas Américas a principal espécie transmissora € o0 mosquito Aedes

aegypti, (BARRETO & TEIXEIRA, 2008), mas outras espécies, como o A.

albopictus, o A. scutellaris e o A. polyniensis, também transmitem o virus
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principalmente na Asia e na Oceania. O virus da Dengue possui alta eficacia na
transmissao da doenga através de mosquitos vetores ao homem devido ao alto
nivel de viremia resultante da infecgdo em humanos, bem como a replicagao
viral que ocorre no inseto.

O genoma do virus da dengue apresenta 10.700 nucleotideos, 0 mesmo
€ composto por uma fita simples de acido ribonucléico (RNA), senso positivo,
revestido por um envelope lipoprotéico em formato icosaédrico, sendo as
particulas virais esféricas, com aproximadamente 50 nm de diametro (KUHN et
al., 2002).

O virus esta organizado em uma unica fase aberta de leitura (ORF),
responsavel por codificar 10 proteinas, sendo trés destas estruturais (capsideo,
C; membrana, M; envelope, E). As sete proteinas néo-estruturais (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) estdo envolvidas em diferentes fun¢cdes do
ciclo de replicagao viral (Figura 1.1) (GEBHARD et al., 2011).

Genoma do Virus da Dengue

SUTR ORF JUTR

'
] | /
¥ Ry
i I }';o\b 4
Cavo’ el = ECIRNEICIECNC - el
3CS

'5CS
| 5-3CS |
5.3UAR

FIGURA 1.1- Representacdo esquematica da organizagdo do genoma RNA do virus da
dengue: cap na regido 5’, extremidade 5-UTR, fase aberta de leitura do genoma mostrando as
proteinas estruturais e ndo estruturais do virus, extremidade 3’ UTR n&o poliadelinada.

Fonte: GEBHARD et al.,(2011).

O virus se divide nos sorotipos: D(ENV1, ENV2, ENV3 e ENV4),
antigenicamente distintos que podem causar a forma classica e hemorragica da
doenca (BARRETO & TEIXEIRA, 2008). Os quatro tipos virais sdo capazes de
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produzir casos de Febre Hemorragica da Dengue (FHD), contudo o DENV3
parece ser o que apresenta maior viruléncia, seguido do DENV2, DENV4 e o
menos virulento é o DENV1 (GUZMAN & KOURI, 2004).

Os quatro sorotipos utilizam como primeiro passo na via de entrada do
virus na célula, a ligagado da glicoproteina E a um receptor celular, o agente
infeccioso deve reconhecer uma molécula de superficie celular utilizando
multiplos receptores que viabilizam sua entrada (RODENHUIS-ZYBERT et al.,
2010).

ApoOs a infecgdo, o genoma viral serve como RNAm para a tradugéao e,
subsequentemente, como molde para a sintese de RNA que pode ser usado
para uma nova tradugdo ou como substrato para a encapsidagao. A utilizagao
eficiente do genoma durante este processo pode ser temporariamente regulado
para assegurar a propagacao viral. Os elementos funcionais de RNA do virus,
presentes tanto na sequéncia codificante quanto nas regides nao codificantes
5-UTRs e 3’-UTRs que formam estruturas conformacionais (stem loop), s&o
responsaveis por essa regulagao do processo de infecgéo viral. (GEBHARD et
al., 2011).

A ORF possui 100 nucleotideos na 5’-UTR, que contém um cap do tipo
I, e aproximadamente 450 nucleotideos na 3’-UTR a qual ndo possui cauda
poli (A) (POLACEK et al., 2009). As extremidades das duas regides 5 e 3’
interagem através da hibridizagdo das duas regides RNA-RNA, a sequéncia de
ciclizagdo (CS) (CLYDE & HARRIS, 2008) e a regido upstream ao codon de
iniciagao da tradugcdo AUG (UAR) resultam na circularizagdo do genoma viral.
Tanto CS, que € uma sequéncia altamente conservada, bem como UAR sé&o
cruciais para a replicagdo do DENV e sintese de RNA (ALVAREZ et al., 2008).

A 5'UTR do DENV contem dois dominios de RNA com funcdes distintas
durante a sintese de RNA viral, sendo que a extremidade 5' do genoma do
virus abriga pelo menos mais dois elementos funcionais de RNA, a estrutura
conformacional stem- loop A (SLA) e a regido de codificagcdo do capsideo
hairpin (cHP).O primeiro dominio € constituido de aproximadamente 70

nucleotideos sendo necessario para formar as SLA as quais tem sido



19

propostas para agir como promotor para agao da RNA polimerase RARp (NS5)
viral (GEBHARD et al., 2011).

O segundo dominio da 5'-UTR do DENV é essencial para formar SLB,
que sao estruturas conformacionais curtas, as quais contém sequéncias
essenciais para a interacdo RNA-RNA e replicagdo do genoma viral (ALVAREZ
et al., 2005).

Estudos realizados por CLYDE e colaboradores (2008) mostraram que o
capsideo hairpin (cHP) presente na sequéncia de codificagao esta downstream
ao codon de iniciacdo da tradugdo AUG encontrado no genoma do DENV e é
necessario para a replicagdo do RNA viral, os dados mostraram que a ruptura
do elemento de cHP do DENV2 resultou em um defeito na replicagao viral. O
cHP provavelmente estabiliza o conjunto 5'-3’ da estrutura panhandle ou
participa do recrutamento de fatores associados com a maquinaria da
replicase. A estrutura panhandle é formada pelo emparelhamento da sequéncia
conservada da porcédo 5' e 3' de cada RNA genbmico, serve tanto como um
promotor do RNA viral dependente da polimerase como um elemento de
regulacao do ciclo de transcri¢ao / replicagao (BRINSON et al., 2011).

As observagdes contemporaneas suportam a ideia de que as
conformagdes linear e circular do RNA viral (Figura 1.2a e 2b) co-existem e que
as dinamicas dos RNAs sao necessarias para a replicagdo. Como o genoma
viral € uma molécula flexivel, isso ajudara a compreender a funcédo de
estruturas alternativas de RNA formadas em diferentes estagios do ciclo de
vida do virus (GEBHARD et al., 2011 ).
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FIGURA 1.2- Estrutura secundaria da 5-UTR do genoma do DENV. (A) Conformacgéao linear
mostrando elementos estruturais localizados na porgéo 5': stemp loop A (SLA), stemp loop B
(SLB), regidao do capsideo hairpin (cHP), regido upstream ao cdédon de iniciagdo da tradugéo
AUG (UAR) e elementos 5'CS (sequéncia de ciclizagdo). (B) Conformagéao circular mostrando
a hibridizagdo 5’- 3’ e os elementos estruturais, UAR,DAR e CS.

Fonte: GEBHARD et al., (2011) (2a); Ll et al., (2011) (2b) com modificacdes.

Um motivo encontrado e designado de elementos dowstfream a regiao
AUG (5’DAR) com a contrapartida na extremidade 3' designado 3'DAR foi
descrita por FRIEBE & HARRIS (2010) demonstrando que 5'DAR modula a
interacdo e replicacdo RNA-RNA e restaura a complementaridade entre
5'DAR e 3'DAR resgatando efeitos prejudiciais causados pelas mutagdées na
5'DAR na circularizagdo do genoma e replicacdo de RNA viral. O papel da
3'DAR ainda é pouco compreendido.

Estudos de DONG e colaboradores (2008) indicam que a NS5 se liga a
nucleotideos da sequéncia 5'DAR e também protege os nucleotideos na 3'
DAR na formagao panhandle 5'-3', indicando um papel para os elementos DAR
no recrutamento de proteinas virais e sugerindo que a complementaridade
entre as porgdes terminais virais também pode ser necessaria para outras
fungdes de circularizagdo do genoma.

A 3-UTR desempenha um papel central na biologia viral possuindo de
388-462 nucleotideos contendo uma regido de elementos altamente
conservados CS; (sequéncias complementares ou ciclizagao), CS, (sequéncia
conservada) e RCS; (CS; repetido) bem como na extremidade 3’ uma estrutura
hairpin longa (LSH) e estavel, a qual é conservada entre todos os membros da
familia Flaviviridae (HAHN et al., 1987).
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A 3’-UTR é dividida em trés dominios, sendo o dominio |, localizado
apés o codon de parada NS5, considerado a regido mais variavel,
apresentando grande heterogeneidade no comprimento e sequéncias de
nucleotideos nos diferentes sorotipos (SHURTLEFF et al., 2001). O dominio |l
possui conservagao moderada, que compreende varios motivos hairpins, CS; e
RCS,. Os elementos de RNA dentro dos dominios | e Il s&o considerados
dispensaveis para replicagdo viral, mas servem como aperfeicoadores do
processo viral (LO et al., 2003).

O dominio Ill é a regido mais conservada da 3'-UTR, com CS; seguido
por stem loop terminal (3'SL) (IGLESIAS & GAMARNIK, 2011), sendo que CS1
contém uma sequéncia envolvida na interacio RNA-RNA entre as
extremidades do genoma viral (HAHN et al., 1987). A estrutura 3’ terminal
contém um stem loop curto de 14 nucleotideos (sHP), seguido de um longo
stem loop de 79 nucleotideos, os dois juntos sao referidos como 3'SL (Figura
1.3). O papel desempenhado pela 3'-UTR na determinagdo da gravidade da

dengue ainda né&o esta claro.

JUTR Viral
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FIGURA 1.3- Estrutura secundaria da 3'-UTR do genoma do DENV. Sao apresentados os trés
dominios presentes na 3-UTR sendo o dominio | a regido variavel, dominio Il com as
estruturas CS, e RCS, e dominio Il a sequéncia conservada CS1 e 3'SL. Além disso, a
localizagéo de 3'CS e 3'UAR s&o mostrados.

Fonte: GEBHARD et al., (2011) com modificagbes.
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As proteinas nao-estruturais desempenham um importante papel no
processo de replicagao e determinante na patogenicidade da doenga. A NS5 é
a maior proteina codificada pelo virus da dengue contendo 104 KDa, a mesma
foi encontrada formando um complexo com NS3 em células de macaco
infectadas com DENV2 (KAPOOR et al.,, 1995). A funcdo das proteinas
hidrofébicas NS2a, NS2b, NS4a, NS4b n&o esta bem esclarecida, mas estudos
indicam o envolvimento das mesmas na formagao de complexos de replicacéo
ou atuando como co-fatores.

Estudos feitos por SUZUKI e colaboradores (2007) através da
construgdo de um cDNA infeccioso utilizando o DENV1 (DV1-BR/90), contendo
mutacdes em regides conservadas de NS1 mostraram que esta proteina
também esta relacionada com a replicagdo do virus. A presencga de altos
niveis desta proteina no soro de pacientes infectados pelo DENV tem sido

correlacionada com a severidade da doencga (ALCON et al., 2002).

1.3- Diagnéstico e Terapia

A infecgao pelo virus da dengue pode apresentar formas assintomaticas
ou dois quadros clinicos diferentes: Febre da Dengue (FD), também conhecida
como dengue classica, cuja manifestacao sintomatica € mais branda; e a Febre
Hemorragica da Dengue/Sindrome do Choque por Dengue (FHD/SCD),
caracterizada por extravasamento capilar (GUZMAN & KOURI, 2003).

O individuo quando infectado pelo virus apresenta como sintomas
gerais: febre, cefaléia e mal-estar geral os quais surgem apos o periodo de
incubag&o que varia de quatro a sete dias. Durante esse periodo febril agudo,
que pode variar de 2 a 10 dias, o virus pode circular no sangue periférico.
Nesse estagio da doencga, é muito dificil distinguir as formas clinicas da dengue
e muitas vezes, a dengue de outras infecgdes, principalmente virais (GUBLER,
1998).

Os métodos comumente usados para confirmar a infecgdo pela dengue
envolvem o isolamento do virus, a detecgdo do antigeno ou RNA do virus no

plasma ou soro ou tecidos, e a presenga de anticorpos virus-especificos no
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soro e outros fluidos (KAO et al., 2005). Para se ter um diagndéstico mais
preciso da doenga sdo necessarias analises soroldgicas, detec¢cao de virus ou
agentes virais e mesmo analise nos 6bitos suspeitos para notificagdes.

O diagndstico sorolégico detecta anticorpos anti-dengue utilizando a
técnica ELISA, que € uma das mais utilizadas para a confirmacdo da doenca
devido a possibilidade de uma grande quantidade de testes rapidos e de baixo
custo. A técnica detecta a proteina NS1 do DENV nas amostras (BLACKSELL
et al., 20006).

A imuno-histoquimica realizada em tecidos também detecta antigenos
virais e a RT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase-transcriptase reversa) faz
a deteccdo do RNA do DENV em amostras humanas. Estudos de POLONI e
colaboradores (2010) mostram que além do soro, foi detectado o virus em
amostras de urina e de saliva ambos por RT-PCR em tempo real. Porém, o
virus da dengue foi detectado dois dias apos o inicio dos sintomas, mas nao
depois de nove dias. A carga viral mais baixa encontrada na urina e saliva em
comparagao com O soro sugere que o virus seria detectado nestas amostras
clinicas por um curto periodo de tempo.

O desenvolvimento de uma vacina é muito dificil devido a complexidade
das respostas imunes contra a dengue, atualmente ndo existe nem vacina ou
terapias especificas para combater a doenga (BARRETO & TEIXEIRA, 2008).
Basicamente, a terapia é feita através de repouso, antitérmicos, analgésicos e
reidratacdo oral. Mas, ha uma busca constante de diversos pesquisadores por
farmacos que combatam a dengue como, por exemplo, os estudos de ZANDI e
colaboradores (2011) que mostraram que o flavondide fitesina possui
propriedades anti-DENV agindo na replicagao do virus.

Existem terapias realizadas com corticosteroides e imunoglobulinas
intravenosas, porém apresentam pouco sucesso. OSTRONOFF e
colaboradores (2003) mostraram uma grave trombocitopenia em cinco
pacientes brasileiros com dengue, que foram tratados com imunoglobulina
intravenosa. E de suma importancia conhecer os mecanismos moleculares
envolvidos no ciclo de vida do virus para que se possam desenvolver

tratamentos antivirais eficazes.



24

Os desafios ainda existem no estudo da dengue classica e dengue
hemorragica, no diagnéstico e no tratamento da doencga incluindo a aplicagao
de técnicas mais sensiveis pelo uso de novos biomarcadores para evitar a
reacgao cruzada entre diferentes sorotipos do virus da dengue e outros flavivirus
(KAO et al.,, 2005). Um diagndstico precoce e preciso pode auxiliar no
tratamento do paciente, direcionar atencido clinica para o aparecimento de
sinais importantes ou mesmo facilitar as atividades de controle do vetor.

Varias técnicas baseadas na biologia molecular tém sido utilizadas
na tentativa de melhoria diagndstica e terapéutica. Nesse sentido, o SELEX
genbmico representa uma ferramenta util na identificagdo de ligantes
especificos podendo gerar alvos com potencial ndo somente diagnéstico, mas

também terapéutico para diversas doengas.

1.4- SELEX Gendémico

A quimica combinatdria € uma das ferramentas mais promissoras para a
descoberta e o desenvolvimento de novas moléculas com potencialidades
terapéuticas tendo como meta reduzir o tempo necessario para a obtencao de
um novo farmaco, sendo os acidos nucléicos compostos importantes nesta
modalidade da quimica. Bibliotecas combinatérias destes nucleotideos, sao
utilizadas para identificar compostos em particular, tal como alta afinidade de
ligacdo a um determinado alvo (aptadmeros) ou atividade catalitica (ribozimas e
DNAzimas) (STOLTENBURG et al., 2007, ULRICH & TRUJILLO, 2008)

Um dos métodos utilizados para a identificagdo de ligantes € o SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) gendbmico, que
consiste na construgcado de bibliotecas combinatorias de oligonucleotideos que
seleciona ligantes com afinidade elevada a partir de moléculas alvo, incluindo
peptideos ou células (Cell-SELEX) (ULRICH & WRENGER, 2009).

Na década de 1990, os métodos de selecao in vitro, permitindo obter
acidos nucléicos com propriedades predeterminadas, foram descritos por trés
grupos de pesquisadores independentes: Tuerk e Gold, Ellington e Szostak e

Robertson e Joyce. TUERK & GOLD (1990) tentaram compreender a interagcao
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acido nucléico-proteina a partir de uma populagdo de moléculas em uma
diversidade de sitios de ligacdo, e de elucidar qual a responsabilidade dos
loops de nucleotideos na interacdo do operador na tradugéo.

Ja ELLINGTON & SZOSTACK (1990) estudaram a probabilidade de
conformagédo tridimensional estavel de uma dada sequéncia randdbmica de
polinucleotideo ou peptideo na tentativa de estimar o numero de diferentes
classes estruturais capazes de exercerem atividade catalitica importante na
teoria da evolugédo, pois acredita-se que as primeiras moléculas cataliticas
eram provenientes de polimeros randémicos.

Ainda na década de 90, Robertson e Joyce estudaram a identificagdo de
RNAs com atividade catalitica pela selegdo in vitro as quais foram
denominadas aptazimas, moléculas uteis na incorporagcdo em matrizes de
biossensores (HESSELBERTH et al., 2003).

A utilizagdo de oligonucleotideos como ligantes ou inibidores de
proteinas baseia-se na propriedade de reconhecimento especifico de epitopos
protéicos pelas moléculas de RNA ou DNA, semelhante a interagdo RNA-
proteina e DNA-proteina existente na célula. Tais ligagbes ocorrem pela
interacdo de cargas entre o aptamero e o alvo de selegao. As ligagbes ocorrem
pela formacao de ligacbes de hidrogénio entre os aminoacidos do alvo e a
cadeia do aptamero ou ligacao de van der Waals entre as cadeias de agucar e
grupamentos fosfato (GOLD, 1999).

Depois de varios ciclos repetitivos de enriquecimento, com o uso inicial
da biblioteca de RNA ou DNA, ha a selegdo do aptamero com capacidade de
interacdo a molécula alvo. A amplificagdo da biblioteca de cDNA é realizada
através de PCR e obtencédo da biblioteca de RNA, por transcricao in vitro
utilizando, por exemplo, a enzima T7 RNA polimerase. Durante os ciclos de
selegao in vitro de aptameros com alta afinidade, recupera-se o RNA ligado ao
receptor no sitio especifico do alvo. O mesmo € purificado e utilizado como
molde nas rea¢des de RT-PCR.

Para aumentar a biodisponibilidade e bioestabilidade das moléculas
selecionadas, a técnica de SELEX tem sido aperfeicoada em varios pontos

como, por exemplo: o emprego de ribonucleotideos de pirimidina modificados
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no anel da ribose na posi¢cao 2’0OH por 2°F ou 2’NH; resultando em moléculas
com maior estabilidade e menor custo. As moléculas de RNA selecionadas
modificadas com 2'F tém maior rigidez em sua estrutura e afinidade ao alvo
comparado a aptameros com 2’'NH; (PAGRATIS et al., 1997).

A estabilidade também foi aumentada pela adicdo de outros
nucleotideos modificados, 2’-O-metil nucleotideo e 4’-tio pirimidina
(CHELLISERRYKATILL & ELLINGTON, 2004, KATO, et al., 2005). Outras
alteragdes tém sido realizadas para elevar o tempo de meia-vida e de
distribuicdo dos aptameros em sistemas fisioldgicos como a adigdo de um
grupamento lipidico inserido no aptamero para ancoragem em lipossomos
(WILLIS et al., 1998).

A técnica de SELEX pode ser aplicavel a qualquer classe de alvos
podendo ser: moléculas simples, complexas ou mistura de compostos que
podem ser utilizados para a selecdo de aptdameros com alta afinidade e

especificidade obtendo resultados bastante satisfatérios.

1.5- Os aptameros e suas aplicagoes

Os aptédmeros podem ser definidos como oligonucleotideos funcionais
de fita simples selecionados in vitro. Em geral, sdo capazes de formar uma
estrutura tridimensional estavel e podendo ligar-se a diversas moléculas alvo
devido sua alta afinidade e seletividade. Normalmente, possuem cerca de 20-
80 nucleotideos de cadeia simples de DNA ou de RNA e sua estrutura é
responsavel pelas interagdes intramoleculares (KANWAR et al., 2010).

Muitas vezes os aptameros sdo comparados com os anticorpos, devido
a sua elevada especificidade e afinidade para os alvos, no entanto, eles tém
algumas vantagens em relagdo aos anticorpos, como por exemplo: a sintese
quimica é gerada in vitro, o que permite a modificagdo quimica para controlar a
sua estabilidade ou adicionar corante fluorescente. Além disso, os anticorpos
basicamente funcionam em regides extracelulares, enquanto aptameros sao
facilmente introduzidos no compartimento intracelular por transfeccao
(MIYAZAKI & FUJITA, 2012).
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Como uma ferramenta de diagnostico, os aptédmeros tém propriedades
ideais, tais como: afinidade altamente especifica a molécula alvo, facilidade de
modificagao e estabilidade (BINNING et al., 2012). Devido a estas vantagens, a
sintese quimica e enzimatica dos aptameros sao ativamente investigadas como
uma ferramenta de diagndstico, bem como para a descoberta de drogas
(GREEN et al., 2001). Além disso, os aptdmeros podem ser acoplados a
biossensores, obtendo uma sensibilidade muito elevada (ZHOU et al., 2010),
representando uma alternativa interessante para o biosensoriamento.

Os aptameros virais podem ser utilizados para inibir a infecciosidade
viral em qualquer fase do ciclo de replicacio viral, e foi nesse ambito que se
desenvolveu os aptameros contra o virus da imunodeficiéncia humana HIV-1. A
fim de orientar a entrada do HIV em células T auxiliares aptameros foram
gerados contra a glicoproteina120 (gp120) do HIV, que compete com o
receptor-HIVco, CCR5. O sitio de ligagdo do aptamero esta localizado numa
regiao altamente conservada da gp120, permitindo a neutralizagdo de uma
variedade de isolados de HIV por interromper a interagdo gp120-CCR5 (DEY et
al.,2005 a) (DEY et al., 2005 b).

Os aptameros denominados de L13 e L19 foram desenvolvidos contra
particulas do citomegalovirus humano (HCMV), os quais inibem a atividade
antiviral do HCMV, pois os mesmos ligam-se as glicoproteinas B e H do HCMV
e bloqueiam a entrada viral (WANG et al., 2000).

O virus influenza A (IAVs) tem sido relatado como agente infeccioso
para uma grande variedade de espécies animais, incluindo os seres humanos.
Aptameros de DNA com alta afinidade contra a proteina HA de H3N2 IAVs de
origem suina foram desenvolvidos e os resultados mostraram que os
aptameros selecionados podem ser usados para detectar e diferenciar os
subtipos de IAVs (WONGPHATCHARACHAI et al., 2013).

Estes oligonucleotideos também podem ser desenvolvidos e utilizados
para fins terapéuticos. Em 2004 iniciou a comercializagao do primeiro aptamero
para o tratamento da neovascularizagdo coroidal (AMD) conhecido como
Macugen™, o qual melhora a acuidade visual (NG et al., 2006). Estas

moléculas tem sido relatadas também como agentes terapéuticos contra
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moléculas de imunoglobulina E (IgE), interferon gama (yIFN), a-trombina,
PTPase (proteina tirosina fosfatase) demonstrando grande eficacia em testes
em cultura de células e em animais (LEE et al., 2006).

Atualmente, o aptdmero AS1411, que passara por ensaios clinicos de
fase IlI, € um potencial terapéutico anticancer cujos efeitos biologicos esta na
capacidade de alterar a localizagdao subcelular de certos complexos de
nucleolina (REYES-REYES et al.,, 2010). Esta € uma proteina multifuncional
presente no nucleo da maioria das células, bem como no citoplasma e na
superficie de algumas células, incluindo células cancerosas e células
endoteliais angiogénicas (BATES et al., 2009) sendo participante da
transformacao maligna e progressao do cancer (STORCK et al., 2007).

Os aptameros também sao alvo de estudos para infecgdes parasitarias
com: Trypanosomes, Plasmodium e Leishmania. Resultados recentes
proporcionam uma prova de conceito para o uso do Apt68, um aptamero ligante
para T. cruzi utilizado para concentrar parasitas a partir de amostras de sangue
e seu potencial para facilitar a deteccdo de agentes patogénicos através de
ensaios baseados em PCR (NAGARKATTI et al., 2012).

A producgéo e caracterizagao de ligantes especificos de moléculas de
RNA ou DNA por meio da tecnologia de aptameros poderdao resultar em
ferramentas diagnosticas e terapéuticas, bem como descoberta e validagao de
drogas e elementos de reconhecimento biolégico, auxiliando na elucidagéo da
funcao de genes e vias celulares importantes na génese e progressao das mais

diversas doencas.
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2- OBJETIVO GERAL

Realizar a selecdo e caracterizagdo de moléculas de RNA como ligantes
potenciais a regido 5-UTR do virus da dengue para fins diagnésticos e/ou

terapéuticos .

2.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar o método SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) por hibridizacdo entre alvo e biblioteca em
solugao (matrix-free method) para a produgao de aptameros ligantes a
regidao 5’-UTR do genoma do virus da dengue;

e Realizar a caracterizagdo dos aptdmeros candidatos por meio de
analises in silico conformacionais para predicdo de AG de ssDNA
(aptameros) e RNA-RNA (aptédmeros-alvo).
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3- MATERIAIS

Primers, Taq polimerase, Trizol Reagent®, Dynabeads® My One™
Streptavidin T1, E.coli competente TOP 10, E.coli competente DH5a e
marcador de 50 e 100 pb, foram obtidos da Invitrogen ( Carlsbad, CA, USA).
RNAse out , desoxirribonucleotideos (dNTPs), hexamero, Moloney murine
leukemia virus-reverse transcriptase (M-MLV RT), 1a de vidro, IPTG ( isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosideo) X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactopiranosideo), ampicilina, gentamicina, fenol, meio completo (L-15), soro
bovino fetal (SFB), LB, LB agar, Tris-HCI, alcool isoamilico e dietil
pirocarbonato (DEPC), foram obtidos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil).

Todas as solugbes foram preparadas usando agua DEPC para
degradagao de RNAses. Azida de sodio, Tween 20, alcool etilico e cloroférmio
foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro,Brasil). Acetato de sddio, acetato de
amoénio, cloreto de calcio, cloreto de magnésio, cloreto de sédio, hidroxido de
sédio foram obtidos da Neon Reagentes Analiticos (S&o Paulo, Brasil).
Brometo de etideo, agarose, kit illustra GPX PCR DNA and Gel Band
Purification, Membrana Hybond-N+, kit Alkaphos Direct Labellings Reagents e
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit foram obtidos da GE
Healthcare Life Sciences (Séao Paulo, Brasil). T7 RiboMAX ™ e pGEM® - T
Easy Vector foram obtidos da Promega (Madison, WI, USA). O kit QIAprep
Spin Miniprep foi obtido da QIAGEN (QIAGEN® Inc., CA, USA). O kit TagMan®
Universal PCR Master Mix foi obtido da Applied Biosystems (Foster City, CA).
O Kit Biotin Chromogenic Detection foi obtido da Thermo Scientific (Sinapse

Biotecnologia).
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4- PARTE EXPERIMENTAL
4.1- Cultura de células C6/36 (Aedes albopictus)

A linhagem celular C6/36 originarias de larvas de mosquitos A.
albopictus, foi infectada com os virus tipo 1 e 3 e mantidas pelo Laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo a
mesma cultivada em meio completo (L-15) contendo gentamicina (10ug/mL);
suplementado com 5% soro bovino fetal (SFB) e mantido em estufa tipo
Biologic Oxigen Demand (B.O.D.) a 28°C. A célula foi tripsinisada juntamente

com o sobrenadante para a extracdo do RNA viral e posterior sintese de cDNA.

4.2- Extracao de RNA total e Transcrigao reversa

A extracdo do RNA total dos sorotipos do DENV foi realizada utilizando o
Trizol Reagent® de acordo com as instrugdes do fabricante. A integridade do
acido nucléico foi observada por eletroforese em gel de agarose numa
concentragao de 1,2% (1,2 agarose/100 ml tamp&o TBE) corado com brometo
de etidio a 0,5 pg/ml e a quantificagcdo foi feita através da leitura em
espectrofotbmetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.
Wilmington, DE USA) em comprimento de onda de 260 nm e 280 nm para
analises da relacdo RNA/proteina nas amostras.

Um micrograma do RNA total foi utilizado como molde para a sintese de
cDNA na presencga de 126 pmol de hexadmero, 1U de M-MLV RT (Moloney
murine leukemia virus-reverse transcriptase), 0,25U de RNAse out, 0,2 mM de
dNTPs, tampao 1X da M-MLV RT para um volume final de 20 uL. Seguindo as
recomendacgdes do fabricante, a RT ficou a 37°C por uma hora no temociclador
(AmpliTherm Thermal Cycler, Madison, WI, USA).

4.3- Reagdo em Cadeia da Polimerase

Dois microlitros da reacao de transcricao reversa foram utilizados para
amplificacdo da sequéncia do DENV. A PCR foi efetuada com 1,5mM de
MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 7 pmoles de cada primer (FOR e REV) 2,5U de Taq
polimerase e tampao 1X da Taq para volume final de 20pL.
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Para a reagao de amplificagédo, foram padronizados 35 ciclos (95°C — 30
S; 55°C — 45 s5; 72°C — 2 min) e a temperatura de anelamento dos primers foi de
72°C. As sequéncias dos  primers utilizados séo: sense
AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGA e antisense
CGCGTTTCAGCATATTGAAAG (AQUINO et al., 2006) (Figura 4.1). O produto
amplificado do D(ENV1 e ENV3) possui, respectivamente, 151 e 150 pb. O
produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2%. O
fragmento esperado foi purificado a partir da agarose utilizando 1a de vidro e

precipitagdo com acetato de amoénio (7,5M).

35 ciclos

95°C -30s
55°C -45s
72°C — 2 min

Desnaturagio R
pelo calor PrmAers.
dHTEs -
—— MaCl:
Associagao de e o= - TagDNA -

primers polimerase

Agdo da Taq polimerase DHA

Copia

FIGURA 4.1- Esquema da Reagao em Cadeia da Polimerase. Apds preparagdao do mix de
reagdo, o mesmo foi colocado no termociclador, onde foram utilizados 35 ciclos (95°C — 30 s;
55°C — 45 s; 72°C — 2 min) para a reagado de amplificagdo. Através da oscilagdo da temperatura
o DNA sofreu desnaturagao, anelamento e extensdo da fita, gerando vérias copias a partir do
DNA molde.

4.4- Preparo, Transformacao de Bactérias Competentes e Clonagem do
cDNA

O produto purificado do DENV foi clonado usando pGEM® - T Easy
Vectorem E.coli competente TOP 10 usando as instru¢des do fabricante.

A bactéria Escherichia coli TOP 10, estocada a -80°C foi cultivada em

meio LB (triptona 1%; extrato de levedura 1%; cloreto de sédio 0,5%; pH 7,5;
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agar bacteriologico 1,5%) e incubada a 37°C durante 16 horas. Uma coldnia
desta cultura foi inoculada em 100 mL de meio LB e incubada por 3 horas a
37°C sob agitacdo até atingir a DOgoonm de 0,5. Apds o crescimento, as
bactérias foram coletadas por centrifugagcédo a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
O sedimento foi suspenso em 10mL de CaCl, (0,1M) filtrado e mantido em
gelo. Apods centrifugagcdo a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, as células
foram ressuspensas em 2 mL de CaCl, para cada 50 mL de cultura original. As
células competentes foram aliquotadas e usadas imediatamente ou estocadas
a -80°C na presenca de glicerol.

Para a transformacado bacteriana foi adicionado a um microtubo de
centrifuga de 1,5 ml, 100 uL de bactéria competente juntamente com 2 uL do
produto de ligacdo. Este material foi mantido em gelo por 10 minutos. Apds
este periodo, as células sofreram um choque térmico por 2 minutos e
acrescentou-se 250 uL de meio SOC a temperatura ambiente, posteriormente,
foram agitadas por cerca de uma hora a 37°C de acordo com a turbidez da
amostra.

As células foram suspensas em meio LB, plaqueadas em meio LB agar
suplementado com 80 puyL (20mg/mL) de IPTG (isopropil-B-D-
Tiogalactopiranosideo) e 800 pyL (200 mg/mL) de X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-
indolil- B-D-galactosidase), 400 uL (100mg/mL) de ampicilina e crescidas a
37°C por 16 horas. As col6nias brancas contendo o inserto foram isoladas e
incubadas em 25 ml de meio LB contendo ampicilina e crescidas a 37°C sob

agitagao por 16 horas.

4.5- Extragcao de Plasmideos e Sequenciamento

O DNA plasmidial das bactérias foi obtido utilizando o kit Q/Aprep Spin
Miniprep seguindo as instrugdes do fabricante. A qualidade do acido nucléico
foi observada por eletroforese em gel de agarose numa concentragdo de 1,2%
corado com brometo de etidio a 0,5 pg/ml e a quantificagéo foi feita através da
leitura em espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.
Wilmington, USA) a um comprimento de onda de 260 nm e 280nm.

Os plasmideos contendo inserto foram sequenciados, sendo que as
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reagcdes de sequenciamento foram realizadas utilizando em média 200 ng de
DNA molde, 5 pmol do primer M13 sense (5-GGTTTTCCCAGTCACGAC-3’),
premix (Dyenamic ET Dye Terminator Kits) e agua para um volume final de 10
pL. Para montar a reagéo utilizou-se um termociclador de placas (Master Cycler
Eppendorf) com 35 ciclos nas seguintes condi¢des: (95° C — 20 s; 50°C - 15 s
60°C - 1 min).

Ao final o DNA foi precipitado com 1 ul de acetato de amoénio e 27,5 ul
de etanol absoluto. A placa foi centrifugada por 45 minutos a 3700 rpm, numa
temperatura de 4°C e o sobrenadante descartado, 150 ul de etanol 70% foram
adicionados e uma nova centrifugagédo foi realizada por 15 minutos, numa
rotacdo de 3700 rpm a 4°C. Sequencialmente, descartou-se o sobrenadante e
centrifugou-se a placa invertida por 1 segundo (800 rpm). A placa deve ser
coberta por um papel aluminio protegida da luz por 10 minutos para evaporar o
etanol. Entdo, 10 ul do reagente Loading Buffer foi adicionado com o objetivo
de ressuspender o precipitado resultante.

A leitura do sequenciamento foi feita no sequenciador de DNA
automatico MegaBace 1000 (GE Healthcare) no laboratério de
Nanobiotecnologia (UFU). Apos o sequenciamento verificou-se que o
fragmento clonado e sequenciado era idéntico a sequéncia do DENV

depositada no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.6- Alinhamento

A estrutura de consenso prevista para a extremidade 5 do DENV 1e 3
correspondendo a 5-UTR+55, a qual representa 96 nucleotideos da 5-'UTR
incluindo 55 nucleotideos do gene do capsideo, foi obtida por alinhamento
multiplo utilizando CLUSTAL W.

4.7- Molécula alvo biotinilada

Para a selecdo de aptameros de RNA para a molécula alvo, utilizou-se
cDNA dos sorotipos do DENV-1 e 3. Para a selecdo bem sucedida de
aptameros com elevada afinidade e especificidade, a molécula alvo deve estar

presente em quantidade suficiente e com pureza elevada.
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Os fragmentos do D(ENV1 e ENV3) foram purificados e depois clonados
como descrito anteriormente. Posteriormente, a biotina foi incorporada a um
filamento do DENV durante a amplificagdo por PCR assimétrica utilizando 10
pmoles de primer biotinilado forward-(5’biotina -
AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGA 3’) e o kit TagMan® Universal PCR Master
Mix seguindo as recomendagdes do fabricante.

A PCR foi realizada utilizando 35 ciclos na reagao de amplificagéo (50°C
— 2 min; 95°C — 10 min; 95°C — 15 s; 55°C — 1 min). Fragmentos RNA-like
(ssDNA com uracila) foram produzidos a partir da PCR e purificados utilizando
o kit illustra GPX PCR DNA and Gel Band Purification. Posteriormente,
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado com brometo de
etidio a 0,5 pg/ml e a quantificacdo foi realizada através da leitura em
espectrofotbmetro  Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.

Wilmington, USA) em comprimento de onda de 260 nm e 280 nm.

4.8- Teste de Sonda biotinilada

Com o proposito de verificar se o alvo estava biotinilado, foi realizado o
teste de sonda utilizando uma membrana de nailon carregada positivamente,
Hybond-N+ e o kit Biotin Chromogenic Detection seguindo as recomendacgdes
do fabricante.

O teste baseou-se na afinidade existente entre a biotina e a
estreptavidina. Neste caso o alvo que estava biotinilado ligou-se a
estreptavidina que estava conjugada a fosfatase alcalina. Esta foi acoplada
pela ligagdo heterobifuncional dos reagentes éster NHS maleimidohexandico e
ester NHS S-acetiltioacético (SATA), que incorporam bragos espagadores. A
ligacdo se da através da ligagcdo amida da proteina e os bragos espagadores
que estao acoplados através do tioéter estavel.

Um certo numero de residuos de aminoacidos da estreptavidina em contato
com biotina é o que proporciona a elevada estabilidade do complexo de
estreptavidina-biotina (SANO, et al., 1996) como mostra a Figura 4.2.
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FIGURA 4.2- Representacdo esquemadtica da ligacdo entre a biotina e a estreptavidina.
Ligacdes de hidrogénio entre a biotina e os residuos de aminoacidos da estreptavidina sao
mostradas por linhas tracejadas. Trp-120 e Lis-121, marcados com asteriscos, séo derivados a
partir de uma subunidade adjacente através da interface do dimero-dimero.

Fonte: VAJDAS et al., (1994); SANO et al., (1996).

A estreptavidina € usada nas sondas de acidos nucléicos, utilizando
nitroazul tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (NBT / BCIP) como
substrato da fosfatase alcalina em procedimentos de coloragdo. A reacao
cromatogénica € iniciada pela clivagem do grupamento fosfato presente no
BCIP pela fosfatase alcalina, a reagao produz um préton que reduz o NBT a um
produto final insoluvel NBT diformazano (Figura 4.3) que é de cor azul e pode
ser observado visualmente (SIGMA ALDRICH).

BCIP “indaxil” intermediario Produto dimero “Dehidroindigo”
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N Fosfatase Alcalina A tautomerizagio H '
/n ocorre em
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dimerizacio
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Q¢ @
g oeiccsollierocicoas
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FIGURA 4.3- Reacao quimica entre NBT e BCIP como substrato da fosfatase alcalina. O BCIP
€ hidrolisado pela fosfatase alcalina para formar um produto intermediario que é submetido a
dimerizagdo para produzir um corante indigo. O NBT é reduzido para o NBT-diformazano por
duas redugdes equivalentes geradas pela dimerizagéo.

Fonte: SIGMA ALDRICH com modificagoes.
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4.9- Construcao da Biblioteca

Para a construgéo da biblioteca foi utilizado 1 ug de DNA gendmico
humano, a mesma foi gerada através da fragmentagao randémica do DNA por
ultrassom, utilizando um aparelho sonicador (Lavadora Ultrasonic 1440D -
Odontobras) por 15 minutos e o produto sonicado foi analisado
eletroforicamente em gel de agarose 1%.

Dois pares de primers chamados B,a, € A foram utilizados, bem como
os primers A contendo o promotor T7 e o primer B, 0s mesmos correspondem
perfeitamente a regido 5' constante do respectivo primer 2, (16nt FOR, 16nt
REV) (SINGER et al., 1997).

A primeira parte do processo de construgéao da biblioteca consiste na
sintese de uma primeira cadeia de nucleotideos e depois de uma segunda
cadeia de nucleotideos, em que os primers Brn € Aman sao utilizados,
respectivamente (Figura 4.4). Ambos os primers consistem de uma regido de
sequéncia unica constante, seguido por, aproximadamente, nove nucleotideos
aleatorios na porgcdo final da 3'. Estas regibes aleatorias servem para

selecionar regides gendmicas aleatorios para inclusdo na biblioteca.

> _;”: l_:-"‘:-:ra-ap.n
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FIGURA 4.4- Diagrama da constru¢do da biblioteca. Através da sonicacdo houve cortes
aleatdrios de DNA para a inser¢gdo do primer B,,, na primeira PCR, apds a purificagdo uma
nova PCR foi realizada para inser¢do do primer A..,. Por fim, uma nova amplificacao foi feita
usando o primer A juntamente com o primer B.

Fonte: SINGER et al., (1997) com modificacoes.
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Para amplificar a biblioteca, foi utilizado na primeira reagdo de PCR:
DNA gendmico (1 pg), primer Bran (5 pmols), Platinum Taq DNA Polimerase (1
U), dNTPs (200 mM) , MgCl, (1.5 mmol/L) e tampao 1X da Taq para volume
final de 50uL. A reacgao foi incubada por 26 ciclos de 93°C — 20 s, 50°C — 40 s,
72°C — 40 s, precedida por desnaturacao inicial de 93°C - 3 minutos e extensao
final de 72°C - 10 minutos.

A purificagao foi realizada através da precipitagcdo do DNA com acetato
de sddio (3M) e o pellet foi ressuspendido em 10 yL de agua. Em seguida foi
realizada uma nova PCR utilizando o primer Aran nas mesmas condi¢des
supracitadas.

A preparacado da biblioteca finaliza com a introdu¢do do promotor T7
através da amplificagdo por PCR usando primer A juntamente com o primer B.
Desta forma, a biblioteca pode ser expressa como RNA. A segunda reagao de
PCR foi a mesma da primeira sintese. O produto da reacéo foi fracionado por
eletroforese utilizando gel de agarose 1% e fragmentos de varios tamanhos
(com insertos genémicos variando de aproximadamente 40-700 nucleotideos)
foram isolados e purificados a partir da agarose e precipitados com acetato de
sédio (3M) conforme descrito anteriormente.

4.10- Selegao in vitro de aptameros de RNA

O passo inicial de cada round do SELEX gendmico representa a
construcdo do pool de RNA por transcri¢gao in vitro da biblioteca de DNA. A
reagcao de transcrigdo in vitro foi realizada por expressao de RNA em larga
escala utilizando T7 RiboMAX ™ de acordo com as instrugdes do fabricante.

Em seguida, realiza-se a selegcédo ou etapa de ligagdo. Neste trabalho, o
SELEX foi efetuado utilizando 200 pmoles de um pool de DENV1 e 3 biotinilado
(151 e 150 pares de bases, respectivamente) com 5 nmoles de um pool
randdmico de 10" oligonucleotideos de RNA (aptameros).

O produto de PCR que continha o genoma especifico com primer
biotinilado foi inicialmente purificado com beads (Dynabeads® My One™
Streptavidin T1) contendo estreptavidina. Uma aliquota de 3,5x10® mg/ml de

beads magnéticos foi lavada trés vezes com tampao de ligagdo (100 mmol L™
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NaCl, 20 mmol L™ Tris-HCI pH 7.6, 2 mmol L' MgCl,, 5 mmol L™ KCI, 1 mmol
L™ CaCly, 0.02% Tween 20) antes de cada round de selecdo. O pool de DENV1
e 3 biotinilado foi colocado a 55°C for 10 minutos, imediatamente resfriado e
mantido a 4°C durante 10 minutos, seguido de uma curta incubacéo de 7
minutos a temperatura ambiente antes da sua utilizagdo na reagao de ligagao.
Foram acrescentados 260 yL de tampao de ligacdo ao pool do DENV e a
ligacao foi efetuada a 36°C durante 30 minutos com agitagao suave.

ApoOs a imobilizagdo, o complexo bead/DENV foi lavado com 1 mL de
NaOH (0,1M) para remover os produtos amplificados n&o ligados. Logo apds
os beads foram lavados por duas vezes com 1 mL de tamp&o de lavagem
(100mmol L™ Tris-HCI, 2.500 mmol L' NaCl , 0,02% NaN3 pH 8.0).

Para o round inicial de selegdo, o complexo bead/DENV foi
ressuspendido em 500 uL de tampao de ligagédo contendo 5 nmoles do pool da
biblioteca randémica de RNA. Apdés uma incubagao desta mistura a 37°C
durante 1 hora com agitagao suave, os aptameros nao ligados foram removidos
a partir de quatro lavagens com tampéao de ligagao.

Subsequentemente, os oligonucleotideos ligados foram eluidos por
incubag&o do complexo de ligagdo com 200 pL de NaOH (0,1M) a 36°C por 10
min com agitacao suave. Este passo foi repetido por quatro vezes, obtendo
desta forma os aptameros selecionados. A quantidade de RNA recuperado é
um indicador de enriquecimento de espécies de ligacdo no pool. O pool de
aptameros foi extraido com uma solugdo de fenol, cloroférmio e alcool
isoamilico na proporgéao de 125:24:1 seguido de precipitagdo com etanol.

Durante o processo do SELEX o RNA selecionado de cada round deve
ser reversamente transcrito e subsequentemente amplificado por RT-PCR
utilizando os primers A e B. O novo pool de RNA para o proximo round de

SELEX é ent&do gerado de novo por transcrig&o in vitro (Figura 4.5).
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FIGURA 4.5- Representacdo esquematica do SELEX gendmico. A biblioteca combinatéria de
RNA foi incubada com o complexo-alvo (beads magnéticos acoplados com estreptavidina +
pool do DENV-1 e 3 marcado com biotina) para a ligagdo. O procedimento é caracterizado pela
repeticdo dos passos sucessivos consistindo de selecdo (ligagdo, lavagem e eluicdo),
amplificagédo e purificagdo. No primeiro round a biblioteca e as moléculas alvo sao incubadas
para a ligacdo. Oligonucleotideos nado ligados sdo removidos e os oligonucleotideos alvo
ligados sao eluidos e subsequentemente amplificados por PCR ou RT-PCR. Um novo pool
enriquecido de oligonucleotideos selecionados é gerado por uma preparagdo do DNA para a
transcricao in vitro. Este pool selecionado € entao utilizado para o préoximo round de selecao.
No ultimo round o pool de aptdmeros enriquecidos é clonado e sequenciado, posteriormente
varios aptameros individuais séo caracterizados.

Fonte: RAY & WHITE (2010) com modificagdes.

Ao fim de cada transcricao in vitro foi realizada a quantificagao deste
pool de RNA através da leitura em espectrofotbmetro Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, USA) em comprimento de onda de
260 nm e 280 nm, a fim de fazer uma analise quantitativa do enriquecimento da

biblioteca de oligonucleotideos ao longo dos oito rounds de seleg¢ao. Para obter
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a quantidade da biblioteca recuperada no fim da cada round foi realizado o
seguinte calculo:

Concentragao da biblioteca (ug/ pL) x 1.000.000(constante) / n° de pb do alvo x
325 (constante) = pmoles/ L.

4.11- Clonagem e sequenciamento dos aptameros

Para a identificacdo dos aptameros selecionados a partir dos ciclos de
enriquecimento, uma aliquota do produto de PCR do oitavo round foi clonado
utilizando pGEM® — T Easy Vector em E.coli competente DH5a usando as
instrucdes do fabricante. Apds extracdo do DNA plasmidial, sequéncias de
noventa e seis clones foram submetidas a um sequenciador capilar (MegaBace

1000), usando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit.

4.12- Analise in silico dos aptameros

Foram desenvolvidos alguns critérios para criar uma lista de aptameros
de RNA (a partir de 8 rounds de SELEX) com potencial de afinidade de ligagao
para o DENV-1 e 3.

A abordagem consiste em trés etapas:

Etapa 1: Selegado de sequéncias baseadas em motivos.

Etapa 2: Sequéncia de tamanhos de 23 a 54 nucleotideos na porg¢ao variavel.
Etapa 3: Caracteristicas energéticas de hibridagédo entre a estrutura secundaria
do DENV transcrito e aptémeros selecionados (AG nywrig < - 14 a - 20).

Somente as sequéncias que passaram nos critérios de selecdo foram
encaminhadas para a proxima etapa. O software web Mfold foi usado para
hibridizagdo (mddulo de aplicagdo: (DINAMelt) e predi¢des das estruturas
secundarias de acido nucléico de varios aptameros. A analise da estrutura
secundaria foi realizada por meio da minimizagéo da energia livre.

'0Os motivos foram analisados no CMfinder.Web Server da Universidade
de Washington.

2Os calculos das energias livres foram feitos de acordo com GIEGERICH
et al., (2004).
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*As estruturas secundarias foram obtidas de acordo com ZUKER (2003).

4.13- Dot Blot

A fim de realizar uma rapida analise da afinidade do pool de aptameros
ao alvo através dos rounds de selecdo do SELEX foi realizado o dot blot. Para
o desenvolvimento da técnica foi utilizada uma membrana de nailon carregada
positivamente, Hybond-N+ onde foram inseridas as seguintes amostras:
DENV1, DENV3, um pool de DENV1 e 3, DNA genbmico utilizado para
construir a biblioteca e DNA gendmico aleatério (scramble) como controle
negativo, um pool de aptdmeros como controle positivo, sendo o volume de 2
ML (100ng/uL) para todas as amostras.

Uma sonda para um pool de aptédmeros do 2° e 6° rounds foi marcada
usando o kit Alkaphos Direct Labellings Reagents, seguindo as recomendagdes

do fabricante utilizando detecgao colorimétrica por NBT/BCIP.

1Dispom’vel em

<http://wingless.cs.washington.edu/htbinpost/unrestricted/CMfinderWeb/CMfinderlnput.pl>

Acesso em: 01 outubro 2013.

“Disponivel em <http://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rashapes> Acesso em: 01 outubro
2013.

*Disponivel em <http:/mfold.rna.albany.edu> (DINAMelt) Acesso em: 01 outubro 2013
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Selegao in vitro de ligantes a regiao 5’-UTR do virus da Dengue

A PCR é uma técnica chave utilizada para amplificar o DNA, baseia-se
no fato de que o emparelhamento das fitas duplas do DNA pode atuar como
um modelo para si. Esta amplificacdo depende de ciclos de aumento e
diminuicdo de temperatura. Foi descoberta por Mullis em 1983 e dez anos
depois ele recebeu o prémio Nobel de Quimica e desde entdo, a PCR
proporcionou inumeras aplicagées biotecnolégicas como, por exemplo, a
clonagem e sequenciamento de genes, relagdes genéticas e evolutivas séo
facilmente estudadas, mesmo a partir de fosseis antigos que contém apenas
fragmentos de DNA. A PCR é uma ferramenta de pesquisa indispensavel na
concepgao de medicamentos, diagnostico de infecgdes virais e bacterianas,
bem como utilizada na medicina forense (CHEMISTRY WORLD, 2011).

No presente trabalho, essa técnica foi amplamente utilizada.
Primeiramente para amplificar o cDNA flanqueando o genoma viral em 151 e
150 pb do DENV1 e 3, respectivamente, como pode ser observada nas bandas
presentes nos pogos correspondentes aos controles positivos (Figura 5.1a).
Estes fragmentos obtidos correspondem a 5-UTR+55. Os 55 nucleotideos
adicionais na regido de codificagdo contém a regido CS e o capsideo hairpin
(cHP), que esta envolvido na tradugao e sintese de RNA viral (POLACEK et al.,
2009).

O produto purificado a partir do cDNA foi clonado e sequenciado como
descrito anteriormente e o alinhamento das sequéncias obtidas para o DENV1
e DENV3 confirmou o alvo. As sequéncias produzidas estdo de acordo com as
disponiveis no GenBank via BLAST, acessos US/Hawaii/1944-EU848545.1 e
424/BR-PE/06-JX669508.1 para os tipos 1 e 3, respectivamente (Figura 5.1c e
1d). A regido de consenso dos dois sorotipos, a partir do sequenciamento em
comparagdo com as sequéncias do GenBank foi obtida por alinhamento
multiplo utilizando CLUSTAL W, apresentando homologia entre as sequéncias.

O DNA plasmidial tanto do DENV1 e 3 foi submetido a PCR obtendo os
fragmentos esperados (151 e 150 pb, respectivamente), os mesmos foram
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purificados como descrito anteriormente e submetidos a PCR assimétrica para
incorporagao da biotina (Figura 5.1b). A estratégia de amplificagdo assimétrica
do produto clonado utilizando o primer senso com biotina e kit Tagman® foi
eficiente na producédo de moléculas RNA-like-DENV-biotinilado, as quais foram
utilizadas como alvo em sistemas biotina-estreptavidina, aplicaveis na selecéo
dos aptameros.

A fim de confirmar se o alvo tinha incorporado a biotina através da PCR
assimétrica foi realizado o teste de sonda biotinilada descrito anteriormente. A
estreptavidina é uma proteina tetramérica composta de subunidades idénticas
e é caracterizada pela sua elevada afinidade com a biotina. Cada subunidade
associa-se a uma unidade da molécula de biotina com um kd de ~ 1x10™"° M
(GREEN, 1975). A cor azul observada visualmente mostrou que foi formado o
produto final insolivel NBT diformazano indicativo da biotinilagdo. Desta forma
o teste de sonda mostrou um resultado rapido e satisfatério indicando que o
alvo estava biotinilado e pronto para a selecdo de aptameros utilizando o
sistema biotina-estreptavidina (Figura 5.2).

O SELEX genOmico utiliza bibliotecas combinatérias de
oligonucleotideos para selecionar ligantes por meio de ciclos reiterativos de
enriquecimento, que possuam alta afinidade contra uma diversidade de alvos
(GOMES, 2010).

FIGURA 5.2- Teste de sonda biotinilada. 1: DENV1 biotinilado; 2: DENV3 biotinilado; 3: primer

com biotina utilizado como controle positivo.
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FIGURA 5.1- Eletroforese do DENV1 e 3 e Sequéncias do DENV1 e 3 disponiveis no GenBank. (A) Eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) do produto de
PCR do cDNA, as bandas correspondentes aos numeros de 1 a 4 pertencem ao DENV1, M (marcador de peso molecular de 100 pb), as bandas
correspondentes aos numeros de 5 a 8 pertencem ao DENV3.(B) Eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) do produto de PCR do DNA plasmidial, as
bandas correspondentes aos numeros de 1 a 5 pertencem ao DENV1, as bandas correspondentes aos nimeros de 6 a 10 pertencem ao DENV3, M
(marcador de peso molecular de 100 pb). A seta esta apontando o DNA do plasmideo. (C) Sequéncia do DENV1 disponivel no GenBank, acesso
US/Hawaii/1944-EU848545.1. (D) Sequéncia do DENV3 disponivel no GenBank, acesso 424/BR-PE/06-JX669508.1.
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ApOs a obtengao do alvo biotinilado iniciou-se a construgao da biblioteca
de oligonucleotideos para a selegao dos aptédmeros. A mesma foi construida
conforme descrito anteriormente, apds a ultima PCR utilizada para incorporar
os primers A e B, o produto da reacéao foi separado por eletroforese utilizando
gel de agarose 1% e fragmentos com insertos gendmicos variando de
aproximadamente 40-700 nucleotideos como mostra a Figura 5.3 (a), foram
cortados do gel e purificados para serem transcritos.

No final do processo foi obtido uma biblioteca de DNA dupla fita que
através da transcrigao in vitro gerou a biblioteca de RNA, a mesma foi incubada
com o alvo passando por varios passos de lavagem e eluicdo obtendo assim a
biblioteca de RNA selecionada. Logo apds fez-se transcricdo reversa e
amplificagdo por PCR e a cada novo round de sele¢ao dos aptameros realizou-
se a transcrigao in vitro.

A Figura 5.3 (b) mostra que no primeiro round havia 5 nmoles de
biblioteca e no segundo round houve uma queda acentuada na concentragdo
da biblioteca, reduzindo-a em 1,5 nmoles. Este resultado pode estar atribuido
ao fato que os aptameros néo ligantes ao alvo foram eliminados durante as
fases iniciais dos ciclos. Sendo que a cada novo round os aptameros ligantes
ao alvo com maior especificidade foram amplificados por PCR, o que resultou
em um aumento na concentragdo dos mesmos, atingindo uma concentragao
maxima de 3,8 nmoles a partir do quinto round. O processo foi repetido até o

oitavo round, em que a estringéncia da ligagao foi aumentada, para obtencéo

: I | I I
12 2¢ 32 a2 52 62 72 82

Enriquecimento dos rounds de selegio

de ligantes mais especificos ao alvo.

[nmoles]
"~ w

-

(B
FIGURA 5.3- Eletroforese da biblioteca e enriquecimento a partir dos rounds. (A) Eletroforese
em gel de agarose 1% (p/v) do produto de PCR da biblioteca. (B) Enriquecimento da biblioteca

de oligonucleotideos durante os 8 rounds de selegéo.
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Para analisar a afinidade do pool de aptadmeros ao alvo foi realizado o
dot blot. A hibridizacdo das amostras de acidos nucléicos por dot blot
demonstrou que a sonda marcada pela incorporagao covalente termoestavel da
enzima fosfatase alcalina é capaz de detectar que houve interacéo especifica
entre as sequéncias de acido nucléico do virus da dengue e o pool de
aptameros tanto do 2° como do 6° round (Figura 5.4). Nenhum sinal foi
observado nas amostras de acidos nucléicos controle negativo. A utilizagdo do
sistema de dot blot permitiu a analise rapida de varias amostras
simultaneamente, apresentando-se satisfatoria para perspectivas de analises

rotineiras.

FIGURA 5.4- Dot Blot do pool de aptdmeros. (A) Imagem do dot blot do 2° round. 1: ssDNA do
DENV1; 2: ssDNA do DENV3; 3: pool de ssDNA do DENV1 e 3; 4: controle positivo; 5: DNA
scramble usado como controle negativo; 6: pool de aptameros. (B) Imagem do dot blot do 6°
round. 1: ssDNA do DENV1; 2: ssDNA do DENV3; 3: pool de ssDNA de DENV1 e 3; 4: controle

positivo; 5: DNA scramble usado como controle negativo; 6: pool de aptameros.

5.2- Caracterizagao in silico de aptameros selecionados contra a 5’-UTR
do virus da Dengue

Ap6s oito rounds de selecdo os aptdmeros foram clonados e
sequenciados. Vinte e cinco das sequéncias obtidas foram comparadas a fim
de determinar regides consenso conservadas nos ciclos de selegéo, para isto
as mesmas foram alinhadas, semelhantes ao realizado por HARAGUCHI e
colaboradores (2009) que apds nove rounds de selecgéo, clonou, sequenciou e
caracterizou 22 aptédmeros ligantes a proteina SRP19.

No alinhamento dos aptédmeros foram identificados diversos
ribonucleotideos conservados, estes foram agrupados quanto a similaridade
em trés Familias de acordo com a presenca de sequéncias consensos. A

Familia | apresenta o motivo GGGGW, a Familia Il possui o motivo GGGWW, e
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a Familia Ill apresenta o motivo GGGWW,, todas com suas respectivas
variagbes (Tabela 5.1). Vale ressaltar que algumas sequéncias podem
apresentar mais do que um motivo, superposto a outro motivo ou nao
superposto. Assim eles aparecerao em mais de uma classificagdo por Familia.

Tabela 5.1- Organizacdo de sequéncias com base na presenga dos motivos GGGGW e/ou
GGGWW e suas variagdes

o Numero de nucleotideos » Nume_ro de
Aptamero — Sequéncia Sequéncia Familias*® m:::;ss
fixa randomica

HO4 67 31 36 Fl 3
GO08 66 31 35 Fl 2
GO03 61 31 30 Fl 4
F12 63 31 32 Fl 1
F09 53 31 22 Fl 1
EO7 61 31 30 FI-FlIl 10
D11 87 31 56 Fl 3
D04 85 31 54 FI-FllI 11
D03 65 31 34 FI-FllI 2
C11 59 31 28 FI-FII-F1lI 7
C10 68 31 37 FI-FII 16
C06 88 31 57 FI-FII 6
C03 58 31 27 Fl-l 4
Co1 87 31 56 FI-FII-F1lI 5
B08 187 31 156 FI-FII-F1lI 8
BO7 54 31 23 FI-FII-F1lI 7
A11 67 31 36 FI-FlI 5
A03 77 31 46 FI-FII-F1lI 13
FO8 59 31 28 Fll 6
EO5 68 31 37 Fll 1
D07 90 31 59 Fll 2
G09 41 31 10 FlI 3
FO4 87 31 56 FllI 1
B12 75 31 44 FllI 1
Total 122

e . ~ GGGGG, GGGGA, GGGAG, GGAGG, GAGGG, AGGGG, GGGGU, GGGUG
* Familia | (FI) = GGGGW e variacdes' ' ' ‘ ‘ : ‘ ‘ :
GGUGG, GUGGG, UGGGG)

* Fam |’I|a Il (F”) = GGGWWa e Variagées (GGGAU, GGAUG, GAUGG, AUGGG, GGGUA, GGUAG, GUAGG, UAGGG)

* Fam |’I|a I (FI”) - GGGWWb e Varia(;f)es (GGGAA, GGAAG, GAAGG, AAGGG, GGGUU, GGUUG, GUUGG, UUGGG)

Nota: W = A OU U; WW, = AU ou UA; WW, = UU ou AA
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Muitos motivos de RNA desempenham um papel importante na
transmissdo da informacdo genética (TOULME et al., 2004). Os motivos da
Familia | foram os mais frequentes ocorrendo em 40% (49/122) das sequéncias
analisadas. As sequéncias variando de 31-40 foram as que apresentaram um
maior numero dos motivos (38/122), sendo 34% (13/38) como parte da Familia
| e 63 % (24/38) da Familia Il.

O numero de nucleotideos que representa um motivo linear de RNA
varia, como por exemplo, os estudos de ELLENBECKER e colaboradores
(2012) trabalhando com caracterizagdo de aptameros contra a proteina N do
virus da febre do vale de Rift encontrou um motivo contendo GAUU. Este
motivo foi variavel no numero de repeticbes por RNA, a prevaléncia das
variagbes do padrdao GAUU numa elevada porcentagem dos RNAs isolados
indicaram que pode ser uma sequéncia de reconhecimento importante para a
proteina N.

Os autores DUCONGE & TOULME (1999) selecionaram aptameros
contra um stem-loop muito importante para a transcricdo do genoma do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), chamado de elemento responsivo de trans-
ativacdo (TAR). Depois de dez rounds de selegao, os aptadmeros revelaram um
motivo octamero (5-GUCCCAGA-3'), cujas seis bases centrais desta
sequéncia consenso eram complementares ao loop de RNA do TAR. De
acordo com os autores os ligantes selecionados ao TAR podem impedir a
transcricdo do genoma do HIV e o desenvolvimento do retrovirus, o que
corrobora nossa hipotese para o genoma do DENV.

As frequéncias dos motivos presentes nas Familias (1, Il e lll) e em cada
classe de aptameros sdo apresentadas na Figura 5.5. O tamanho total dos
aptdmeros escolhidos incluindo tanto a regido fixa, composta dos primers
utilizados na amplificagdo, como a regiao randdémica variou de 41 a 187
nucleotideos, e somente considerando a regidao randdémica, o tamanho dos
aptémeros variou de 10 a 156 nucleotideos com uma maior frequéncia no
grupo ranqueado de 31 a 40 nucleotideos presentes na regido randémica.

Os aptameros foram divididos em grupos de acordo com o tamanho das
sequéncias da regido randdémica. No grupo de tamanho inferior a 20

nucleotideos e no grupo que possui de 20-30, a Familia | foi mais frequente. No
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grupo que possui de 31-40 nucleotideos a Familia Il teve maior
representatividade. O grupo de 41-50 e o que possui tamanho superior a 50
nucleotideos apresentaram frequéncias semelhantes da Familia | e Ill para o

primeiro e Familia I, Il e Ill para o ultimo.

a5

a0 -

. Aptimeros
== Familial
== Farniliall

e il 01

<20 20-30 3140 41-50 =50
MNucleotideos da regidc varideel

FIGURA 5.5- Frequéncia dos aptameros ranqueados pelo tamanho das sequéncias de
nucleotideos presentes na regido variavel e das familias de motivos lineares, onde na Familia |
estdo os motivos GGGGW (W = A ou U) e variagdes; na Familia Il os motivos GGGWW, (W =
AU ou UA) e variagbes; e na Familia lll estdo os motivos GGGWW, (W = UU ou AA) e

variagoes.

Baseado nos motivos lineares as sequéncias que apresentaram numero
24 e/ou contendo representantes de duas das trés Familias caracterizadas,
foram agrupadas por cluster (Figura 5.6). No cluster A foram agrupados
aptéameros com similaridades baseados nos motivos anteriormente descritos,
no cluster B foram agrupados quatro aptameros escolhidos aleatoriamente, que
apresentam motivos diferentes daqueles apresentados na Tabela 1.

A partir da analise do cluster A os aptameros B07 e CO03 foram
considerados mais semelhantes entre si ambos apresentam motivos
pertencentes as Familias | e Il. Ja no cluster B os aptameros A05 e G02 foram
considerados mais semelhantes entre si e ambos possuem quatro motivos

lineares.
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FIGURA 5.6- Cluster dos aptédmeros. A) Pareamentos de sequéncias realizados para
sequéncia contendo pelo menos quatro dos motivos lineares (GGGW e/ou GGGWW e suas
variagdo) e com sequéncias de tamanho total menor que 80 nucleotideos. B) Pareamentos de
quatro sequéncias escolhidas aleatoriamente dentre as que nao apresentaram os motivos
lineares (GGGW e/ou GGGWW e suas variagdes) e com sequéncias de tamanho total menor

que 80 nucleotideos.

Para realizar a predicdo da estrutura biomolecular, 14 aptameros
(Tabela 5.2) foram escolhidos baseados na energia livre (AG) variando entre -
14 e -20, ou com porcentagem de guanina e citosina (%GC) entre 55 e 60.
Considerando que estas condicbes sao importantes nas interagdes
intermoleculares entre o alvo e o aptadmero, podendo conferir maior
estabilidade entre essas moléculas. Além desses dados foram obtidos os locais
aproximados de hibridizacado dos 14 aptameros ao DENV1 e ao DENV3.

A maioria dos aptameros apresentou um local aproximado de
hibridizacao, tanto para o DENV1 quanto para o DENV3 de forma semelhante e
variando em poucos pares de bases. Apenas os aptameros, C10, FO8 e E03
apresentaram locais aproximados de hibridizagdo muito diferentes para os dois
sorotipos. Estes dados indicam que o uso combinado de dois ou mais dos
aptdmeros selecionados, no presente trabalho, e que se ligam em posicoes
diferentes ao alvo DENV podem ser ferramentas uteis para dificultar ou impedir
o0 processo de replicacdo e/ou transcricdo do DENV, assim como serem
adaptados a biossensores para fins diagnosticos.

O possivel uso destes aptdmeros na interferéncia do processo de
replicacao e/ou transcricdo do DENV, baseia-se no fato de que a estrutura SLA
presente na 5-UTR viral revela ser essencial para a ligacdo especifica e
atividade da polimerase NS5 (FILOMATORI et al., 2006). Assim, como a
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ligacdo entre a NS5 e SLA demonstra ser necessaria para a sintese de RNA
viral (YU et al., 2008).

A aplicacédo de biossensores para detectar o DENV foi descrita no
trabalho de FLETCHER e colaboradores (2010) os quais utilizaram um
complexo formado por um aptédmero/endonuclease de restricdo transdutora de
sinal e uma molécula de sinalizagao fluorescente. Nesse modelo, um stem loop
acoplado ao oligonucleotideo adaptado é empregado para a detecgéao do alvo
de interesse e um complexo formado por uma endonuclease de restricdo
inibidora do aptamero € o transdutor de sinal. Este sistema foi capaz de
detectar especificamente sequéncias associadas com cada um dos quatro
sorotipos do virus da Dengue, assim como uma sequéncia de pan-Dengue
comum para todos os sorotipos.

No que se refere as analises conformacionais a estrutura secundaria é
construida de subestruturas que contribuem para a energia livre da molécula
fornecendo informagdes importantes sobre o reconhecimento molecular e
interacdo de acidos nucléicos com ligantes (PATEL & SURI, 2000), além de
contribuir para a estabilidade e propriedades bioquimicas da molécula. Na
maioria dos casos os nucleotideos da regido consenso estao localizados nos
loops e hairpins que s&o estruturas mais provaveis de interagirem com o alvo.

As estruturas secundarias dos aptameros foram preditas pelo programa
Mfold desenvolvido por ZUKER (2003) (Figura 5.7). O programa leva em
consideragcado as interagdes entre os ribonucleotideos e a energia livre da
estrutura, o0 mesmo faz suas predigdes considerando a concentracédo de NaCl
(1M) e auséncia de cations divalentes. O tampao em que os aptdmeros foram
solubilizados possui 100 mmol L' NaCl, 2 mmol L™" MgCl,, 5 mmol L™ KCl e 1
mmol L' CaCl,. A cadeia fosfodiéster dos oligonucleotideos é poliani6nica e a
presencga de cations propicia o dobramento adequado das sequéncias (LILLEY
et al., 2003).
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ID Predigdo de Estrutura Biomolecular® (5'—3’) Energja No. de Local aproximado de hibridizagao
Apt. Livre " AG Estruturas ao alvo em pares de base (AG)
(%GC) Secundarias® | Denv1 Denv3
D04 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAANNNNNNCCUNNNGUCUNNNNCUCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN | -29.20 (64) 2 42-134 (-43.7) 42-149 (-40.2)
NNNNNNNNNNNN
(CCCCa O e COCCCa e o COCCCCCe o COCCC e COCCe e aa)) ) ) e ea))))) D)) ) ) ) )))
))...))-))))
A11 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUCCUNNNNUGUCCUNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -26.30 (66) 4 83-149 (-33.4) 80-149 (-30.3)
T N e N T DD ))))))-))))))))) )
C11 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUGGAGNNNNNNNUUGUGGGUNNNNNNNNNNNNNN -16.20 (64) 2 81-134 (-32.7) 80-149 (-30.8)
.................. COCOCCe e e OO e e e e ) ))
BO7 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGUGUUGGGUNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -14.00 (65) 2 81-134 (-31.8) 81-134 (-28.5)
.............. (N S D IS BB B I D I
A03 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGGGGAAGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN | -25.90 (58) 2 81-150 (-37.4) 81-150 (36.2)
NNNN
CCCCe e CCee e o COCCC o COCCCOCCe e e Cleeeven ))-))-))))))))))-a))))) ))
))))
FO8 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGCUNNNNNNNNNNNNNNNNNNUGCUNNNNNNNNN -19.50 (61) 1 81-134 (-23.9) 27-93 (-24.2)
I I T R R R D D I D D N D ))) ) .-
G03 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGGUGUGNNUGUGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -16.10 (64) 3 81-134 (-30.0) 80-141 (-28.6)
O O O S O O O O O O O O O O P )))) - .)))))))))) )
C10 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAUGGGGAUGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -22.10 (62) 2 5-75 (-34.3) 80-149 (-33.2)
O I T I T T T ))-)) <)) -))))))))))))))))
C03 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUGGGAUGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -18.50 (64) 2 5-64 (-37.2) 5-75 (-37.3)
T N N T T T )))))-)))))))))) )
EO7 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGGUGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -16.10 (62) 4 81-149 (-35.9) 80-149 (-31.8)
O COCCCa o COCe o O CCae)))))a)))))))))))))))
E03 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAUAGNNNNNNNNNNNNGUGCAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN | -23.70 (59) 2 81-134 (-30.5) 15-93 (-32.5)
NN
COCCa CCCClle e e (laaa)) )Y e ))))))))))) ((((eea))))eel))
))
G02 | NNNNNNNNNNNNNNGGAGUNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUGUCUNNNNNNNNNNNN -12.20 (62) 1 83-134 (-28.4) 82-132 (24.8)
T O T N )) D)) ) e ((..... )) ...
B10 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUCUAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -21.40 (65) 1 81-134 (-29.5) 81-133 (-26.9)
N N N T N R R R R N D R R R D D D T )))-.))))
AO5 | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUCUGCUGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -24.00 (65) 1 57-134 (-32.4) 42-133 (-33.5)
T N )N ) e ))))) ) e ))) o)) ..

N= presenca de qualquer uma das bases A, U, C, G; * Estruturas bimoleculares (dot bracket) dos aptameros de RNA e suas respectivas energias livres calculados de
acordo com GIEGERICH et al., (2004), disponivel no web server http.//bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rnashapes, £ Obtido de acordo com ZUKER (2003) pelo web
server http.//mfold.rna.albany.edu (DINAMelt), mantido pela Universidade do Estado de Nova York em Albany (The RNA Institute)




FIGURA 5.7- Representagéo da predigdo da estrutura secundaria dos aptameros. As letras A,

B e C representam os harpins e/ou loops dos aptdmeros apresentados no cluster A e B da

figura 14.
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As estruturas secundarias dos 14 ligantes selecionados indicaram a
presencga de um a trés loops/harpins (Figura 5.7) de possiveis locais de ligagao
DENV. De acordo com CHUSHAK & STONE (2009) as bases de RNA
desemparelhadas sado mais flexiveis, podendo faciimente mudar sua
conformagéo para formar uma “bolsa” de ligagdo e acomodar um ligante e/ou
atuarem como doadoras ou receptoras de atomos para a formagao de ligagdes
de hidrogénio. As semelhangas estruturais entre estes aptameros podem
indicar semelhancgas funcionais quando ocorrer a hibridizagdo com o alvo.

Algumas das bases comuns e nao sequenciais presentes nos hairpins
e/ou loops internos das estruturas secundarias dos aptameros apresentados na
Figura 5.7 foram representados na Figura 5.8. Os aptédmeros B07 e C11 foram
os mais semelhantes entre si, de forma semelhante ao dado obtido pela analise
de cluster, apresentando as bases G-U-G-A-G-G numa porgdo do /oop,
podendo indicar motivos conformacionais de ligagdo ao DENV. Dados
semelhantes foram encontrados para os aptameros C03 e GO03 apresentando

as bases U-G-G-U-G numa porg¢ao do loop.
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FIGURA 5.8- Quadro representativo de algumas das bases comuns e n&o sequenciais
presentes nos hairpins el/ou loops internos das estruturas secundarias dos aptameros

apresentados na Figura 15.

A estrutura secundaria da 5’-UTR do DENV1 e 3 também foram preditas
(Figura 5.9a), mostrando que ha semelhanca entre as duas estruturas e
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apresentam a mesma energia livre o que contribui para uma estabilidade
analoga ao ligarem-se ao alvo. O alinhamento das sequéncias dos dois
sorotipos mostra que ha quatro sitios de mutagao (A/C, A/G, A/U e U/G) nesta
regido analisada, a quantidade e o tipo de muta¢des na 5’-UTR dos dois tipos
virais corroboram com os trabalhos de POLACEK e cols. (2009).

Para representar a possivel alteragcdo na estrutura conformacional do
DENV devido a interagdo com o ligante foi utilizado o aptamero BO7 (Figura
5.9b). A interagdo do aptadmero ao alvo por hibridizagédo (ligagdes Watson &
Crick elou wobble ‘G/U’) levou a uma alteragdo na estrutura de ambos
sorotipos, DENV1 e 3, sugerindo que o mesmo pode ocorrer também com os
sorotipos 2 e 4. Assim como para o aptdmero BO7 os demais aptdmeros
selecionados podem ser potenciais para uso em estudos funcionais, como
alteracdes na expressédo de genes especificos pos-infecgdo do mosquito pelo

virus, no diagndstico e/ou terapia da doenga.
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58

6- CONSIDERAGOES FINAIS

Segundo MIYAZAKI & FUJITA (2012), cerca de duas décadas se
passaram desde a descricdo do método de selecido de aptameros por SELEX e
suas aplicacbes estdo aumentando e se tornando cada vez mais sofisticadas,
sendo o atual momento uma oportunidade para que as pesquisas em viroses
considerem o uso de aptameros.

Dentre as varias novas perspectivas que os dados aqui apresentados
abrem no escopo das analises moleculares de aptameros e viroses, podem-se
destacar algumas. Os aptdmeros aqui selecionados podem ser utilizados como
ferramentas diagndsticas e/ou terapéuticas, pois os mesmos mostraram
afinidade ao DENV1 e 3, além disso as analises in silico indicam que quando
ha interacdo do aptamero ao alvo, o mesmo pode mudar a estrutura
conformacional do alvo levando a perda de sua conformacgao original, podendo
desta forma dificultar ou impedir a replicagdo bem como o processo de
transcricdo do DENV, o que impediria a traducdo das proteinas virais, tais
como: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5, necessarias ao processo
infeccioso.

Esses aptameros ainda indicam ter um amplo espectro de hibridizagao
ao DENV mesmo na presencga das mutagdes que distinguem os tipos virais, os
quais poderiam ser utilizados para os outros dois sorotipos, DENV2 e 4, além
de novos subtipos virais que possam vir a ser encontrados, uma vez que a 5’-
UTR dos quatro sorotipos sao estruturalmente semelhantes entre si.

Por fim, esses aptadmeros poderao ser testados in vitro, em experimentos
com culturas de células pré e pos transfeccdo dos mesmos e, para isso,
realizar testes de modificagdes para aumentar a estabilidade do ligante no
citoplasma celular. Dentre as modificacoes, destacam-se a troca de um OH na
posicao 2’ da ribose por 2’F ou 2’NH; o que leva a uma maior protecdo do
ligante de RNA ao ataque de nucleases enddgenas. Através desse
capeamento terminal com moléculas pequenas tais como: amina, grupo
fosfato, ou residuo de timidina e outras bases nao naturais (FERREIRA &
MISSAILIDIS, 2007). Os nucleotideos modificados tém sido introduzidos em

experiéncias de seleg¢do, resultando no isolamento de aptameros que sao
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surpreendentemente estaveis in vivo (LATHAN & TOOLE, 1994), além disso,
os aptdmeros aqui selecionados poderdo ser avaliados em testes rapidos de

biossensoriamento.
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7- CONCLUSAO

A selecdo de RNA ligantes a regiao 5-UTR do DENV1 e 3 realizada
apo6s oito rounds pelo método SELEX Genbmico e a caracterizagao in silico
dessas moléculas demonstrou a potencial aplicagdo dos aptameros aqui
caracterizados como ferramenta diagndstica e/ou terapéutica, bem como sua
adaptacgao para o biossensoriamento com afinidade e seletividade ao DENV1
e 3.
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