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RESUMO

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar alteragcdes conformacionais nos
aptameros A03 e C10 previamente selecionados contra regides nao traduzidas
presentes no genoma do virus da dengue (DENV), por meio de testes de biologia
e fisica molecular. Os aptdmeros sdo moléculas de &acidos nucleicos com
potencial aplicacdo na teranéstica das mais diversas doencas. Nesse contexto,
destaca-se a dengue, uma doenca infecciosa viral com altos indices de morbi-
mortalidade em um cenario mundial, principalmente em regides tropicais e
subtropicais, onde sdo altas as incidéncias do mosquito vetor Aedes aegypti.
Esses aptameros demonstraram, por meio de dot blot e de captura de ligantes
por beads magnéticos com deteccdo por PCR em Tempo Real, afinidades e
especificidades semelhantes de ligacdo a 5UTR do DENV. Provavelmente,
essas semelhancas se deram em funcdo dos motivos e das estruturas
secundarias analogas apresentadas por esses ligantes, obtidas por ensaios in
silico. Os ensaios de Transferéncia Ressonante de Energia de Fluorescéncia
(FRET) permitiram a confirmacéo dessa afinidade de ligacdo entre AO3:DENV,
devido as altera¢des estruturais ocorridas no aptamero duplamente marcado em
sua sequéncia (5’-FAM; 3’-TAMRA). As alteracdes conformacionais no aptamero
resultantes de sua interagdo com o alvo foram detectadas pelas mudangas nas
intensidades de fluorescéncia do FAM e do TAMRA, decorrentes de alteracdes
nas distancias entre o doador e o aceitador que afetam a eficiéncia FRET e por
conseguinte as intensidades de fluorescéncia destas moléculas. A forca ibnica
do tampdo utilizado nos ensaios apresentou importante influéncia na
conformacao do aptamero, permitindo a deteccao das interacdes entre A0O3 e 0
DENV. Os ions presentes na solucéo tampéo afetaram a conformacéao estrutural
do aptamero e aumentaram sua estabilidade térmica, sendo que o ion Mg?* levou
a maiores alteracdes estruturais sobre o AO3 comparado ao ion Na*. Os dados
agui apresentados demostraram a importancia dos estudos de afinidade e
especificidade dos oligonucleotideos ligantes ao virus da dengue. E possivel
concluir que os aptameros A03 e C10 apresentam potencial de aplicacédo para
fins diagndsticos e/ou terapéuticos, considerando o tampéao diluente, uma vez
que os diferentes sais presentes exercem influéncia sobre as estruturas
conformacionais secundarias e terciarias dos aptameros, e em sua
biodisponibilidade de interacdo com o alvo.

Palavras-chave: Aptameros, DENV, Dot blot, PCR em Tempo Real, FRET.



ABSTRACT

The main purpose of this study was to assess conformational changes in
preselected aptamers A03 and C10 against untranslated regions present in the
genome of the dengue virus (DENV), by means of molecular biology and physics
assays. Aptamers are nucleic acid molecules with potential theranostic
applications. In this context, dengue was the target chosen for study because is
an important infectious viral disease presenting high rates of morbidity and
mortality in the worldwide, especially in tropical and subtropical areas, where
there are high incidences of the mosquito vector Aedes aegypti. These aptamers
showed, by dot-blot and magnetic beads ligand capture and subsequent gPCR
detection, similar affinities and specificities to binding to the DENV 5'UTR.
Probably, the analogy of the motifs and secondary structures presented in these
ligands, identified by in silico studies, are responsible for these similarities. Data
obtained by using Fluorescence Resonance Energy Transfer Assays (FRET)
confirmed the affinity of AO3 as DENV ligand by conformational changes in the
double labeled aptamer (5’-FAM, 3’-TAMRA). Aptamer conformacional changes
resulting from its interaction with the target were detected by the modifications in
the fluorescence intensities between FAM and TAMRA fluorophores. These
conformational changes results in donor-acceptor distance modification that has
an effect on FRET efficiency and on fluorescence intensity of these molecules.
The ionic strength of the buffer used in the trials had significant influence on the
conformation of the aptamer, allowing the detection of interactions between A03
and DENV. The ions in the buffer lead an effect in the conformation of the
aptamer, increasing its thermal stability, and the Mg?* ion has led to major
conformational changes on A0O3 compared to Na* ion. The data presented herein
demonstrated the importance of the studies of oligonucleotides binding affinity
and specificity to Dengue virus. It can be concluded that the A0O3 and C10
aptamers have potential in application for diagnostic and/or therapeutic purposes,
considering the diluent buffer, since different salts have influence on the
secondary and tertiary conformational structures of aptamers, and on
bioavailability of interaction with the target.

Keywords: Aptamer, DENV, Dot blot, Real-Time PCR, FRET.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Historicos e Epidemioldgicos da Dengue

A dengue, uma doenca febril aguda transmitida por mosquitos
hematofagos fémeas do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti (A.
aegypti), é considerada a doenca de transmissdo vetorial com o maior
crescimento no mundo. E uma importante arbovirose (doenca transmitida por
artropodes) que afeta o homem e constitui-se em um seério problema de saude
publica mundial, especialmente nas regides tropicais e subtropicais urbanas,
onde as condi¢cdes ambientais favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do
mosquito vetor (BRASIL, 2002). Estima-se que 3 bilhdes de pessoas vivem em
areas onde hé risco de contrairem dengue e que ocorrem cerca de 390 milhdes
de infec¢bes/ano, em que 96 milhdes destas sdo sintomaticas, e 20.000
mortes/ano (BHATT et al., 2013).

A infeccdo pode ser causada por um dos quatro sorotipos
antigenicamente distintos do virus da dengue (DENV-1, 2, 3 e 4), resultando em
um amplo espectro clinicopatoldgico, variando desde um quadro assintoméatico
até quadros sintomatolégicos de Febre de Dengue (FD), quadros graves de
Febre Hemorragica de Dengue (FHD) e Sindrome do Choque de Dengue (SCD),
que podem evoluir para 6bito. Qualquer um dos quatro sorotipos podem causar
todos os quadros clinipatolégicos da dengue, no entanto, o sorotipo 2 tem sido
associado com as formas mais graves (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2009).

A suscetibilidade ao virus da dengue € universal. A imunidade é
permanente para um mesmo sorotipo (homoéloga) e temporaria para sorotipos
distintos (heteréloga) (BRASIL, 2002). Observacdes epidemiolégicas sugerem
que, infeccdes sucessivas por diferentes sorotipos aumentam o risco de
desenvolvimento da FHD (MACIEL et al., 2008).

O virus da dengue foi isolado pela primeira vez em 1943, a partir
de amostras de sangue coletadas de soldados japoneses acometidos de doenca
febril, no Japéo (KIMURA & HOTTA, 1944 apud AZEVEDO et al, 2011, p. 20) e
de soldados americanos provenientes do Havai. Ao identificar outro virus em

Nova Guiné, em 1944, observou-se que as cepas tinham caracteristicas



antigénicas diferentes, sendo entéo, considerados sorotipos de um mesmo virus
(SABIN & SCHLESINGER, 1945 apud HENCHAL & PUTNAK, 1990, p. 377). O
primeiro foi denominado sorotipo 1 (DENV-1) e o segundo sorotipo 2 (DENV-2).
Os sorotipos DENV-3 e o0 DENV-4 foram isolados em 1956, em Manila, Filipinas,
durante o curso da epidemia de FHD (HAMMON et al., 1960 apud HENCHAL &
PUTNAK, 1990, p. 385).

Em decorréncia das perturbacbes ambientais resultantes do
desenvolvimento da economia e urbanizacéo intensa e desordenada do sudeste
da Asia, a partir da Segunda Guerra Mundial, foi observado um aumento na
incidéncia de doencgas transmitidas por vetores artropodes, o que favoreceu o
inicio da pandemia global de dengue (GUBLER, 1997). O Sudeste Asiatico
representava a regido do mundo mais atingida pela dengue, até a metade da
década de 1990. Desde entdo, os paises das Américas Central e do Sul
comecaram a se destacar nesse cenario e passaram a contribuir com mais da
metade dos casos notificados dessa doen¢a no mundo (BARRETO & TEIXEIRA,
2008).

No Brasil, a primeira epidemia de dengue, com confirmagao clinica
e laboratorial, ocorreu em 1982 na cidade de Boa Vista, Roraima, onde foram
identificados os sorotipos DENV-1 e DENV-4 (OSANAI et al., 1983). Em 1986
ocorreu a reintroducdo do DENV-1 no pais, mais precisamente no Rio de
Janeiro, resultando na disseminacéo pelo Brasil (SCHATZMAYR et al., 1986). A
introducéo do DENV-2 se deu a partir do ano de 1990 (TEIXEIRA & BARRETO,
1999). O DENV-3 foi detectado no Brasil no final do ano 2000, sendo
predominante na maioria dos estados brasileiros de 2002 a 2009 (NOGUEIRA
et al., 2001; LOPES et al., 2014.).

De acordo com a Organizacdao Pan-Americana da Saude, em 2015
o Brasil contribuiu com 85% do namero total de casos de dengue no continente
americano. No periodo compreendido entre janeiro e julho de 2016, o pais foi
responsavel por 67% dos casos confirmados em laboratério e notificados nas
Ameéricas, 13% dos casos graves e 47% dos 6bitos por dengue. Nesse periodo,
apesar de grande parte das amostras processadas para isolamento viral terem
sido positivas para o DENV-1, constatou-se a circulagdo simultanea dos quatro
sorotipos do DENV no pais (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2015,
2016; BRASIL, 2016).



De acordo com dados do Ministério da Saude, até a Semana
Epidemiol6gica que ocorreu entre 03/01/2016 a 11/06/2016, jA haviam sido
registrados mais de 1,3 milhdes de casos provaveis de dengue no Brasil, onde
a andlise da taxa de incidéncia demonstrou que as regides Centro-Oeste e
Sudeste apresentaram as maiores taxas, com 949,9 casos/100 mil habitantes e
940,6 casos/100 mil habitantes, respectivamente. O estado de Goias, apesar de
ter apresentado uma queda de 40,3% no numero de casos, em relacdo ao
mesmo periodo do ano de 2015, ainda contribui com 56,8% das notificacbes na
regiao Centro-Oeste (BRASIL, 2016).

1.2 Aspectos Moleculares do Virus da Dengue

1.2.1 Estrutura viral e genoma

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus, familia Flaviridae
(WESTAWAY, 1985). As particulas virais do DENV, assim como outros
Flavivirus, séo esféricas, com um diametro entre 50 e 55 nm, sendo revestidas
por um capsideo proteico (C) com simetria icosaédrica, envolvido por um
envelope lipidico onde estdo inseridas as proteinas de membrana (M) e
espiculas de natureza glicoproteica (E) (Figura 1.1a). A estrutura viral é
composta de 6% de RNA, 67% de proteina, 9% de carboidratos e 18% de lipidios
(RUSSEL et al., 1980).

As propriedades bioldgicas importantes do DENV, incluindo ligacéo
a um receptor de membrana, hemaglutinacao de células sanguineas, inducao de
anticorpos neutralizantes e a resposta imune protetora, estdo associados com a
glicoproteina E (GUZMAN et al., 2010).

O RNA viral (Figura 1.1b) é senso positivo, contendo
aproximadamente 11 Kilobases (Kb) de comprimento, com elementos
sinalizadores importantes na regulagéo de processos fundamentais do ciclo de
vida viral. Este genoma possui uma unica sequéncia codificante (open reading
frame — ORF) flanqueada por duas regides nao traduzidas denominadas 5" e 3"
UTRs (untranslated regions), com aproximadamente 100 e 600 nucleotideos,
respectivamente. Essas regibes ndo codificadoras possuem sequéncias

conservadas e estruturas secundarias de RNA que direcionam 0s processos de



amplificacdo gendmica, traducdo e empacotamento viral (CHAMBERS et al.,
1990; ALVAREZ et al., 2005b).
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FIGURA 1.1: Representacdo esquematica da particula viral e do genoma do DENV. (a)
Organizacao estrutural da particula do virus; (b) Organizagédo do genoma do DENV, com
arepresentacao das regides 5’ e 3’'UTR, e a ORF que codifica trés proteinas estruturais:
capsideo (C), membrana (M) e envelope de glicoproteinas (E), e sete proteinas ndo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Adaptado de Guzman et al.,
2010.

A regido codificante é traduzida em uma poliproteina que é
posteriormente clivada, por proteases celulares e serino proteases, em trés
proteinas estruturais (capsideo, membrana e envelope) e sete proteinas nao-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), importantes para a
replicacdo viral e processamento do polipeptideo (CHAMBERS et al., 1990;
ALESHIN et al., 2007).

1.2.2 Regibdes néo traduzidas 5’ e 3’'UTR

A estrutura secundaria da 5"UTR (Figura 1.2), possui uma estrutura
“cap” tipo 1 (residuo 7-metil-guanosina ligado a um trifosfato) seguida por uma
sequéncia de nucleotideos conservada 5’-AG-3’ (ZHOU et al., 2007). Em sua
estrutura, apresenta hastes (stem) com uma pequena alga (loop) no topo, devido
a complementariedade das sequéncias de nucleotideos, onde ocorre o

emparelhamento de pares de bases e um loop desemparelhado.
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FIGURA 1.2: Representacdo esquematica da regido 5UTR do genoma do virus da
dengue. E constituida por estruturas conformacionais steam loops SLA, SLB (que
termina no cédon de iniciagdo AUG), regido de codificagdo do capsideo cHP e
sequéncias conservadas 5’'UAR e 5’ CS. Adaptado de Iglesias & Gamarnik, 2011.

O stem loop A (SLA) é uma estrutura de haste longa, importante
como elemento promotor reconhecido pela RdRp (RNA-dependent RNA
polymerase NS5) para sintese de RNA (FILOMATORI et al., 2006). O segundo
stem loop da regido, o SLB, possui haste mais curta que termina no cédon de
iniciacdo da traducdo AUG e contém uma sequéncia conhecida como 5’UAR,
essencial para a interacdo RNA-RNA a longa distancia e replicacdo do genoma,
uma vez que é complementar a sequéncia 3'UAR localizada na outra
extremidade do genoma (BRINTON & DISPOTO, 1988; ALVAREZ et al., 2005b).
O hairpin cHP (capsid-coding region hairpin) € a regido de codificagdo do
capsideo, e 5'CS (cyclization sequence) apresenta uma regido conservada que
€ complementar a CS1 localizada na 3'UTR. A conservagdo dessa estrutura
demonstra a importancia da 5"UTR na replicacdo do virus (CAHOUR et al.,
1995).

A regido 3’'UTR (terminal ndo poliadenilado) (Figura 1.3) pode ser
dividida em 3 dominios. O dominio | é a regido mais variavel e esta localizado
logo ap6s o codon de parada de traducgdo. O seu tamanho é muito variavel entre
oS sorotipos, podendo apresentar aumento de 120 ou reducdo de 50
nucleotideos (ALVAREZ et al., 2005a).

O dominio 1l possui uma estrutura caracteristica denominada
haltere (DB), duplicada (DB1 e DB2). Os elementos de DB contém sequéncias

conservadas que sdo nomeadas CS2 (complementary or cyclization sequences)
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e RCS2 (repeticdo de CS2) presentes nos flavivirus transmitidos por mosquitos
(GEBHARD et al., 2011).

O dominio Ill é a regido mais conservada da 3'-UTR. Apresenta
uma sequéncia de 25 nucleotideos denominada CS1, a qual € bem conservada
entre os quatro sorotipos virais e € complementar a 5’°CS (KOFLER et al., 2006).
A estrutura conhecida como 3’SL (stem loop) é bem conservada entre todos os
membros da familia Flaviviridae e critica para os mecanismos de replicacgéo viral,
a qual contém a sequéncia 3'UAR que € complementar a 5’ UAR (BRINTON et
al., 1986; YU & MARKOFF, 2005).

Dominio | Dominio 1l Dominio 11

RCS2 (CS2

3’ UTR 1 i TUAR
Codon de WSFI /
Parada sHP
I QORF ! W ¢

Regido Varidvel DBI DB ” 3,SL

FIGURA 1.3: Representacéo esquematica da regido 3'UTR do genoma do DENV. E
dividida em trés dominios, sendo: dominio | (regido variavel), dominio Il (estruturas com
halteres, DBI e DBIl e sequéncias conservadas RCS2 e CS2), dominio Il (regibes
conservadas CS1, 3'SL e 3’'UAR). Adaptado de Iglesias & Gamarnik, 2011.

Estudos sugerem que a 3'UTR forma estruturas secundarias
conservadas que interagem com fatores nucleicos ou proteinas virais e/ou do
hospedeiro formando um complexo envolvido na regulacdo da transcricdo e
replicacdo do RNA, podendo intensificar a eficiéncia da traducdo (ZHOU et al.,
2006).

1.3 Replicacéao Viral

Apos a introdugdo do DENV no hospedeiro, inicia-se o ciclo de
replicagéo viral, que consiste no desencadeamento de uma série de eventos na
célula hospedeira: adsorgéo da particula viral, entrada no citoplasma e liberagéo
do genoma, traducao, replicagdo, montagem, e liberacdo das novas particulas
virais (Figura 1.4) (CLYDE et al., 2006).



O inicio da replicagédo se da com a ligacao do receptor na superficie
celular, onde podem ser infectados muitos tipos de células, incluindo tecidos
muscular, do sistema vascular e hematolégico (SENEVIRATNE et al., 2006). As
interacOes da proteina E, e a molécula de adeséo intercelular especifica de
células dendriticas (DC-SIGN) sdo essenciais para infeccdo dessas células e

para internalizacéo eficiente da particula viral (WU et al., 2000).
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FIGURA 1.4: Representacdo esquemaética do ciclo de replicagéo viral. A particula viral
€ endocitada depois de se ligar a receptores celulares. Apés a liberagéo do genoma viral
no citoplasma, iniciam-se o0s processos de replicagdo, montagem, maturagdo e
liberagdo da nova particula viral formada. Adaptado de Lindenbach et al., 2007.

Os virus sao endocitados por clatrinas e transportados em
vesiculas endossomais. A medida que a vesicula vai sendo transportada, o seu
interior € gradualmente acidificado. O baixo pH do endossoma induz a fusédo do
envelope do virus com membranas celulares, provocando mudancas
conformacionais na proteina E, ocorrendo a liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma. Nesse ambiente, o genoma viral é traduzido como um RNAmM da
célula numa atividade polirribossomal, inicialmente livre no citoplasma, dando
inicio a traducéo da poliproteina viral (LINDENBACH et al., 2007).

Apoés a infeccdo, o genoma de entrada serve como RNAm para
traducdo, molde para a sintese de RNA e substrato para a encapsidacdo. Deve
haver regulagéo para que haja utilizacdo eficiente do genoma durante esses
processos e garantir a propagacao viral. Esta regulacéo se da por elementos de
RNA presentes nas regides codificantes e nédo codificantes do genoma, na



gualidade de promotores, intensificadores e repressores, dos processos virais
(IGLESIAS & GAMARNIK, 2011). Além disso, durante a infeccdo, o RNA atua
em mecanismos para evitar a resposta antiviral do hospedeiro, como a
camuflagem de sua identidade por meio de mutacdes em seu contetudo de
acidos nucleicos.

A capacidade mutagénica viral limita a agédo do sistema imune, uma
vez que diversos mecanismos de controle de infeccdo viral, como o
reconhecimento pelos receptores do tipo Toll (TLR: toll-like receptors) para
producdo de anticorpos ou mesmo a resposta imune mediada por apresentacao
de antigenos, dependem do reconhecimento dos padrdes proteicos presentes
nos virus pelo sistema imunolégico (LORENZI & CASTELO, 2011).

Depois de produzir as proteinas virais, sdo formados os complexos
de replicacdo do RNA gendmico e as fitas de RNA intermediarias de polaridade
negativa, que servem de molde para a producéo de novas fitas de RNA positivas
(CLYDE et al., 2006). As copias de RNA viral podem ser detectadas a partir de
3 horas apés a infeccao (LINDENBACH et al., 2007).

O ciclo de replicacdo é finalizado com a montagem de novas
particulas virais, proximo ao reticulo endoplasmético, onde o nucleocapsideo é
envelopado. A progénie viral é transportada pelo sistema de Golgi, em vesiculas,
até a membrana plasméatica e as particulas virais sdo liberadas para o meio
extracelular pelo mecanismo de exocitose, ap6s a maturacdo (LOPES et al.,
2014).

1.4 Diagnostico Laboratorial de Infeccdo por DENV

A infeccdo pelo virus da dengue possui um amplo espectro de
apresentacdes clinicas, variando desde a doenca febril leve a varias sindromes
graves. Os principais sintomas podem incluir febre, dor retro-orbital, mialgia, dor
de cabeca intensa, artralgia e manifestacdes hemorragicas como sangramento
nasal e gengival e pequenas manchas vermelhas na pele (LOPES et al., 2014).
Dessa forma, a observacao clinica, bem como dados epidemiologicos, sao
importantes para o diagnéstico, mas, por ndo oferecerem precisdo séo
necessarios testes laboratoriais para que a infeccdo possa ser confirmada

(GUZMAN et al., 2010), viabilizando os cuidados adequados para cada caso,



bem como o suporte a vigilancia (alertas de epidemias), estudos de patogénese
e pesquisas de vacinas (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD,
2016).

O estabelecimento de um diagnostico sistematico e especifico de
dengue no laboratério pode ser feito por técnicas de isolamento viral, métodos
sorolégicos, e/ou métodos moleculares (GUBLER, 1998).

1.4.1 Isolamento viral

Essa técnica é feita a partir da inoculacdo de sangue do paciente,
até cinco dias ap6s o inicio da febre (viremia), em linhagens celulares de
mosquitos. As células clone C6/36 de Aedes albopictus séo as mais utilizadas
por serem mais econdmicas e também por possuirem uma boa sensibilidade,
embora células de outros mosquitos (tais como Aedes pseudoscutellaris AP-61)
(KUNO et al., 1981; KUNO, 1983) e de mamiferos (Vero, LLC-MK2 e células
BHK21) também possam ser utilizadas (PHANTHANAWIBOON et al., 2014).
Apds um periodo de incubagdo que permita a replicacdo do virus, 0s mesmos
sao isolados, identificados e sorotipados, geralmente por imunofluorescéncia,
utilizando anticorpos monoclonais sorotipos-especificos (GUZMAN et al., 2010).

Geralmente, o isolamento do virus é feito a partir do soro, mas o
plasma, os leucdcitos, sangue completo ou tecidos provenientes de autdpsia,
também podem ser utilizados (GUZMAN et al.,, 1999; ROSEN et al., 1999).
Apesar desse método apresentar alta sensibilidade, os resultados demoram
varios dias para serem obtidos, o que representa uma grande desvantagem

dessa técnica.

1.4.2 Testes soroldgicos

Os ensaios soroloégicos sdo amplamente utilizados para
diagnéstico de infeccdo por DENV, uma vez que sdo métodos relativamente mais
baratos e de mais facil execucdo, quando comparados as culturas celulares e
técnicas baseadas em acidos nucleicos (GUZMAN et al., 2010).

Existem varias técnicas sorolégicas utilizadas para diagnéstico da

dengue, como os meétodos de inibicdo de hemaglutinacdo (IH), fixacdo do
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complemento (FC), teste de neutralizacdo (TN), e ensaio imunoenzimatico para
captura de anticorpos IgM (imunoglobulina M) MAC ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), IgG (imunoglobulina G) ELISA. Entretanto, as trés
primeiras técnicas exigem coletas de amostras pareadas (aguda e
convalescente) e exibem alta reatividade cruzada, o que inviabiliza a
especificidade da deteccdo. Desse modo, os testes imunoenziméticos de
captura de IgM ou IgG sao os mais utilizados (GUBLER, 1998).

Os anticorpos da classe IgM podem ser capturados na fase aguda,
a partir do quinto dia do inicio dos sintomas, atingindo niveis maximos em sete
a oito dias, comecando a diminuir depois de um a dois meses. J4 0s anticorpos
da classe IgG, sao detectados em concentracfes muito baixas a partir do quinto
dia, e atingem titulos maximos em duas semanas, persistindo por dois a trés
anos apos a infeccdo (GUBLER,1998; SHU et al., 2003).

Quando os individuos séo infectados por dengue pela segunda vez,
uma resposta imune secundaria ocorre, gerando niveis elevados de IgG através
da estimulacao de células B de memodria a partir da infec¢éo anterior, bem como
uma resposta de IgM para a infecgéo atual. Visto que, niveis elevados de IgG e
IgM podem gerar competicdo na ligagcdo com o antigeno, pode ser feito um
ensaio de captura de IgM (GUZMAN et al., 2010).

Apesar do diagnéstico por MAC ELISA apresentar especificidade e
seletividade acima de 90% em amostras recolhidas ap6s cinco dias de sintomas,
a partir da analise do soro (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1994)
e de sangue total em papel de filtro (VAZQUEZ et al., 1998; HERRERA et al.,
2006), esse ensaio pode apresentar falso positivo devido a IgG especifico de
dengue e reacdes cruzadas com outros flavivirus, principalmente em regides
onde existe a circulacao de varios flavivirus (GUZMAN et al., 2010).

Outra forma de diagnostico soroldgico para a dengue € a detecgéo
de antigeno NS1, uma glicoproteina ndo estrutural produzida por flavivirus, a
qual é expressa na superficie das células infectadas e secretada na circulagéo
sanguinea, podendo ser detectada (GUBLER, 1998). Estes testes nao
diferenciam os sorotipos e incluem antigeno-ELISA de captura, deteccdo de
antigeno por fluxo lateral e medicdo de respostas IgM e 1gG especificos de NS1.

Apesar de ja existirem diversos kits disponiveis comercialmente, ainda s&o
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necessarios estudos adicionais para obtencdo de métodos diagnésticos mais

rapidos, sensiveis e especificos (XU et al., 2006).

1.4.3 Testes moleculares

Para diagnostico rapido de infec¢des por DENV, tém sido utilizadas
técnicas baseadas na deteccdo do RNA viral em soro de paciente no periodo
virémico. Entre os métodos mais utilizados, inclui-se a transcricdo reversa
seguida da reagédo em cadeia da polimerase (RT-PCR) convencional. A reagéo
envolve a transcrigdo reversa seguida de amplificagdo, utilizando iniciadores
(primers) que tem como alvo uma regido especifica e conservada do genoma do
virus. Os produtos obtidos nessa reacdo podem ser analisados por eletroforese
em gel de agarose, poliacrilamida ou sistemas fluorescentes. Essa técnica
permite a diferenciacdo dos sorotipos do virus, pela utilizacdo de primers
especificos (KAO et al., 2001).

Esse método oferece alta sensibilidade e especificidade para o
resultado, porém necessita de varias etapas em sua execucao, 0 que o torna
laborioso e passivel de contaminacéo com o préprio produto de amplificacdo. De
acordo com Raengsakulrach e cols. (2002), a sensibilidade dos ensaios de RT-
PCR, em comparacdo com o isolamento do virus em cultura de células de
mosquito varia entre 25% e 79%.

A aplicacdo de técnicas de fluorescéncia a RT-PCR juntamente
com uma plataforma de instrumentacdo adequada, capaz de combinar
amplificacdo, deteccdo e quantificacdo, permitiu o desenvolvimento de uma
variacdo desse método, denominado RT-PCR em Tempo Real ou RT-gPCR.

A RT-PCR em Tempo Real tem sido largamente utilizada para o
diagnéstico de dengue (CHIEN et al., 2006; DOS SANTOS et al.,, 2008;
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 2016).

Najioullah e cols. (2014) avaliaram quatro kits comerciais de RT-
PCR em Tempo Real para detec¢do de DENV em amostras clinicas, e apenas
um dos kits apresentou resultado em concordancia com o ensaio padrao-ouro
hemi-nested de Lanciotti, demonstrando 90% de eficacia. Desse modo, embora

ja tenha sido comprovado que a técnica RT-gPCR possibilita rapidez e
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sensibilidade para o diagnéstico de dengue, sao necessarios estudos clinicos
mais rigorosos antes da liberacao desses kits para comercializagao.

1.5 Vacinas Contra Dengue

O desenvolvimento da vacina contra dengue enfrenta grandes
desafios devido a existéncia de quatro sorotipos patogénicos que competem e
interagem no nivel imunolégico e a falta de um modelo animal para dengue.

Em dezembro de 2015, a vacina Dengvaxia® (CYD-TDV),
produzida pela empresa francesa Sanofi Pasteur, teve seu registro aprovado no
Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A vacina, que é
indicada para pessoas entre 9 e 45 anos e protege contra 0s quatro sorotipos do
DENYV, é a primeira a ser licenciada no Brasil e esta disponivel apenas na rede
particular de laboratérios. A Comissao Nacional de Incorporacdo de Tecnologias
no SUS vai avaliar o custo, efetividade e impactos epidemiologico e orcamentario
da incorporacdo da vacina ao sistema publico de imunizacées (PORTAL
BRASIL, 2016).

A CYD-TDV foi avaliada em dois ensaios clinicos de Fase Il
(CYD14 em cinco paises da Asia e CYD15 em cinco paises da América Latina),
resultando na inclusdo de mais de 35.000 participantes com idade entre 2 e 16
anos. Nos ensaios, os participantes foram distribuidos aleatoriamente para
vacina e placebo numa proporgéo de 2:1. O estudo incluiu uma fase ativa de
acompanhamento por um ano apos a Ultima dose da vacina na série e um
periodo de acompanhamento de base hospitalar de quatro anos adicionais, 0
gue estd em curso. A eficacia dessa vacina apresentou variacdo por sorotipo,
sendo maior para o0s sorotipos 3 e 4, consistindo em 71,6% e 76,9%
respectivamente. Para os sorotipos 1 e 2 a eficicia apresentada foi de 54,7% e
43,0%. A eficiéncia da vacinacdo também variou por faixa etaria e ocorréncia de
exposicdo prévia a dengue antes da vacinagdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

Em fevereiro de 2016, uma outra vacina (TV003) entrou em teste
no Brasil, apos ter atingido protecdo eficaz em 21 voluntarios de um ensaio
clinico realizado nos Estados Unidos (KIRKPATRICK et al., 2016). A TV003 foi

produzida por cientistas do laboratorio de Stephen Whitehead, do Instituto
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Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas (NIAID) dos Estados Unidos. O
Instituto Butantan licenciou a tecnologia da vacina e deu inicio aos testes clinicos
no Brasil, que se encontram no momento na ultima fase (lll), para determinar se
a vacina candidata oferece protecdo contra 0s quatro sorotipos virais e obter
informacdes sobre sua seguranca. A previsdo de duracdo desses testes € de
cinco anos e, s6 a partir de entdo, se aprovada, é que a vacina podera ser
liberada para imunizacdo em massa (NIH, 2016).

Em um cenario de preocupacdo mundial, onde a propagacédo de
dengue é continua e crescente, o fracasso no controle do mosquito vetor, a
inexisténcia de drogas eficazes para o tratamento de infecgbes por DENV, a
pequena quantidade de vacinas existentes e ainda em fase de testes e a
possibilidade de aumento da efichcia e sensibilidade dos métodos de
diagnostico, sdo fatores importantes que indicam os grandes desafios
persistentes no estudo da dengue. Assim, se torna extremamente necessario o
aprimoramento e desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e especificas para
aplicacao em diagndstico e tratamento da doenca.

A Quimica Combinatéria (QC) é atualmente uma das mais
promissoras ferramentas biotecnolégicas para a descoberta e o
desenvolvimento de novas moléculas com potencialidades terapéuticas
(AMARAL et al., 2003). E caracterizada pela sintese e pesquisa simultanea de
grandes bibliotecas, para identificagcdo de compostos e isolamento de moléculas
funcionais. Os acidos nucleicos sdo macromoléculas atrativas para esse fim,
uma vez que sao capazes de se conformar em estruturas tridimensionais bem
definidas e podem ser amplificados por sintese enzimatica (SUNDARAM et al.,
2013).

A selecdo de uma classe de acidos nucleicos funcionais,
denominados aptameros, a partir de uma biblioteca combinatéria tem sido feita,
provando ser uma ferramenta versatil em pesquisa biomédica e constituindo um

campo vasto e importante da biotecnologia atualmente (RADOM et al., 2013).



14

1.6 Aptameros

1.6.1 Aspectos gerais

O termo aptamero € derivado da palavra latina "aptus” que significa
encaixe e da palavra grega "meros"” - partes. Os aptameros sdo peptideos ou
oligonucleotideos provenientes de RNA ou DNA (ssDNA - single strand DNA),
de cadeia simples e curta (oligonucleotideos), selecionados, in vitro, para se
ligarem a alvos especificos com elevada afinidade e seletividade, j& que
conseguem se dobrar em estruturas secundarias e terciarias bem definidas
(MENCIN et al., 2014). Podem apresentar estruturas tridimensionais especificas
e complexas (Figura 1.5), caracterizadas por hastes, loops, protuberéncias,
hairpins, pseudo-nés e quadruplex (STOLTENBURG et al., 2007).
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FIGURA 1.5: Representacdo esquematica de estruturas secundarias comumente
observadas em aptameros: Hairpin (a), pseudo-né (b), G-quadruplex (c). Adaptado de
Radom et al., 2013.

Esses oligonucleotideos apresentam variacdo em tamanho de 20
a 80 bases (8 a 25 kDa) (LEVY-NISSENBAUM et al., 2008) e podem ser
selecionados para uma grande variedade de alvos pré-definidos, incluindo ions,
pequenas moléculas organicas, peptideos e proteinas, células ou uma infinidade
de microrganismos inteiros (SMUC et al., 2013).

A interacdo entre os aptameros e seus alvos (Figura 1.6) se d& por
complementaridade de bases e ligacdbes de hidrogénio, interacbes de
emparelhamento entre compostos aromaticos das bases dos aptameros,
interacOes eletrostaticas entre grupos carregados, interacdes de Van der Waals,

ou de uma combinagcdo desses efeitos. As mudancas conformacionais
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adaptativas podem ocorrer na presenca do alvo e na formag¢ao do complexo de
ligacdo, onde os sitios de ligagdo sédo especificos na estrutura tridimensional
(HERMANN & PATEL, 2000).
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FIGURA 1.6: Representacdo esquematica da formacdo do complexo aptamero-alvo.
Ap6s dobramento, o aptamero forma uma estrutura tridimensional de interagdo com o
alvo. Adaptado de Sun et al., 2014.

A tecnologia de selecao dos aptameros vem chamando atencéo da
comunidade cientifica, devido a aplicabilidade no diagndstico e tratamento de
doencas de preocupacdo mundial, tais como o cancer (HERR et al., 2006;
MARANGONI et al., 2015; WU et al., 2015) e infecc¢des virais por HIV (ZHOU &
ROSSI, 2011; DUCLAIR, 2015), dengue (FLETCHER et al., 2010; BRUNO et al.,
2012; CNOSSEN, 2014; SILVA, 2015; CHEN et al., 2015), dentre outras.

Essas moléculas, além de apresentarem as vantagens dos
anticorpos, ainda possuem aplicabilidade exclusivas, como:

e Alta seletividade e alta habilidade em se ligar e reconhecer alvos especificos
(constante de afinidade - K; na faixa nanomolar) se comparados a anticorpos
(K4 na faixa de mili/micromolar).

e Penetram nos tecidos de maneira mais rapida e mais eficiente, devido ao seu
peso molecular significativamente mais baixo (Aptameros: 8-25 kDa, Anticorpos:
~150 kDa).

e S80 biocompativeis e praticamente ndo imunogénicos, in vivo, ndo sendo
reconhecidos pelo sistema imunolégico como agentes externos, em comparagao
com anticorpos, que séo altamente imunogénicos, principalmente apos injecdes
repetidas. Estudos clinicos desenvolvidos pelo grupo de estudos Eyetech

demonstraram que um aptamero especifico da proteina de sinalizagdo Fator de
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Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) apresentou pouca imunogenicidade
gquando administrado em macacos, em doses 1.000 vezes mais elevadas
(EYETECH STUDY GROUP, 2002, 2003).

e Os aptadmeros sdo mais estaveis termicamente, como pé ou solugdo, e
conseguem manter sua estrutura ao longo de ciclos repetidos de desnaturacéo
e renaturacdo. Como base na propriedade intrinseca dos oligonucleotideos,
apos serem submetidos a desnaturacdo a 95 °C, conseguem retornar a sua
estrutura nativa apos arrefecimento.

¢ Existem protocolos de sintese quimica e tecnologia de modificacédo de ligacéo
bem estabelecidos, podendo aumentar a eficiéncia de ligagdo ao alvo e reduzir
suas taxas de degradacao no interior da célula.

¢ A sintese de aptamero em grande escala é rapida e as modificacdes podem
ser feitas facilmente e de maneira controlada, como, por exemplo, incluséo de
porcdes sinalizadoras por fluoréforos e quenchers (silenciadores), que facilitam
grandemente a producéo de biossensores.

e Ha uma baixa variacdo estrutural durante a sintese quimica de aptameros, pois
uma vez selecionados, podem ser sintetizados em grande quantidade com
precisao e reprodutibilidade por meio de reac¢des quimicas.

e Possuem menores custos de producdo a uma variedade de alvos (SONG et
al., 2012; SUN et al., 2014).

Essas propriedades biologicas, fisicas e quimicas fazem dos
aptameros ferramentas eficazes para diagnéstico e terapia, e para elucidacao
dos mecanismos de doencas (SONG et al., 2012).

Dentre os métodos moleculares com potencial aplicacdo para a
selecdo em larga escala de ligantes especificos a uma molécula alvo, destaca-
se 0 SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment:
Evolucdo Sistematica de Ligantes por Enriguecimento Exponencial). Essa
técnica representa uma ferramenta util na identificacdo de aptameros, podendo
gerar alvos com potencial diagndéstico e também terapéutico para o tratamento
de doencas que acometem a saude humana, como a dengue (STOLTENBURG
et al., 2007).
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1.6.2 SELEX

Desde sua primeira descricdo em 1990 (ELLINGTON & SZOSTAK,
1990; TUERK & GOLD, 1990), o método SELEX € amplamente aplicado para a
selecdo, in vitro, de aptameros, com elevada afinidade para um determinado
alvo, a partir de uma biblioteca combinatéria de acidos nucleicos.

Em geral, o processo SELEX consiste em etapas que sao repetidas
a fim de selecionar sequéncias com maior afinidade de ligacdo com o alvo
(Figura 1.7), sendo que cada ciclo completo € denominado round (SYED &
PERVAIZ, 2010).

No primeiro passo, uma biblioteca randémica de oligonucleotideos
(RNA ou ssDNA) é sintetizada quimicamente para conter entre 102-10%°
sequéncias que consistem em regifes de sequéncias aleatdrias, que podem ter
sua complexidade aumentada com a insercao de grupos funcionais de interesse,
flanqueadas por locais conservados de ligagdo de iniciadores (SONG et al.,
2012; SUN et al., 2014). Este passo utiliza o seguinte esquema: oligonucleotideo
com a 5'-sequéncia conhecida (iniciador), seguida de uma sequéncia aleatoria
(Ns), terminando com uma sequéncia-3’ também conhecida. A sequéncia
conhecida varia de 18 a 22 bases e a aleatéria possui entre 20-40 nucleotideos.
O iniciador 5'-senso pode ser rotulado com um fluorocromo para monitoramento
do aptamero e o iniciador 3'-anti-senso marcado com uma molécula de afinidade,
como a biotina, que é utilizada para separar os oligonucleotideos de cadeia
simples gerados em cada round de amplificacdo (SUN et al., 2014).

Utilizando uma biblioteca de ssDNA, a mesma pode ser aplicada
diretamente na selecdo de aptameros de DNA. Por outro lado, a geracédo de
aptameros de RNA requer dois passos adicionais, onde um conjunto de
oligonucleotideos aleatérios de ssDNA é gerado, e posteriormente é adicionada
uma sequéncia promotora de transcricdo, comumente a T7 para a RNA
polimerase, utilizando o iniciador 5'-senso e o DNA € entdo utilizado como molde
para a transcri¢ao, in vitro (SUN et al., 2014).

O segundo passo do SELEX consiste na etapa de ligacdo, onde a
biblioteca de oligonucleotideos € aquecida e arrefecida rapidamente para
promover a formacédo de estruturas 3D e incubada com o alvo de interesse para

o enriquecimento de ligacao especifica.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389034407000664#bib59
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389034407000664#bib59
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389034407000664#bib246
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A separacgao entre os componentes da biblioteca ligados ao alvo e
0s componentes ndo ligados, é feita no terceiro passo. As sequéncias nao
ligadas séo eliminadas por meio de membranas, colunas, esferas magnéticas, e
eletroforese capilar (MALLIKARATCHY et al.,, 2006; PAREKH et al., 2010;
MARTIN et al., 2013).

No quarto passo, os componentes da biblioteca que se ligaram ao
alvo séo eluidos do seu sitio de ligacao (separados do alvo) e replicados, in vitro,
por PCR (aptameros de DNA) ou RT-PCR (aptameros de RNA) para criar uma
nova biblioteca para ser utilizada no préximo round do SELEX. O numero de
rounds necessarios depende das caracteristicas do alvo, concentracdo da
biblioteca, condi¢des de selecéo e eficiéncia do método de separacdo (SONG et
al., 2012; SUN et al., 2014).
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FIGURA 1.7: Representacdo esquematica do processo geral de selecao de aptameros
por SELEX. Adaptado de Darmostuk et al., 2015.

Apo6s o ultimo round, as moléculas selecionadas séo clonadas e

sequenciadas de forma aleat6ria. A analise comparativa das sequéncias permite
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a identificacdo de clones que s&o enriquecidos ou de locais de consenso que
estdo envolvidos no reconhecimento do alvo. As sequéncias mais promissoras
séo sintetizadas e estudadas.

Na maioria dos casos, 0S aptameros com constantes de
dissociacao na ordem de nanomolar podem ser isolados (STOLTENBURG et al.,
2007). As sequéncias que se ligam aos seus alvos na ordem de picomolar
também podem ser selecionadas (MOSING et al., 2005).

Os aptameros sao continuamente desenvolvidos por este
processo, e as suas caracteristicas sédo identificadas utilizando varios ensaios
fisicos, quimicos e biolégicos, (SONG et al., 2012). Os parametros de selecéo
podem ser facilmente manipulados para obtencéo de aptameros mais eficientes
para uma ampla gama de condicbes (pH, temperatura ou a composi¢cdo do
tampéo) (RADOM et al., 2013).

Algumas modificagbes tém sido incluidas no método SELEX
tradicional, como, por exemplo, a eletroforese capilar (CE), para maximizar a
afinidade e especificidade, e melhorar a velocidade de selecéo e taxa de sucesso

aos aptameros selecionados (MOSING et al., 2005).

1.6.3 Caracterizacao da interacdo entre a molécula alvo e aptamero

A elevada flexibilidade da estrutura do aptamero permite a
interacdo do mesmo com os sitios de ligacdo do alvo, os quais ndo estao
disponiveis para anticorpos. Além disso, as estruturas tridimensionais formadas
proporcionam o fornecimento de encaixes para o alvo, resultando em uma
elevada afinidade de ligacdo e especificidade. A investigacdo dessas estruturas
conformacionais permite a compreensao da interacdo molecular do complexo
aptamero-alvo, dos mecanismos de afinidade de ligacdo e fornece parametros
termodinamicos e cinéticos de associacéo e dissocia¢do (SMUC et al., 2013).

Apoés passarem pelo processo de sele¢cdo, as sequéncias dos
aptameros consideradas promissoras sao escolhidas para investigacdo mais
aprofundada. A avaliacao das interacdes entre os aptameros selecionados e alvo
sao primordiais na caracterizacdo das regides de ligagcdo e proposicoes de
especificidade do ligante. Essas interagées dependem da natureza do alvo com

base na sua sequéncia de nucleotideos e da estrutura 3D do aptamero e alvo,
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uma vez que podem ocorrer numa ampla variedade de formas estruturais
(STOLTENBURG et al., 2007).

Varias técnicas tém sido demonstradas na literatura para avaliacéo
da especificidade e sensibilidade da interacdo entre essas moléculas,
consistindo em analises fisico-quimicas, biolégicas, colorimétricas, dentre
outras. Os aptameros podem, por exemplo, ser transfectados para células a fim
de avaliar a interacdo aptamero-alvo, in vivo, bem como avaliar a citoxicidade do
mesmo (GUO et al., 2014).

Além da transfeccdo, a afinidade de ligacdo das sequéncias
selecionadas contra alvos especificos € comumente avaliada utilizando técnicas
como a Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) (GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2012; SHIRATORI et al., 2014), Espectroscopia RAMAN
Amplificada por Superficie (SERS) (PAGBA et al., 2010; OCHSENKUHN &
CAMPBELL, 2010) e Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (MAO et al., 2004;
NEVES et al., 2010).

Os métodos colorimétricos podem ser empregados utilizando
corantes organicos (STOJANOVIC & LANDRY, 2002), tais como em ensaios por
Dot Blot (ZHU et al., 2010; WANG; YE et al., 2013; WANG; ZHAO et al., 2013) e
por nanoparticulas de ouro (HUANG et al., 2005; ZHANG et al., 2008).

Diversas técnicas baseadas em fluorescéncia também séo
amplamente utilizadas para esse fim, podendo ser destacadas a Espectroscopia
de Correlacéo de Fluorescéncia (FCS) e Dispers&o de Raios-X de Baixo Angulo
(SAXS) (WERNER et al., 2009), Transferéncia Ressonante de Energia de
Fluorescéncia (FRET) (NAGATOISHI et al., 2006; LI et al., 2008; MAIRAL et al.,
2014), PCR quantitativa em Tempo Real (qQPCR) (MARANGONI et al., 2015,
MARTON et al., 2016) e Citometria de Fluxo (HERR et al., 2006).

1.7 Técnica Colorimétrica: Dot Blot

A hibridizacéo por dot blot € uma técnica utilizada para a avaliacao
rapida da afinidade de interacdo entre acidos nucleicos. O DNA, que possui
cargas negativas em sua superficie, é imobilizado por meio de interagédo

eletrostatica em uma membrana carregada positivamente e detectado pela
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hibridizacdo com uma sonda (sequéncia especifica) marcada com um fluoréforo
ou enzima (LARA, 2002).

Existem uma grande variedade de enzimas cuja atividade pode ser
detectada através de mudancas visuais decorrentes da reacdo por elas
catalisadas a partir de substratos naturais ou artificiais. As fosfatases (extraidas
de intestino bovino) e as peroxidades (extraidas de raiz-forte), sdo as enzimas
mais empregadas por serem estaveis e de menor custo. No caso dessas
enzimas, sao utilizados substratos artificiais cujo produto, a partir da reacao
catalisada, € passivel de deteccdo, como o BCIP (Fosfato de bromo-cloro
indolila) juntamente com o NBT (Azul de nitro-tetrazdlio) (LARA, 2002; THERMO
SCIENTIFIC, 2012).

As sondas sdo comumente marcadas com biotina (vitamina H), que
se liga a proteina estreptavidina (extraida de Streptococus). De acordo com Lara
(2002), a ligagéo entre a biotina e a estreptavidina € a interagdo ndo covalente
biolégica mais forte conhecida, apresentando K; ~10'> M. A formacdo do
complexo € um processo muito rapido e, depois de formado, ndo é afetado por
fatores externos. A estreptavidina é acoplada com a fosfatase alcalina (AP), que
na presenca do substrato, produz um sinal quimiluminescente ou colorimétrico
(Figura 1.8). Desse modo, esse conjugado é amplamente empregado na

deteccdo de acidos nucleicos biotinilados.

Substrato
Precipitado — Fosfatase Alcalina
Ll Estreptavidina
— Biotina
i Sonda
Alvo

mesessessTsesesessmems - \Membrana

FIGURA 1.8: Representacdo esquemética do funcionamento do teste de hibridizagao
por dot blot. A estreptavidina, conjugada com a fosfatase alcalina, se liga com a biotina
incorporada a sonda. Ao adicionar o substrato (que reage com a AP), se a sonda tiver
se ligado ao alvo plotado na membrana, ira marcar a membrana, e dessa forma, verifica-
se a afinidade de interacéo entre a sonda e o0 alvo. Adaptado de Thermo Scientific, 2012.
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Na deteccdo a partir da reacgdo colorimétrica de NBT/BCIP, a
fosfatase alcalina cliva o substrato BCIP, o qual é suplementado com o
cromogénio intensificador de NBT. Isto resulta na formacdo de um precipitado
azul insolavel, que aparece como uma mancha bem definida ou banda no local

de reacéo sobre a membrana (THERMO SCIENTIFIC, 2012).

1.8 Técnicas Baseadas em Fluorescéncia: PCR em Tempo Real e FRET

1.8.1 O fendbmeno da fluorescéncia

As técnicas experimentais fundamentadas no fenémeno da
fluorescéncia tém se tornado populares em muitos ramos das ciéncias quimicas
e bioldgicas. Atualmente, séo ferramentas importantes em estudos da estrutura
e interacdo entre moléculas.

A emisséo de luz por alguma substancia, ocorrendo a partir de
estados eletrénicos excitados, € chamada Luminescéncia, a qual é dividida em
duas categorias dependendo da natureza do estado excitado: a fluorescéncia e
a fosforescéncia. A fluorescéncia ocorre se o estado excitado envolvido € o
singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientacédo
original. Assim, o retorno ao estado fundamental é permitido e ocorre
rapidamente via emissdo de féton. A taxa de emissao de fluorescéncia é
tipicamente da ordem de 108 s e o tempo de vida de fluorescéncia tipico é da
ordem de 10° s (LAKOWICZ, 2006).

A fosforescéncia é a emissao de luz a partir de um estado excitado
tripleto, onde a orientacdo do elétron que foi promovido ao estado excitado é
invertida. As transicdes para o estado fundamental sdo proibidas, as taxas de
emissdo mais lentas (103-10° s'!) e os tempos de vida mais longos (GUILBAULT,
1990).

Desse modo, a fluorescéncia é intrinsicamente um fenémeno
luminescente mais comum que a fosforescéncia e compete de forma eficiente
com processos de desativacdo ndo-radiativos do estado excitado. Por esse
motivo, é possivel observar facilmente fluorescéncia na temperatura ambiente e
diretamente em solugcdo, o que viabiliza o procedimento experimental
fluorimétrico (MAXWELL, 2010).
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Os fluoroforos, ou fluorocromos, séo corantes que emitem luz apds
serem excitados. No estudo de biomoléculas, os fluoroforos utilizados absorvem
e emitem radiacdo na regido do UV-visivel. Essas moléculas podem ser
classificadas como intrinsecas ou extrinsecas, sendo que, fluoréforos intrinsecos
sdo aqueles que ocorrem naturalmente, enquanto os extrinsecos sao aqueles
adicionados a uma amostra que ndo possui as propriedades espectrais
desejadas (LAKOWICZ, 2006).

Geralmente, a emissao de luz pelos fluoroforos ocorre na faixa de
comprimentos de onda do espectro visivel e o seu tempo de vida € a média de
tempo que ele passa no seu estado excitado, antes de retornar ao estado
fundamental. Em compostos organicos, as estruturas aromaticas sao
responsaveis pelo fendmeno da fluorescéncia (AMORIM, 2012).

Os espectros de fluorescéncia sdo comumente demonstrados
como espectro de emissédo, o qual corresponde a uma curva de intensidade de
fluorescéncia (I) versus comprimento de onda (A) em nanémetros ou nimero de
onda (cm?) (LAKOWICZ, 2006). O comportamento do espectro de emissao
apresenta alta sensibilidade a estrutura quimica dos fluoréforos e polaridade do
solvente (MAXWELL, 2010).

1.8.2 PCR em tempo real

A PCR em Tempo Real ou qPCR (quantitativa), assim como a
convencional, possibilita a amplificacao de fragmentos genémicos. Todavia, séo
utilizados marcadores fluorescentes (fluor6foros) que proporcionam o
acompanhamento da reacdo ao longo dos ciclos e a deteccdo dos produtos é
feita diretamente na plataforma de instrumentacdo, que contém um
termociclador com sistema 6tico para excitacdo da fluorescéncia e captacdo da
emissao e um computador com um software para aquisicdo de dados e analise
da reacdo (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que
aumenta na proporcao direta da quantidade de produto da PCR. A deteccéo do
produto amplificado pode ser realizada utilizando molecular beacons, sondas de
hidrélise, sondas de hibridizagdo e corantes intercalantes (WATZINGER et al.,
2006).
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Na gqPCR, é gerado um gréafico em tempo real (Figura 1.9) que
relaciona os ciclos de termociclagem com a intensidade da fluorescéncia emitida
durante a amplificacdo do DNA nas amostras. E tracada uma linha de maneira
paralela ao eixo referente ao numero de ciclos (abcissa), na altura onde ha o
inicio da fase exponencial da amplificacdo. Esse parametro representa o numero
minimo de ciclos para a amplificacdo (limiar de detec¢do), sendo denominado
threshold (MACKAY et al., 2002).

080 (3)

0.80
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Amostra i
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Fluorescéncia emitida

0.00 Y
0

NGmero de ciclos da PCR

FIGURA 1.9: Curva de amplificacdo da PCR em Tempo Real. Cr — Cycle Threshold. A
amplificacdo mostra trés fases distintas, (1) linha basal: ndo houve produtos da PCR
suficientes para detectar a fluorescéncia; (2) fase log: a quantidade de produtos da PCR
dobra a cada ciclo e (3) fase platd: ndo ha mais aumento na quantidade de produto.
Adaptado de Novais & Pires-Alves, 2004.

O ponto em que o threshold cruza com a linha de amplificacdo da
amostra em fase exponencial, possibilita a determinacdo do numero de ciclos
necessarios para o inicio da amplificacdo da sequéncia alvo presente na
amostra. Esse valor € denominado Ct (Cycle threshold) e permite a quantificacéo
relativa do DNA de cada amostra, apds a correcao pelos Ct dos genes-controle
enddgenos e das amostras controle. O Ct é proporcional ao nimero de copias
do alvo presente na amostra (NASCIMENTO et al., 2010).

Devido a diminuicdo do numero de etapas pela realizacdo da
amplificacéo de acidos nucleicos e detecc¢éo do produto amplificado em um Unico
tubo, a PCR em Tempo Real proporciona inUmeras vantagens na utilizacao

dessa técnica como ferramenta na pesquisa e diagndéstico. O risco de
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contaminacgdo cruzada é reduzido, o tempo necessario para execucao da técnica
€ mais curto e a manipulacdo das amostras € menor, permitindo resultados
rapidos associados a excelente sensibilidade e especificidade (CHIEN et al.,
2006; NASCIMENTO et al., 2010).

1.8.3 Transferéncia ressonante de energia de fluorescéncia (FRET)

1.8.3.1 Transferéncia de energia

O fenbmeno da transferéncia de energia, em que se baseia a
técnica FRET, foi descrito pela primeira vez por Theodor Forster, na década de
50. Essa técnica € importante para o entendimento de alguns sistemas bioldgicos
e estd sendo cada vez mais utilizada em pesquisas biomédicas, no
desenvolvimento de sensores para diagnostico de doencas, descoberta de
medicamentos, imageamento Optico, entre outros. Possibilita a medicdo de
distancias em escalas nanométricas e alteracdes nas distancias, tanto in vitro
guanto in vivo. Devido a sua sensibilidade a distancia, a técnica FRET ¢ aplicada
na investigacdo de interagbes em nivel molecular (HUSSAIN, 2007;
PIETRASZEWSKA-BOGIEL & GADELLA, 2011).

Os métodos baseados em FRET para a deteccdo de acidos
nucleicos tém sido investigados em pesquisas envolvendo molecular beacons
(JOCKUSH et al., 2006), sondas duplex (KONG et al.,, 2003) e ensaios de
polarizacdo de fluorescéncia (KWOK, 2002). Recentes avancos na técnica
levaram a melhorias qualitativas e quantitativas, incluindo o aumento da
resolucao espacial, faixa de distancia e sensibilidade (HUSSAIN, 2007).

O fenémeno eletrodindmico FRET pode ser explicado pela fisica
classica. Envolve um mecanismo, por meio do qual, ocorre a transferéncia de
energia de forma néo radiativa entre um fluoréforo doador (D), excitado pela
incidéncia de luz, para um cromoéforo aceitador (A), no estado fundamental,
através de interacdes dipolo-dipolo de longo alcance (MASSEY et al., 2006). As
moléculas doadoras emitem em comprimentos de onda que se sobrepdem ao
espectro de absorcdo da molécula aceitadora (Figura 1.10).

A transferéncia de energia se manifesta pela diminuicdo ou

extincdo da fluorescéncia do doador e uma reducao do tempo de vida do estado
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excitado, acompanhada também por um aumento na intensidade de
fluorescéncia do aceitador, se este for fluorescente (HELD, 2012).

= Espectro de Absorgao
- Espectro de Fluorescéncia

Intensidade Normalizada

350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 1.10: Representacédo de um espectro de absorgédo e emissao ideal de um par
doador-aceitador para ensaios por FRET. Para que ocorra a transferéncia de energia
deve haver sobreposicéo entre o espectro de fluorescéncia da molécula doadora e o
espectro de absorgdo da molécula aceitadora. Adaptado de Hussain, 2007.

Os processos de absorcao e emissédo que ocorrem no processo de
FRET sao ilustrados pelo diagrama de Jablonski, apresentado de forma
simplificada na Figura 1.11. No diagrama, pode-se observar que a energia de
emissao € menor que a energia de absorgdo. Diz-se entdo que a fluorescéncia
ocorre em energias menores ou comprimentos de onda maiores. A diferenca de
energia entre a excitacdo e a emissao € observada de maneira universal para

todas as moléculas fluorescentes em solucao.
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FIGURA 1.11: Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o processo de FRET.
Adaptado de Hussain, 2007.
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O fenbmeno de FRET néo é mediado por emissdes e reabsor¢des
de fotons, e ndo requer que o cromoforo aceitador seja fluorescente, apesar de
serem utilizados doador e aceitador fluorescentes na maioria das aplicacdes
(HUSSAIN, 2007).

A transferéncia de energia baseia-se no conceito do fluoréforo
como um dipolo oscilante, o qual pode trocar energia com outro dipolo que
possua uma frequéncia de ressonancia similar. A taxa para o decaimento por
transferéncia de energia € da ordem da taxa para o decaimento por
fluorescéncia. Logo, a transferéncia de energia pode suprimir a fluorescéncia
(HELD, 2012).

O processo de transferéncia de energia € dependente da
superposicao entre os espectros de emissao do doador e absorcéo do aceitador,
da orientacdo relativa dos dipolos de transicdo das moléculas doadora e
aceitadora e da distancia entre essas moléculas (tipicamente 10-100 A)
(PIETRASZEWSKA-BOGIEL & GADELLA, 2011; HELD, 2012).

Forster demonstrou que a taxa para o processo de transferéncia de
energia depende da distancia de separacéo entre o doador e o aceitador (rp,),
e o célculo da Eficiéncia do processo (E) € decorrente dessa taxa. Para um unico
par DA, esta dependéncia é descrita na Eq. (1), se a distancia entre doador e

aceitador for igual a R, (raio Forster) a eficiéncia de FRET sera de 0,5 (50%):

RS

6.6
Ry+7pa

E = Eq. (1)

O raio de Forster R,depende do rendimento quantico de
fluorescéncia de D (Qp), do coeficiente de absor¢céo de A (e,) (pelo parametro J,
integral de sobreposicao), do indice de refracdo (n) e das disposicdes
orientacdes relativas dos momentos de dipolo de emissao dos doadores e dos
momentos de dipolo de absorcédo do aceitador (através do parametro: k?) (Eq.
2), em que C é uma constante (8,79 x 10'** M cm nm?) (PIETRASZEWSKA-
BOGIEL & GADELLA, 2011):
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R§ = Cn™* Qpk? ] (unidades nm®), onde Eq. (2)

J= fFD (D). 4(1). A*dA / JFD(A)dA

A magnitude de R, € dependente das propriedades espectrais do
doador e do aceitador. As distancias de Forster, que variam de 20 a 90 A, s&o

as mais Uteis para os estudos de macromoléculas biologicas (HELD, 2012).
1.8.3.2 Instrumentacéo

A obtencdo de medidas de FRET € realizada utilizando um
equipamento denominado Fluorimetro. Em seu sistema de funcionamento
(Figura 1.12), uma lampada de xendnio é responsavel pelo feixe de luz que
excita a amostra. Essa luz inicialmente emitida, possui um espectro com uma
banda larga que se estende de ~ 240 nm até ~ 700 nm, tendo seu maximo em
~467 nm.

A
|||’ Lampada
de xendnio
Monocromadar Computador contendo software

para processamento de dados
e operacdo do equipamento

de excitacio

l

oy Maonocromador
_— L

[ | de emissdo

Amostra

—_» Fotomultiplicadora

FIGURA 1.12: Esquema geral do funcionamento de um espectrofluorimetro utilizado na
aquisicdo das medidas de FRET. Autoria propria.

O comprimento de onda da luz € selecionado por um
monocromador de excitacdo e sua intensidade é regulada através da abertura
de uma fenda. Apés o comprimento de onda do feixe de luz ser selecionado,

ocorre a incidéncia do mesmo sobre a amostra fluorescente, excitando-a. Ao
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retornar ao estado fundamental, observa-se a emisséao de luz, a qual também
possui 0 seu comprimento de onda selecionado por um monocromador e
intensidade ajustada por uma fenda. A luz emitida, ap0s passar por essas
etapas, atinge uma fotomultiplicadora, cujos sinais sao tratados por um
conversor analdgico digital e enviados a um computador, onde séo processados

por um software responsével pela operacdo do equipamento (TAKARA, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de epidemias de dengue nos centros urbanos é
favorecida pela disperséo e elevacéo da densidade das populacfes do mosquito
vetor, em funcdo das falhas nas estratégias de combate. A rapida propagacao
viral e potencial gravidade dos casos de FHD caracteriza a dengue como uma
doenca de alto impacto econémico e importancia na saude publica internacional
(SUAYA et al., 2007).

Nesse sentido, é crescente a necessidade de investimento em
pesquisas para obtencdo de tecnologias cada vez mais eficientes para
prevencdo, diagnodstico e tratamento eficaz dessa doenca. A selecdo e
caracterizacdo de aptameros tém sido apresentadas pela literatura (BRUNO et
al., 2012; CHEN et al.,, 2015; FAN et al., 2016; HUANG et al., 2016),
demonstrando seu uso no estudo de funcéo de vias celulares envolvidas no
desenvolvimento de doencas infecciosas, tais como a dengue, e apresentando
potencial para adaptacdo para testes diagnosticos em larga escala e/ou
miniaturizados.

Conforme apresentado anteriormente, existem varias e
importantes técnicas utilizadas para a caracterizacdo de aptameros
selecionados contra um alvo, bem como para investigacdo de suas
potencialidades aplicadas a terapéutica e/ou diagnéstico de doencas. Diante do
exposto, o presente trabalho foi realizado a fim de se verificar a afinidade do
complexo aptamero:dengue. Os aptameros aqui utilizados haviam sido
previamente selecionados por Cnossen (2014), contra uma regido nao
codificante presente no genoma do virus da dengue.

As técnicas de biologia molecular, tais como dot-blot e PCR em
Tempo Real, e de biofisica molecular baseadas em fluorescéncia, como o FRET,
foram aqui exploradas para analises de afinidade e especificidade de ligacdo dos

aptameros A03 e C10 contra a por¢do 5’UTR do RNA do virus da dengue.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou investigar a
interac&o entre alvo e aptameros selecionados contra a regido 5’'UTR do genoma
do DENV, por meio de técnicas colorimétricas (dot blot) e fluorescentes (PCR
em Tempo Real e FRET), além de andlises in silico, a fim de demonstrar a
potencial aplicacdo desses oligonucleotideos no diagndstico e na terapéutica da

dengue.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os aptameros A03 e C10 (CNOSSEN, 2014), selecionados contra
a regidao 5’UTR do genoma do DENV, avaliando a estrutura conformacional por
testes in silico e FRET (A03), bem como o perfil de interagdo com a molécula

alvo;

¢ Analisar as interagdes entre o DENV e os aptameros A03 e C10, utilizando as
técnicas dot blot, PCR em tempo real e FRET (A03), para comprovacdo da

afinidade de ligacao e especificidade dos aptameros selecionados.
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4. MATERIAIS

O pré-mix Big Dye® Terminator Cycle Sequencing foi adquirido da
Applied Biosystems (Foster City-CA, EUA). Dietil pirocarbonato (DEPC), RNase
e meio LB (Luria Bertanni) foram obtidos da Amresco (Sado Paulo-SP, Brasil).
Agarose foi adquirida da Agaren (BIOMOL, Riberdo Preto-SP, Brasil). Brometo
de etideo, membrana de nylon e kit Alkhaphos Direct Labellings Reagent foram
obtidos da GE Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). As sequéncias
liofilizadas dos aptdmeros marcados com fluoréforos foram adquiridas da
Genone (Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Acido bérico e azul de bromofenol foram
obtidos da IMPEX™ (Contagem-MG, Brasil). Ampicilina, hexameros, tripsina,
Escherichia coli competente TOP 10, Soro Fetal Bovino (SFB), RNase out,
TOPO® TA clonning kit e as sequéncias liofilizadas dos aptameros sem
marcacdo foram obtidos da Invitrogen™  (Carlsbad-CA, USA).
Desoxirribonucleotideos (dNTPs) e Tris base foram obtidos da Ludwig
Biotecnologia Ltda (Alvorada-RS, Brasil). BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato), IPTG (isopropil B-D-1- tiogalactopiranosideo), 1& de vidro, LB agar,
Murine Moloney Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT), penicilina,
estreptomicina, meio de cultura L-15, NBT (azul de nitrotetrazolio), TRI
Reagent® e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo) foram
obtidos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo-SP, Brasil). As particulas paramagnéticas
revestidas com estreptavidina foram obtidas da Promega (Madison-WI, USA). O
kit de deteccdo de sondas marcadas com biotina (Biotin Chromogenic Detection)
e Tag DNA polimerase, foram obtidos da Thermo Scientific (Sinapse
Biotecnologia). 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) foi
adquirido através da Solis BioDyne (Tartu, Estbnia). Acetato de potassio, Tween
20 e éalcool etilico foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Acetato de
sodio, acetato de amoénio e cloreto de sédio foram adquiridos da Proquimicos.
Cloreto de calcio foi adquirido da Dinamica (Diadema-SP, Brasil). Cloreto de
magneésio e hidroxido de sédio foram obtidos da Neon Reagentes Analiticos (Sao
Paulo-SP, Brasil).


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1920&bih=955&q=ge+healthcare+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MM6OT0pTAjONjDKMLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBUVLR7RAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj7itLf8KzOAhUEDpAKHe5PA7wQmxMIigEoATAP
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5. METODOLOGIA

5.1 Obtencdo do DENV

5.1.1 Cultivo de Células: clone C6/36 — larva de Aedes albopictus

A propagacao dos quatro sorotipos do virus da Dengue (DENV1-4)
foi realizada através da infeccdo em monocamada de células C6/36 aderentes,
em cultura. Essa linhagem de células foi cedida pelo Prof. Dr. Jonny Yokosawa
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia
(ICBIM-UFU), assim como as cepas virais do DENV. As células foram semeadas
em garrafas de 25 cm? (GREINER), contendo 5 mL de meio Leibovitz 15 (L-15),
na concentracdo 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) e suplementado com
Penicilina/Estreptomicina a 10.000 U.mL* e 10.000 pug.mL™?, respectivamente; e,
ainda, Anfotericina B (2 mg.mL™). As culturas foram incubadas a 29 °C em

atmosfera padréo, sem suplementacao de CO:x.

5.1.2 Inoculagdo do DENV: sorotipos 1-4 em C6/36

As células C6/36 foram semeadas em garrafas de 25 cm?, com 5
mL de meio L15 a 10% de SFB, até atingirem uma monocamada com confluéncia
aproximada de 80-90%. Atingida essa quantidade, a monocamada foi lavada
duas vezes com Tampao Fosfato Salino (PBS), em temperatura ambiente. Em
seguida, 1 mL da amostra de cada sorotipo viral foi diluida em 2 mL de PBS e
todo o volume adicionado a monocamada. As garrafas foram incubadas a 29 °C
por 1 h com agitacdo suave a cada 15 min. Apés esse periodo, adicionou-se 5
mL de meio L15 a 2% de SFB em cada garrafa e incubou-se a 28 °C, até
visualizacado de efeito citopatico (ECP) ou totalizacdo de 7 dias apoés infeccéo
(DAI).

As células foram analisadas utilizando um microscopio oOtico
invertido, com um aumento de 400x. Apés a visualizacdo do efeito citopatico
(alteragBes nas células causadas pelos virus), ou totalizado os sete dias apos a
infeccéo, o meio de cultura foi removido das garrafas, armazenado em criotubos

de 2 mL e estocado a -70 °C, diretamente. Sendo que, uma aliquota de cada
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sorotipo viral produzida anteriormente foi inoculada por, no minimo, trés vezes,
sucessivamente, em novas culturas com a finalidade de se obter uma maior

titulacao viral.

5.1.3 Extrac&o e transcrigdo reversa do RNA viral em DNA complementar
(cDNA)

A extracdo para obtencdo do RNA viral foi feita utilizando TRI
REAGENT®, de acordo com as instru¢des do fabricante e pelo método direto
(CALVO et al., 2015). No método direto, uma amostra de cada sorotipo foi
descongelada em temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) e, em
seguida, uma aliquota de 50 pL do meio de cultura contendo as particulas virais
foi submetida ao seguinte tratamento: agitacao rapida em vortex, por 20 s para
promover a homogeneizacdo do material, seguido de uma incubacédo a 95 °C,
por 10 min; e por fim uma nova agitacdo em vortex por 10 s. O RNA extraido foi
quantificado através da leitura em espectrofotbmetro L-Quant (Loccus
Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) em comprimento de onda de 260 nm e 280 nm,
para andlises da relagdo RNA/proteina nas amostras, e analisado por
eletroforese em gel de agarose, em uma concentracdo de 0,8% (0,8 g
agarose/100 mL tampéo TBE - tris 0,9M; acido borico 0,8 M; EDTA 0,5 M pH
8,0) corado com brometo de etidio a 0,5 ug.mL*. Considerando que o RNA é
muito sensivel a extensa manipulacdo, o mesmo foi convertido em DNA pelo
processo de RT-PCR, para utilizacdo nos experimentos.

Para a reacdo de transcricdo reversa, foi utilizado 1 pg do RNA
total, 2 pL de tampéo 1X da M-MLV, 126 pmoles de hexameros randémicos, 1 U
de M-MLV, 0,2 mM de dNTPs, agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) para
completar um volume final de 20 pL. A reagao foi incubada a 37 °C por 1h 20min

em banho-seco.
5.1.4 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)
Trés microlitros (~200 ng) da reagdo de transcrigdo reversa foram

utilizados para a amplificacdo do cDNA obtido na etapa anterior. Os

componentes da reacéo foram: 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 7 pmoles
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de cada primer (FOR e REV) (AQUINO et al, 2006), 2,5 U de Tag DNA
polimerase, 1X tampdao da Tag e agua ultrapura para completar um volume final
de 20 pL. Para a amplificagao, o programa utilizado foi: desnaturacao inicial por
30 s a 95 °C, seguido de 35 ciclos (95 °C por 30 s, 55 °C por 45 s e 72 °C por 2
min), e uma extensao final de 10 min a 72 °C, em termociclador AmpliTherm
Thermal Cycler. O produto obtido nessa etapa foi avaliado em eletroforese em
gel de agarose 1,2% (1,2 g agarose/100 mL tampé&o TBE), corado com brometo
de etidio (EtBr) e fotodocumentado em transiluminador (L-Pix/Loccus

Biotecnologia).

5.1.5 Purificacdo dos produtos da PCR

Os produtos obtidos na amplificacdo foram purificados a partir da
agarose, utilizando 14 de vidro e precipitagdo com acetato de aménio 7,5 M. A
banda de gel de agarose foi cortada e colocada em um aparato para filtracéo,
previamente preparado: um tubo de 0,6 mL contendo |& de vidro e um pequeno
furo na parte inferior, colocado dentro de um tubo de 1,5 mL. Esse material foi
centrifugado a 13000 rpm por 15 min, e o liquido coletado e distribuido em tubos
de 1,5 mL. Adicionou-se acetato de amoénio 7,5 M, na proporgcéo de 2uL de
acetato de amoénio para cada 8 uL de produto, homogeneizou-se levemente a
amostra, e, em seguida, adicionou-se etanol absoluto na propor¢ao de 30 L de
etanol para cada 10 uL de produto. A amostra foi incubada a -20 °C overnight e
posteriormente foi centrifugada a 13000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 200 uL de etanol 70% no tubo, o qual foi centrifugado
novamente por 10 min a 13000 rpm. O sobrenadante foi removido e o pellet,
apos secagem, foi suspendido em 10 uL de 4gua e quantificado através da leitura
em espectrofotdmetro L-Quant.

5.1.6 Clonagem do produto de PCR com vetor TOPO TA e transformacéo
das bactérias TOP10

Os produtos da sequéncia 5’UTR do DENV-2 e -4, amplificados e
purificados, foram clonados utilizando o Kit TOPO® TA Cloning de acordo com
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as instrucdes do fabricante. Somente esses dois sorotipos foram submetidos ao
processo de clonagem porque ja haviam clones dos demais estocados.

As bactérias Escherichia coli da cepa TOP10 estocadas a -80 °C
foram descongeladas, e 100 uL foram colocados em 10 mL de meio LB (sem
antibiético) e incubados a 36,9 °C por 12 h em estufa. Foram transferidos 500 pL
da cultura para 10 mL de meio LB liquido e novamente incubados a 36,9 °C sob
agitacdo durante aproximadamente 1h30min, atingindo densidade 6ptica (Asoo)
entre 0,1-0,3. Posteriormente, o meio foi centrifugado a 3000 rcf por 15 min. e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 2 mL de solu¢do de CaCl2 50
mM gelada ao sedimento de bactérias, agitando suavemente. O material foi
centrifugado novamente a 3000 rcf por 15 min, o sobrenadante descartado e o
“pellet” ressuspendido em 1 mL da solucéo gelada de CaClz. A suspensao foi

incubada por mais 1 h no gelo, obtendo-se assim as células competentes.

5.1.7 Transformacédo das bactérias competentes e preparo de placas de

cultivo dos transformantes

Foram incubados 200 uL de células competentes com 3 puL da
reacao de ligacdo em banho de gelo por cerca de 30 min. Em seguida, foi
realizado o choque térmico a 37 °C por 5 min e, em seguida, banho de gelo por
5 min. Foi adicionado 1 mL de meio LB aos tubos submetidos ao choque térmico,
sendo incubados a 37 °C por 1 h.

ApoOs a transformacdo, foram semeados 100 upL de células
transformadas em placa de Petri esterilizadas, contendo LB agar suplementado
com 40 mg.mL"* de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-Dgalactosidase), 100 mM
de IPTG (isopropil-B-D Tiogalactopiranosideo) e 50 ug.mL?' de ampicilina. As

placas foram vedadas com parafilme e incubadas overnight a 37 °C.

5.1.8 Extracao de DNA plasmidial

Apés o crescimento das colonias de bactérias, aquelas que
continham o inserto do DNA de interesse foram isoladas e inoculadas em 5 mL
de meio LB contendo 50 ug.mL* de ampicilina, sendo posteriormente incubadas

em estufa, a 37 °C por 16 h. A extracdo do DNA plasmidial foi feita por meio de
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lise alcalina e o material obtido foi quantificado através da leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. O material
obtido foi analisado em gel de agarose 0,8% (m/v). Os clones positivos foram
utilizados como molde para a amplificacdo do alvo para os testes de afinidade

de ligacdo com aptameros e também para 0 sequenciamento.

5.1.9 Sequenciamento

Os produtos de PCR purificados dos sorotipos virais 2 e 4 foram
submetidos a um sequenciador capilar ABI 3500 (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA) do Laboratério de Genética e Biodiversidade da UFG - Regional Goiania,
coordenado pela Prof.2 Dra. Mariana P. de Campos Telles. As reacbes de
sequenciamento foram realizadas utilizando o pré-mix Big Dye® Terminator
Cycle Sequencing e 2,5 pmoles dos primers foward e reverse especificos do
DENV 5'UTR, em um programa de 25 ciclos, sendo cada ciclo executado sob as
seguintes condicdes: 95 °C por 20 s; 50 °C por 15 s e 60 °C por 1 min.

Para a precipitacdo do DNA, foram adicionados 40 pL de
isopropanol 65%, vortex por 30 s e incubou-se as amostras em temperatura
ambiente por 20 min. Em seguida, centrifugou-se a 2000 rcf durante 45 min e
removeu-se 0 liquido completamente. Adicionou-se 250 pL de etanol 60%,
centrifugando, em seguida, a 2000 rcf por 10 min. O etanol foi descartado
completamente e foi feita uma nova lavagem com 100 pL de etanol e
centrifugacéo a 2000 rcf por 10 min. O etanol foi totalmente removido e a placa
submetida ao processo de secagem por 10 min a temperatura ambiente.

ApoOs processo de precipitacdo, as amostras foram preparadas
para o sequenciamento, com adicdo de 10 yL de formamida Hi-Di e incubacéo a
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, foram vortexadas durante 1
min e desnaturadas em termociclador a 95 °C por 5 min, dando choque térmico
por 1 min. Ao final, as amostras foram injetadas no sequenciador.

Os resultados foram analisados utilizando o Sequence Scanner
Software (Applied Biosystems) e as sequéncias foram alinhadas utilizando
GenBank, BLAST- NCBI.
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5.1.10 Geracgao de RNA-like e marcagcao de moléculas alvo com biotina

Para os testes de afinidade, fez-se necessaria a obtencédo de
moléculas alvo (DENV) de ssDNA contendo a base nitrogenada uracila, ao invés
da timina (RNA-like) e também moléculas de ssDNA marcadas com biotina na
posicédo 5 da fita. Essas moléculas foram obtidas a partir de reamplificagdo do
alvo purificado dsDNA obtido anteriormente por PCR.

Foi feita a PCR assimétrica (uso de apenas um primer) para
obtencdo das moléculas de RNA-like, utilizando 7 pmoles de primer forward e
dUTP (desoxiuridina trifosfatada) em substituicio ao dTTP (desoxitimina
trifosfatada). As demais condi¢des da reacdo foram as mesmas descritas no item
3.1.4 e o programa de termociclagem utilizado também foi 0 mesmo ja descrito
anteriormente, diferindo apenas na quantidade de ciclos, sendo reduzido para
29 ciclos na PCR assimétrica. Para a producdo de moléculas biotiniladas
também foi realizada PCR assimétrica, onde a incorporacéo da biotina se deu
através do primer biotinilado forward.

Os produtos amplificados obtidos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,2% (tampado TBE contendo 0,5 pug.mL' de brometo de
etideo), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados.

A purificacdo dos produtos foi realizada conforme especificado no item 3.1.5.

5.1.11 Teste de marcacao com biotina

Os produtos amplificados marcados com biotina foram submetidos
a um teste para comprovacao da incorporacdo da biotina na molécula alvo. Para
isso, os produtos de interesse foram aplicados em uma membrana de nylon
Hybond-N* carregada positivamente, juntamente com controles positivo (primers
biotinilados) e negativo (amostra amplificada nédo biotinilada). A detecc¢ao foi feita
utilizando o Kit Biotin Chromogenic Detection e o procedimento foi realizado de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Esse teste fundamenta-se na afinidade existente entre a biotina e
a estreptavidina. O alvo biotinilado se liga a estreptavidina, que € conjugada a

fosfatase alcalina (AP), o que facilita a deteccdo cromogénica, a qual foi feita
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utiizando como substrato o azul de nitro-tetrazolio/ 5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (NBT / BCIP).

5.2 Obtencao dos Aptameros

Os estudos de afinidade entre aptamero e alvo foram feitos
utilizando os aptameros A03 e C10, selecionados contra a regido 5’UTR do
genoma do virus da dengue (CNOSSEN, 2014). As sequéncias liofilizadas dos
aptdmeros foram sintetizadas pela Invitrogen (Carlsbad-CA, EUA). Ja as
sequéncias liofilizadas do aptamero A03 marcadas com os fluoréforos FAM e
TAMRA, para os testes de FRET, foram adquiridas da Genone (Rio de Janeiro-
RJ, Brasil).

A partir dos aptameros ssDNA adquiridos, sem marcacao, foram
feitas amplificagbes por PCR para obtencdo dos mesmos em dsDNA e ssDNA

biotinilado.

5.2.1 Amplificagdo de aptameros dsDNA e ssDNA biotinilados

Foram utilizados 30 ng do aptamero, a partir da solucdo estoque,
juntamente com 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 5 pmoles de cada primer
(A eB), 2,5 U de Taqg DNA polimerase, 1X tampéo da Taq e agua ultrapura para
completar um volume final de 20 pyL. O programa utilizado foi: desnaturagéo
inicial por 3 min a 93 °C, seguido de 26 ciclos (93 °C por 20 s, 50 °C por 40 s e
72 °C por 40 s), e uma extenséo final de 10 min a 72 °C. O produto obtido foi
avaliado em eletroforese em gel de agarose 1,5% (1,5 g agarose/100 mL tampé&o
TBE), corado com brometo de etidio (EtBr) e fotodocumentado em
transiluminador. A purificacdo dos produtos foi realizada conforme ja descrito no
item 4.1.5.

Apés obtencdo do aptdmero dsDNA purificado, o mesmo foi
utilizado na PCR assimétrica com primer foward biotinilado, para obtencéo de
ssDNA biotinilado. O programa de termociclagem utilizado possui as mesmas
condi¢bes daquele utilizado para obtencdo de dsDNA, apenas diminuindo o

namero de ciclos para 22. A andlise do produto por eletroforese e purificacao
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foram feitos conforme mencionado anteriormente. Para os produtos biotinilados,

realizou-se o teste de marcagéo, conforme item 4.1.11.

5.3 Testes in silico: Predicdo da Estrutura Secundaria dos Aptameros,
Interacao entre os Aptameros A03 e C10 com DENV e Definigdo de Controle
Negativo dos Testes de Dot Blot

Foi feita uma previsao da estrutura secundaria dos aptameros A03
e C10 utilizando o web server NUPACK (ZADEH et al., 2011), o qual fornece
uma estrutura baseada na probabilidade de interac&o dos pares de bases, a fim
de se analisar a estrutura por meio da energia livre (AG) e relacionar o perfil de
dobramento estrutural dos aptameros com 0 seu comportamento nos ensaios de
afinidade.

Ensaios de hibridizac&o das sequéncias dos aptameros A03 e C10
e as sequéncias dos quatro sorotipos do DENV foram realizados utilizando o
MFOLD (ZUKER, 2003), no médulo DINAMelt

As sequéncias utilizadas como controles negativos nos ensaios de
dot blot foram definidas a partir de analises in silico utilizando o web server
MFOLD, no médulo DINAMelt. Foram feitos testes de interacéo bimolecular entre
a sequéncia do aptamero A03 e 13 sequéncias de ligantes disponiveis no
LabioMol (AO5, Al11, BO7, B10, C03, C10, C11, D04, E03, E07, FO8, GO2 e G03)
(CNOSSEN, 2014). A hibridizacdo com energia livre mais alta (menor

estabilidade) apontou a sequéncia utilizada como controle negativo.

5.4 Técnicas de Biologia Molecular

5.4.1 Hibridizagé&o por dot blot

A afinidade e especificidade dos aptameros A03 e C10 com o seu
alvo (DENV 5’UTR) foi inicialmente avaliada pelo teste Dot Blot. Os produtos
purificados obtidos da regido 5 UTR do RNA DENV, dos quatro sorotipos,
aplicados em membrana de nylon carregada positivamente (Hybond-N*), foram
testados separadamente e também em forma de pool com a sonda de aptamero

biotinilado. Esse teste foi realizado para cada aptamero separadamente.
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5.4.1.1 Preparo da sonda e membrana, hibridizacdo e detecgéo

O material utilizado como sonda (aptameros A03 e C10), preparado
anteriormente através de PCR assimétrica com primer senso biotinilado, foi
desnaturado a 95 °C por 5 min e submetido ao choque térmico em gelo durante
5 min. Foram utilizados 200 ng de cada aptamero biotinilado para o preparo das
sondas.

A membrana foi lavada em SSC 1x por 2 min, tendo 0 excesso de
umidade retirado rapidamente em papel de filtro, e, em seguida, foram aplicadas
400 ng das amostras de DENV, 200 ng de cada controle positivo (pool de DENV
e aptamero dsDNA) e 400 ng de cada controle negativo (sequéncias ssDNA de

outros aptameros), conforme esquema da Figura 5.1.
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FIGURA 5.1: Esquema geral da aplicacdo das amostras na membrana para os testes
de afinidade com os aptameros A03 e C10. (1) DENV-1; (2) DENV-2; (3) DENV-3; (4)
DENV-4; (5) Pool de DENV; (6) Controle negativo; (7) Controle positivo: aptamero
dsDNA.

Apos a aplicacdo das amostras, a membrana foi colocada na estufa
de secagem a 80 °C por 10 min e, em seguida, exposta a radiacdo UV por 2 min.
A membrana foi hidratada com 5 mL de tampdao de hibridizagéo (Kit Alkhaphos
Direct Labellings Reagent) durante 15 min a temperatura ambiente. Em seguida,
a sonda previamente preparada, foi adicionada ao tampdao, permitindo a
hibridizacdo entre o material imobilizado na membrana e a sonda. O processo
de hibridizacdo ocorreu por 36 h em temperatura ambiente e com leve agitacao.

Ao final da etapa de hibridizagdo, a membrana foi submetida ao
processo de lavagem e detecc¢ao utilizando o Kit Biotin Chromogenic Detection

e o procedimento foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.
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5.4.2 Testes de captura de ligantes e detec¢cao por PCR em Tempo Real

A afinidade dos aptameros com o alvo foi avaliada utilizando os
aptameros A03 e C10, como moléculas de captura do DENV e também pelo
ensaio reverso, onde os aptameros foram capturados por pool de DENV. Esferas
magnéticas recobertas com estreptavidina foram utilizadas para imobilizacdo do
aptamero e DENV biotinilados, viabilizando a captura das moléculas de DENV e
aptameros em solucdo. As moléculas capturadas foram detectadas por PCR em
tempo real, através da utilizacdo de primers especificos e confirmadas por
eletroforese em gel de agarose 1,2% para DENV e 1,5% para os aptameros,

corado com brometo de etideo 0,5 pug.mL™* e fotodocumentada.

5.4.2.1 Preparo das particulas magnéticas

Para a quantidade de alvo utilizada nos testes, foram preparadas
2,86 x 10 mg de particulas paramagnéticas recobertas com estreptavidina (SA-
PMs), seguindo as recomendac@es do fabricante (Promega). As particulas foram
lavadas 2 vezes com SSC 0,5 x e 1 vez com o tampé&o de ligacéo.

5.4.2.2 Captura de DENV por aptameros

Foram preparadas aliquotas de 100 ng de pool de DENV ssDNA (4
sorotipos) e uma aliquota de 100 ng de cada aptamero (A03 e C10) biotinilados,
as quais foram submetidas a desnaturacdo a 95 °C em termociclador durante 10
min. Ap0s a desnaturacdo, cada amostra de aptamero foi incubada a
temperatura ambiente com o pool de DENV durante 1 h em tampéao de ligacéo
(100 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.6, 2 mM MgCl2, 5 mM KCI, 1 mM CaClz e
0.02% Tween 20).

Apoés o tempo de incubacgéo dos aptameros com o pool de DENV,
as particulas magnéticas foram adicionadas aos tubos contendo os complexos
aptamero-alvo, sendo incubados a temperatura ambiente por 30 min.
Considerando que o aptamero possui a biotina, o0 mesmo se ligou a particula
magnética recoberta com estreptavidina, devido a interacdo entre biotina e

estreptavidina. O DENYV ligado ao aptamero A03 e C10 individualmente, apds o
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periodo de incubacao, foi eluido, enquanto o tampé&o contendo as moléculas que
ndo se ligaram foi totalmente removido, com auxilio da plataforma magnética
(BioLabs®).

As particulas magnéticas contendo o complexo aptamero-alvo
foram ressuspendidas em 5 uL de agua ultrapura e submetidas a incubacao por
15 min a 95 °C, para que ocorresse a separacgao das fitas dos aptameros ligados
ao DENV. Para esse fim, a mistura contendo os SAPs-biotina-aptameros foi
separada por plataforma magnética, e os 5 UL de agua ultrapura contendo o

DENV foram recuperados e utilizados na PCR em tempo real para deteccgéo viral.

5.4.2.3 Ensaio reverso

Esse experimento foi utilizado para confirmar o ensaio anterior, no
entanto, de forma reversa. Aliquotas de cada aptamero A0O3 e C10 foram
utilizadas separadamente para teste de ligagdo ao pool de DENV ssDNA (4
sorotipos) biotinilado. Cada amostra de aptamero foi incubada a temperatura
ambiente com o pool de DENV durante 1 h em tampé&o de ligacdo. Os demais
passos de imobilizacdo e captura dos ligantes foram realizados de acordo com
o anteriormente descrito. Os 5 yL de agua ultrapura contendo o aptamero A03 e
C10 foram recuperados, apds a separacao das fitas promovida pela incubacéo
a 95 °C, e utilizados na PCR em tempo real para deteccao dos ligantes. Esse
ensaio foi realizado em duplicata.

5.4.2.4 PCR em Tempo Real

Os produtos recuperados nos ensaios de captura pelos aptameros
e captura por DENV, foram amplificados por PCR em Tempo Real (Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems), utilizando o tamp&do 5x HOT
FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) contendo o corante intercalante
das fitas amplificadas. Utilizou-se na reagédo 1X gPCR Mix, 7 pmoles dos primers
forward e reverse (reacdo DENV), 5 pmoles dos primers A e B (reacao
aptameros), o material recuperado nos testes de captura e agua ultrapura para
completar 10 pL de reacéo. Foram realizados 40 ciclos de amplificacéo

compostos por: 95 °C por 15 s, 53 °C por 40 s e 72 °C por 20 s, precedidos de
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uma desnaturacao inicial a 95 °C durante 15 min e finalizados por uma etapa de
extensao final da fita a 60 °C por 1 min. A curva de melting (dissociacdo dos
produtos amplificados) foi analisada apos PCR.

A amplificagéo foi analisada pela curva obtida e o Ct (Cycle

Threshold) apés estabelecimento do Threshold na fase exponencial.

5.5 Ensaios por Biofisica Molecular - FRET

5.5.1 Instrumentacao

As medidas de FRET foram obtidas utilizando um fluorimetro
(Fluorolog FL3-221- Horiba Jobin-Yvon) do Laboratério de Materiais do Instituto
de Fisica da UFG - Regional Goiania, sob a supervisao da Prof.2 Dra. C4ssia
Alessandra Marquezin. A fluorescéncia das amostras foi coletada na faixa entre
500 e 650 nm, utilizando cubeta de quartzo 10 x 2 mm. Essas medidas foram
padronizadas considerando que o FAM excitado a 490 nm transfere energia para
TAMRA, onde FAM retorna para o estado fundamental e gera em TAMRA um
estado eletronicamente excitado. A perda de fluorescéncia a 520 nm de FAM é
proporcional a quantidade de ganho de fluorescéncia a 580 nm para o TAMRA.
Para as medidas com FAM a excitacao foi feita em 490 nm e para TAMRA, 560
nm. A abertura das fendas foi regulada para 2 mm e o tempo de integracdo das
medidas foi de 0,5 s.

5.5.2 Fluoré6foros utilizados

Para os experimentos de FRET, foi utilizado somente o aptamero
A03, o qual foi marcado com fluoroforos em suas extremidades 5’ e 3’, sendo
uma molécula doadora (reporter) e uma aceitadora (quencher), viabilizando a
ocorréncia de FRET. As marcacdes foram feitas de trés formas diferentes:
somente com FAM (fluoresceina — Figura 5.2a) na extremidade 5’, somente com
TAMRA (tetrametilrodamina — Figura 5.2b) na 3’ e duplamente: FAM-5’-A03-3’-
TAMRA.
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(b)

FIGURA 5.2: Representacdo das estruturas quimicas dos fluor6foros FAM e TAMRA.
(a) FAM, (b) TAMRA, utilizados no experimento de FRET para marcacdes do aptamero
AO03 para estudos estruturais. Adaptado de Gracie et al., 2014.

Esse par doador-receptor foi escolhido devido a boa sobreposicao
espectral entre a fluorescéncia do FAM e curvas de absor¢do TAMRA.

5.5.3 Experimentos FRET

As leituras foram feitas em tampé&o Tris-HCI 20 mM pH 7,6 e
tampéo salino (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 100 mM, MgCl24 mM, KCI 5 mM e
CaCl2 30 mM), a fim de se avaliar a influéncia dos sais nos experimentos. As
medidas de branco foram realizadas com os tampdes e de DENV em tampéo,
para garantir a auséncia de interferéncia no sinal de fluorescéncia emitido pelos

fluoroforos.

5.5.3.1 Avaliacdo do perfil de emissdo dos fluor6foros FAM E TAMRA
ligados ao aptamero AO3

O aptamero A03, marcado com FAM-%’, foi utilizado para otimizar
a concentracdo a ser utilizada para os testes, baseando-se no perfil dos
espectros de fluorescéncia apresentados, considerando a realizacéo de leituras
com 10, 50 e 100 nM do aptamero. Essas concentracdes foram escolhidas para
realizacdo dos experimentos baseadas nos trabalhos publicados por Nagatoishi
e cols. (2006), Verdian-Doghaei & Housaindokht (2015) e Mairal e cols. (2014),
considerando que a intensidade ndo poderia ultrapassar o limite maximo

estabelecido (ordem de 10°), para evitar danos no detector.
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O perfil de emissao fluorescente de cada um dos fluoréforos ligados
ao oligonucleotideo A03 foi avaliado a partir de leituras com 50 nM do AO3
marcado somente com FAM (F) na extremidade 5 da fita de ssDNA, A03
marcado somente com TAMRA (T) na extremidade 3’ e para A0O3 com dupla
marcacgao: F-A03-T (FT). As leituras foram feitas em tampao Tris e tampéo

salino.

5.5.3.2 Efeito da concentracdo dos ions Mg?* e Na' e temperatura na

estrutura do aptamero AO3

O aptamero F-A03-T foi utilizado no teste para verificacdo da
influéncia da concentracdo de ions e variacdo da temperatura na estrutura do
aptamero. Nos experimentos com F-A03-T o comprimento de onda de excitacéo
utilizado foi de 490 nm.

No teste para estudo do efeito da concentracao de ions, MgClz e 0
NaCl, que possuem cations bivalentes e monovalentes, respectivamente, foram
escolhidos por fazerem parte da composi¢cdo do tampao salino utilizado nos
experimentos. Para isso, foram feitas leituras com 50 nM do aptamero
adicionando 10, 40, 80, 120, 200 e 400 mM de MgClz, e medidas com 50 nM de
aptamero em 10 mM de MgCl: e adi¢cbes de 40, 80, 120, 200 e 400 mM de NacCl.

Na avaliacdo do efeito da temperatura, a fluorescéncia das
amostras em Tris e tampdao salino foram medidas em temperatura ambiente e

em aproximadamente 70 °C.

5.5.3.3 Interacdo aptamero A03 e DENV: influéncia da concentracdo de

DENV, tempo de incubacéo e presenca de ions

A interacdo entre F-AO03-T:DENV foi investigada por leituras
mantendo-se a concentragdo do aptamero em 50 nM e variando-se as
concentragdes do pool dos quatro sorotipos de DENV em 25, 50 e 100 nM.

Para cada concentragcdo do pool de DENV avaliada, analisou-se
também o tempo de incubacédo do F-A03-T:DENV, sendo feitas leituras com 1,
20 e 40 min de incubacédo. Todas as medidas foram realizadas em tampao Tris

e repetidas em tampao salino, para observacao da influéncia dos sais na ligacéo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencdo do DENV

6.1.1 Inoculagdo do DENV em células C6/36

Os efeitos citopaticos comecaram a ser observados nas células
C6/36 apo6s cinco dias da inoculacdo dos virus no meio, o que confirmou a
presenca dos virus da dengue e permitiu a extragcdo do RNA viral de cada
sorotipo ap0s a coleta dos mesmos depois de sete dias de infeccdo (alta
concentracao viral).

A Figura 6.1 demonstra as alteracfes celulares provocadas pela
infeccdo das células com o DENV. Nas imagens a, b e ¢ pode-se observar a
formacao de vacuolos, que sdo espacos vazios devido a morte e agregacao
celular e a formacéao de sincicios, que se refere a presenca de células gigantes,
multinucleadas, resultantes da fusdo de varias células infectadas pelo virus. A
imagem d apresenta as células normais, sem a presenca dos virus (controle

negativo). Esses resultados foram observados para todos os sorotipos do DENV.

N . — R

FIGURA 6.1: Fotomicrografia do cultivo de células C6/36, em aumento de 400 x, com
efeito citopético proveniente da inoculacdo do DENV. (a) 2 dias ap0ds a infecgdo (DAI);
(b) 3 DAI; (c) 5 DAI; (d) Controle negativo (ndo infectadas) 7 dias. Setas: sincicios
celular. Asterisco: granulacao citoplasmatica anormal.

Quando inoculados, os virus iniciam a sua multiplicacdo logo apo6s
entrar na célula, provocando uma série de alteracdes fisiologicas e morfologicas
na ceélula infectada. De acordo com Alberts e cols. (2010), as modificacdes
observadas na célula apés a infeccédo viral sédo decorrentes da inibicdo da sintese
de &cidos nucleicos e proteinas celulares, da fusdo de células, liberacdo de
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enzimas lisossGmicas, modificacdes na permeabilidade celular e nas estruturas
intracelulares e, também, aberracfes cromossdémicas.

Essas alteracdes sdo denominadas efeito citopatico (EC) e podem
ser visualizadas por microscopia Optica (BVS, 2015). Utilizando um microscopio
€ possivel observar a desorganizacgéo celular, o aparecimento de espacos vazios
devido a lise e agregacdo celular, aumento de tamanho, dentre outras
caracteristicas. Além disso, varios virus induzem apoptose nas células
infectadas, o que corresponde a um processo ativo de autodestruicdo celular
geneticamente regulado, no qual é ativada uma cadeia enzimatica complexa.
Como consequéncia da morte celular, as células em monocamada, aderidas ao
vidro ou plastico da parede da garrafa, passam a ser observadas em suspensao
(ALBERTS et al., 2010).

A morte celular por apoptose vem sendo descrita para infecgoes
por Flavivirus, sendo responséavel por um mecanismo citopatoldgico em resposta
a infeccdo por DENV, in vitro e in vivo, em Varios tipos celulares. Estudos
utiizando uma cepa neurovirulenta mutante do virus DENV-1 (FGA/89)
mostraram a capacidade desta em induzir apoptose em neurdnios corticais e em
regiGes do hipocampo de camundongo neonato (DESPRES et al., 1998).

A funcéao de proteinas virais do DENV na inducdo de apoptose em
células-alvo foi sugerido por Catteau e cols. (2003). Esse estudo mostrou
propriedades pro-apoptéticas de residuos de aminoacidos da proteina M viral
(ApoptoM), gerando disfungé@o mitocondrial e ativagédo de caspase em linhagens
de células epiteliais HeLa infectadas com DENV-2.

Limonta e cols. (2007) demonstraram que citocinas secretadas por
linfécitos T induzem apoptose de células infectadas, sugerindo um mecanismo
de controle da viremia. Em uma investigacdo da interacdo do virus da dengue
com as ceélulas, utilizando a infec¢cdo de mondécitos humanos primarios com o
DENV-2, foi observado o papel da via intrinseca mitocondrial na inducdo de
apoptose de monacitos infectados (CARVALHO et al., 2009).

O DENYV pode induzir apoptose de forma a disseminar a progénie
viral a células vizinhas através da fagocitose de corpos apoptoticos, num
processo mimetizando a resposta imune ou, inibir a morte celular e garantir sua
sobrevivéncia e replicagdo (CARVALHO et al., 2009). As plaguetas também

exibem sinais da via intrinseca da apoptose causada por DENV, apresentando
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aumento da exposicdo da fosfatidilserina na superficie da membrana,

despolarizacdo mitocondrial e ativacéo da caspase 9 e 3 (HOTTZ et al., 2013).

6.1.2 Amplificacdo e Sequenciamento

Apbs coleta do lisado celular e extracdo de RNA, os produtos por
RT-PCR apresentaram um tamanho aproximado de 150 pb, como pode ser
observado na Figura 6.2. O sequenciamento alinhado ao banco de dados do
GenBank — NCBI confirmou os sorotipos virais. A regido 5UTR possui
aproximadamente 100 nucleotideos e os 55 nucleotideos adicionais foram
incorporados na obtengao do alvo da 5’UTR uma vez que esses nucleotideos
sdo provenientes da regido codificante e contém a sequéncia conservada (CS)
e o hairpin (cHP), que estdo envolvidos na traducdo e sintese de RNA viral
(POLACEK et al., 2009).

T .
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M DI Di. DI "2 P> B® c+ c%* D3 D3 D3 D4 D4 D4

FIGURA 6.2: RT-PCR do RNA do virus da dengue a partir de células C6/36
contaminadas e mantidas em meio de cultura L15. D1: DENV-1; D2: DENV-2; D3:
DENV-3; D4: DENV-4; C+: controle positivo (~150 pb); M - marcador de peso molecular
de 100 pb; Seta: dimeros de primers.

A finalizacdo do processo de obtencao do alvo na forma de ssDNA
(RNA like) da 5’'UTR dos quatro sorotipos do DENV esta apresentada na Figura
6.3, demonstrando os produtos com aproximadamente 150 pb. A PCR
assimétrica por reamplificacéo foi utilizada, uma vez que possibilita a sintese de
uma unica fita do DNA original a baixo custo, conforme proposto por Avci-Adali e
cols. (2010) e Citartan e cols. (2012).



50

—
Ve
—
——
(S,

M D1 DI D1 D1 D2 D2 D2 D2 M D3 D3 D3 D3 D4 D4 D4 D4

FIGURA 6.3: PCR assimétrica para obtencdo de RNA like. D1: DENV-1; D2: DENV-2;
D3: DENV-3; D4: DENV-4; M: marcador de peso molecular de 100 pb; B: branco.

Uma desvantagem da PCR assimétrica é que essa técnica fornece
uma quantidade de produto amplificado menor que a PCR para producéo de
dsDNA. O rendimento da PCR assimétrica é em torno de 60-70%, enquanto a
PCR convencional possui rendimento em torno de 90% ou mais (CITARTAN et
al., 2012).

6.2 Ensaios in silico

Foram obtidas estruturas secundarias para os aptameros A03 e
C10 que indicaram gue os mesmos sao termodinamicamente estaveis em
solucédo tampdao, apresentando valores de energia livre (AG) de -25,9 e -22,10
kcal.mol, respectivamente. As duas estruturas sdo semelhantes entre si e
possuem loops que podem estar associados aos locais de ligacdo com o DENV
(Figura 6.4).
AO03 C10
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FIGURA 6.4: Representacdo da predicao da estrutura secundaria dos aptameros A03
e C10 obtidas pelo web server NUPACK.
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As estruturas secundarias sao construidas a partir de subestruturas
que contribuem para a energia livre da molécula e sdo importantes no
reconhecimento molecular e interacdo de acidos nucleicos com ligantes (PATEL
& SURI, 2000). Os loops e hairpins sdo as estruturas mais provaveis de
interagirem com o alvo, pois as bases de RNA desemparelhadas sdo mais
flexiveis e podem alterar sua conformacéo para formar uma “bolsa” de ligacéo e
acomodar um ligante e/ou para a formacdo de ligacbes de hidrogénio
(CHUSHAK & STONE 2009).

Os valores de AG obtidos para as hibridizacdes entre os aptameros
e 0s quatro sorotipos do DENV variaram entre -42,11 e -50,64 kcal.mol?,
conforme pode ser observado na Figura 6.5a. Isso indica que os aptameros
ligados ao alvo sdo mais estaveis do que em sua interacao intramolecular, uma
vez que os valores de AG para a hibridizacdo aptamero:DENV sdo mais
negativos (indicam maior estabilidade nas interagbes) que os valores de AG
obtidos nas interagcbes aptamero:aptamero, o que confirma a afinidade entre A03
e C10 com o DENV.

Na Figura 6.5b estdo representadas as estruturas conformacionais
obtidas para a hibridizacao entre os aptameros e o DENV-4.

(@)

DENV 1 DENV 2 DENV 3 DENV 4

AO3 Regido de HibridizacZo (pb) 5-134 5-149 5-149 5-137
AG Hibridizacao (kcal.mol") -50,00 -49.05 -47 51 -50,64
10 Regiao de Hibridizacao (pb) 5-134 5-86 5-84 5-137
AG Hibridizacao (kcal.mol) -49,85 -42,11 -45,68 -49,92

—>

(b)

(C10:DENV-4)
(AO3:DENV-4)
FIGURA 6.5: Resultados dos testes in silico para a hibridizacdo dos aptameros A03 e
C10 com os quatro sorotipos do DENV (MFOLD). Regides de hibridizagdo e AG (a);
Estruturas conformacionais da interagdo A0O3:DENV-4 e C10:DENV-4 (b).
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As estruturas conformacionais obtidas nos testes de hibridizac&o
entre A0O3 e C10 com os quatro sorotipos do DENV apresentaram perfis
semelhantes de regides de pareamento de bases e loops, sendo apresentadas
somente as estruturas obtidas para um sorotipo para fins ilustrativos.

As semelhancas estruturais observadas entre os aptameros A03 e
C10 podem indicar que suas capacidades de ligacdo com o alvo séo
semelhantes. Isso foi confirmado pelos testes de hibridizac&o in silico, os quais
demonstraram valores de AG muito préximos para as interacbes de ambos os
aptameros com o DENV, principalmente para os sorotipos 1 e 4. Os locais de
inicio e fim do pareamento de bases (Figura 6.5a) no sentido 5’-3’ da sequéncia
do virus (regido de hibridizacao) sdo semelhantes para os sorotipos 1 e 4, sendo
repetidos para a interagdo com ambos 0s aptameros.

Esses dados sugeriram gque os resultados obtidos nos ensaios de
interac&o por dot blot e de captura de ligantes seriam semelhantes para ambos
0s aptameros, considerando também que foi utilizado um pool dos quatro
sorotipos do DENV.

Os resultados das interac6es bimoleculares entre o aptamero A03
e os demais, definiram a utilizacdo dos aptameros A03 e C10 como controles
negativos um do outro no dot blot. Conforme mostrado na Figura 6.6, a interacdo
entre as sequéncias desses aptameros apresentou o maior valor de energia livre
(AG = -6,72 kcal.mol?), em relagédo a interagdo com 0s outros aptameros, o que
indica a baixa estabilidade dessa ligacdo, devido a menor espontaneidade.
Esses oligonucleotideos funcionam bem como controle negativo, considerando

que a probabilidade de se ligarem e gerar um resultado falso positivo € minima.

A05 A11 BO7 B10 C03 C10 C11 D04 EO3 EO7 F08 GO02 GO3

iy

FIGURA 6.6: Estabilidade da interacao entre a sequéncia do aptamero A03 e os demais
aptameros avaliada por teste de interacdo bimolecular utilizando o web server MFOLD.

Energia Livre (delta G)
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A interacdo do A0O3 com o aptamero EO7 apresentou 0 mesmo valor
de AG, entretanto, optou-se por utilizar o C10 como controle negativo,

considerando que este aptamero também é alvo de estudo nesse trabalho.

6.3 Hibridizagao por Dot Blot

A incorporacéo da biotina nos oligonucleotideos A03 e C10 foi feita
por PCR assimétrica com primer senso biotinilado (Figura 6.7a). O tamanho dos
produtos amplificados, préximos a 100 pb para os aptdmeros A03 e C10,
correspondem aos pesos moleculares esperados de 98 e 89 pb,
respectivamente.

As marcacdes resultantes da formacgéo do produto final insoltvel,
NBT diformazano podem ser verificadas na Figura 6.7b, o que comprovou a
incorporacao da biotina nas moléculas dos aptameros. A coloragdo mais intensa
observada para a marcacdo do A03 (1) comparada ao C10 (2) foi devida a
guantidade plotada ha membrana, que foi de 45 e 30 ng, respectivamente. Como
esperado, um forte sinal de marcacao foi observado no controle positivo (3), para
o qual 90 ng de primer biotinilado foram plotados na membrana de nylon e néo
houve sinal correspondente a sequéncia nao biotinilada do A0O3 no controle
negativo (4).

(a)

nae
L4
—
—
—
—
-——
-

FIGURA 6.7: Ensaios de PCR e dot blot para obtencdo dos aptameros ssDNA A03 e
C10 biotinilados. a) Eletroforese dos produtos de PCR assimétrica dos aptameros A03
e C10, com peso molecular esperado de 98 e 89 pb, respectivamente; M: marcador de
100 pb; B: branco de reacdo. b) Teste de incorporacdo da biotina nas moléculas dos
aptameros por ensaio colorimétrico: 1) 1,5 pL A03 ssDNA biotinilado (30 ng/uL); 2) 1,5
pL C10 ssDNA biotinilado (20 ng/uL); 3) 1,5 puL Controle positivo: primer biotinilado (60
ng/uL). 4) Controle negativo: aptamero A03 sem biotina.

Nos experimentos dot blot, para os aptameros A03 e C10 (Figura

6.8), foram obtidas marcagbes para 0s quatro sorotipos virais e 0 controle
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negativo (C-) ndo apresentou sinal, indicando afinidade entre aptamero:DENV e
especificidade do aptamero. O controle positivo (C+: aptamero dsDNA) resultou
em uma forte marcacdo, como esperado, pois a fita complementar se liga
completamente a fita senso do aptamero presente na sonda, por

complementaridade de bases.

Sonda Alvo

D1 D2 D3 D4 Pool DENV  C- C+

A03 @

C10 O

FIGURA 6.8: Dot blot para andlise da afinidade entre o DENV e os aptameros AO3 e
C10. As sondas utilizadas foram os aptameros biotinilados e os alvos marcados na
membrana, foram os quatro sorotipos do DENV individuais (400 ng) e um pool de todos
(D1, D2, D3 e D4). O controle negativo aplicado no experimento do A03 foi o aptamero
C10 ssDNA sem biotina (400 ng), enquanto o controle negativo do experimento do C10
foi o aptdmero A03 ssDNA sem biotina (400 ng). O controle positivo de cada
experimento corresponde ao proprio aptamero na forma dsDNA (200 ng).

Os ensaios de dot blot foram escolhidos para o estudo de interacao
entre aptameros:DENV por serem (teis no monitoramento do processo de
selecéo de ligantes e ensaios de afinidade e especificidade dos mesmos. Essa
técnica ja foi utilizada para avaliacdo de aptdmero DNAzima ligada (DLAA) para
deteccdo de trombina em amostras bioldgicas (ZHU et al., 2010), deteccéo de
imunoglobulina E (IgE) (WANG; YE et al.,, 2013) e ensaios preliminares de
afinidade e especificidade de ligantes selecionados para deteccdo de virus da
gripe aviaria H5N1 (WANG; ZHAO et al., 2013).

6.4 Captura de Ligantes e Deteccao por PCR em Tempo Real
Nos ensaios de captura de DENV pelos aptameros A03 e C10 e

teste reverso (captura dos aptameros pelo DENV) foi possivel realizar a deteccao

por gPCR de todas as espécies testadas. Na Figura 6.9 pode-se observar as
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curvas de amplificacdo obtidas, bem como a andlise dos produtos de
amplificagéo por eletroforese em gel de agarose e as curvas de dissociagéo dos
produtos (melting curve).

De acordo com o grafico de amplificacao (Figura 6.91), no teste de
captura de DENV, foi obtido Ct de 17 (curva a) para amplificacdo de DENV
capturado pelo aptamero A03, enquanto para captura pelo C10 apresentou Ct
de 14 (curva b). No ensaio reverso, de captura de aptameros pelo pool de DENV
foram observados Cts proximos de 15 e 14 para amplificacdo de A03 (curvac) e
de C10 (curva d), respectivamente. Ambos 0s ensaios séo indicativos de que
uma maior quantidade de C10 se ligou ao DENV em comparacao a quantidade
de AO03 ligante.

A eletroforese em gel de agarose (Figura 6.911) confirmou a captura
desses aptameros pelo pool de DENV e vice-versa, cujos fragmentos
amplificados tiveram seus tamanhos proximos ao esperado para DENV (a e b:
150 pb), A03 (c: 98 pb) e C10 (d:89 pb).

A inclusdo da curva de dissociacdo é essencial para verificar se
houve formacdo de um Unico produto ou se produtos inespecificos também
foram formados. O surgimento de um Unico pico na curva de melting sugere a
formacdo apenas do produto de interesse, enquanto o aparecimento de varios
picos indica a formacdo de produtos inespecificos na reacdo ou a eventual
formacao de dimeros de primers (NASCIMENTO et al., 2010).

Conforme representado na Figura 6.91ll, para cada reacéo foi
obtido apenas um pico. Como esperado, as curvas a e b, referentes ao DENV,
demonstraram uma mesma Tm (temperatura de melting) de 76 °C, indicando a
amplificacdo de um mesmo produto. Ja as curvas c e d indicaram temperaturas
diferentes, a aproximadamente 84,5 °C para o A03 e 85,5 °C para o C10. Esses
dados, juntamente com a eletroforese, podem confirmar a auséncia de produtos

inespecificos.
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FIGURA 6.9: Curvas de amplificacdo dos produtos obtidos nos ensaios de captura de DENV e aptameros (l), eletroforese em gel de agarose
das amostras amplificadas (Il) e curva de dissociacdo dos primers (melting) (l11). (a) DENV (~150 pb) capturado pelo A03; (b) DENV (~150 pb)
capturado pelo C10; (c) A03 (98 pb) capturado pelo DENV; (d) C10 (89 pb) capturado pelo DENV; M: marcador de 100 pb.
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Na deteccdo da amplificacdo por corante intercalante, durante as
fases de anelamento e extensdo, as moléculas do corante se ligam as fitas
duplas de DNA recém sintetizadas (Figura 6.10). O aumento de fluorescéncia
gerado por essa ligacéo € detectado em tempo real, sendo essa fluorescéncia
proporcional a quantidade do segmento de DNA amplificado (NOVAIS & PIRES-
ALVES, 2004).

o
(5] (5]
»*® o
° E SE SEE S S Shd
® > ®
¢ o - % _5 9 9 9
@
1- Corante em solug@o 2- Emissao de fluorescéncia
emite baixo sinal. apos ligacao a fita de DNA.

FIGURA 6.10: Representacdo esquematica do mecanismo de atuacdo do corante
intercalante. Adaptado de Sigma-Aldrich, 2014.

Quando livre em solucdo, com a presenca apenas de ssDNA, o
corante intercalante emite sinal de baixa intensidade. A medida que a reacgéo
progride e a quantidade de dsDNA aumenta, mais corante se liga aos fragmentos
amplificados e, por conseguinte, a intensidade do sinal aumenta (SIGMA-
ALDRICH, 2014).

A PCR em tempo real € comumente utilizada como método de
deteccdo em ensaios de afinidade entre ligantes e alvo, devido a sua alta
sensibilidade. Fredriksson e cols. (2002) utilizaram a gPCR em um ensaio de
proximidade de ligagéo, empregando o duplo reconhecimento de dois aptameros
de trombina. Os autores obtiveram um limite de deteccéo trés vezes maior, em
comparacao com o método ELISA.

A ligacao de aptameros selecionados contra E. coli foi estudada por
Marton e cols. (2016), utilizando gPCR como método de deteccdo. Para os
quatro aptameros avaliados, foram obtidas constantes de dissociacdo (K,)
estimadas em valores entre 11,97 e 161,0 nM.

No presente estudo, ainda é necessaria a realizagdo de mais testes
para determinar quantitativamente o grau de afinidade e especificidade entre
esses aptameros e o DENV, uma vez que existem algumas variaveis a serem

avaliadas nesse experimento, como a pureza das amostras, eficiéncia dos
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processos de imobilizagdo nas particulas magnéticas, de eluicdo das moléculas
capturadas, testes com sorotipos individualizados, bem como testes em variadas

concentracfes de alvo e aptamero e com repeticdes das reacoes.

6.5 Ensaios FRET

As leituras do aptamero AO03 marcado somente com FAM
demonstraram picos de emissao caracteristicos do fluoréforo, os quais tiveram
sua intensidade aumentada de acordo com a concentracdo (10, 50 e 100 nM),
como pode ser observado na Figura 6.11. Conforme o esperado, os tampdes
Tris e salino (TS) ndo exibiram sinal, confirmando a auséncia de interferéncia.

Nas medidas feitas em Tris, 0s picos apresentaram o maximo de
emissdao em 516 nm, enquanto nas leituras feitas em TS foi observado um
deslocamento do comprimento de onda do maximo de emissado para 518 nm.
Outro efeito verificado foi a reducéo na intensidade de fluorescéncia, causado

pela presenca dos sais.
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FIGURA 6.11: Espectro de emisséo fluorescente do fluoréforo FAM (excitado a 490 nm)
ligado ao aptédmero AO3 na extremidade 5’, nas concentra¢des de 10, 50 e 100 nM, na
presenca de Tris e tampdao salino (TS).

A partir dos espectros obtidos, a concentracdo intermediaria (50
nM) foi adotada para realizagdo dos demais testes. Nas leituras realizadas para
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0 AO03 marcado somente com TAMRA foi observada uma pequena redugao na
intensidade de fluorescéncia na presenca dos ions provenientes dos sais, e um
deslocamento no comprimento de onda maximo do pico de emisséo de 578 para
576 nm quando ha dupla marcagcdo, como esta demonstrado na Figura 6.12.
Além disso, na presenca do TAMRA, o fluor6foro FAM apresenta uma grande
gueda na intensidade de fluorescéncia, quando comparados aos espectros da
molécula marcada somente com FAM. Pode-se notar também o pequeno
aumento na intensidade do TAMRA, na presenca do FAM. Na dupla marcacéo
também é possivel observar um comportamento semelhante na presenca de

sais, com reduc¢éao na intensidade de fluorescéncia de ambos, FAM e TAMRA.
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FIGURA 6.12: Espectro de emissdo fluorescente das moléculas de AO3 marcadas
individualmente com FAM (F) na extremidade 5 (Aex — 490 nm), TAMRA (T) na
extremidade 3’ (Aex — 560 NmM) e com marcacdo dupla FT (Aex — 490 nm). As medidas
foram realizadas com 50 nM do aptamero, na presenca de Tris e tampéo de salino (TS).

Essas alteracdes verificadas nas intensidades de fluorescéncia
apresentadas pelos fluoréforos, quando estdo presentes simultaneamente na
molécula do aptdmero, indicam que a conformagdo estrutural do
oligonucleotideo possibilita a ocorréncia de FRET, onde FAM transfere energia
para TAMRA, ocasionando a diminuicdo da fluorescéncia do reporter e um
aumento na intensidade de fluorescéncia apresentada pelo quencher.

Quando a molécula doadora esta distante do quencher, a mesma

emite fluorescéncia normalmente, porém, quando estdo proximas, devido a
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transferéncia de energia que ocorre entre o doador e o0 aceitador, a fluorescéncia
do doador diminui, e, dependendo do grau de proximidade, pode ser suprimida.

Esse comportamento esta esquematizado na Figura 6.13.

Ocorréncia de FRET -

= e Emissédo de Fluorescéncia
Supressdo da Fluorescéncia

(® .
fluoresceina e quencher fluoresceina e quencher
proximos distantes

FIGURA 6.13: Relagéo entre a distancia dos fluoréforos fluoresceina (F) e quencher
(Q); emissao e supressao de fluorescéncia. Adaptado de Biosearch Technologies, 2016.

O espectro de fluorescéncia obtido € altamente sensivel ao
ambiente bioquimico do fluoréforo. Assim, a partir das medidas de fluorescéncia
realizadas, o estudo estrutural do aptamero AO3 pode ser feito, bem como a
avaliacdo de alteracdes estruturais em funcéo de sais, temperatura e possiveis
ligantes.

Diversos fatores como a temperatura, pH, solvente e a presenca de
outras espécies podem ter um profundo efeito nas caracteristicas fluorescentes
de uma substancia, afetando ndo somente a velocidade dos processos
fluorescentes, mas também a natureza e a energia relativa do estado excitado
de menor energia (MAXWELL, 2010).

A presenca de ions dissociados no solvente altera a polaridade do
meio, provocando deslocamentos nos espectros de emissao e afetando energia
do estado excitado (LAKOWICZ, 2006). Nas transicbes entre os orbitais Pi
ligantes e Pi* antiligantes, comuns na fluorescéncia, a molécula no estado
excitado é mais polar e tem carater mais basico do que quando ela se encontra
no estado fundamental. O aumento da polaridade do solvente ocasiona uma
diminuicdo da energia relativa do estado excitado, uma vez que 0 excesso de
energia vibracional é perdido para o solvente. Assim, a emisséo de energia pode

diminuir devido a estabilizagao do estado excitado pelo solvente polar (INGLE &
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CROUCH, 1988; LAKOWICZ, 2006). Esse efeito € denominado contact
guenching (extincdo de contato) (LI et al., 2008).

Analisando individualmente a influéncia dos céations Na* e Mg?*,
pode-se notar que o Mg?*tem maior influéncia na emisséo de fluorescéncia pelo
fluoréforo, uma vez que, a medida que a concentracdo de MgClz foi sendo
aumentada, ocorreu uma diminuicdo da emissao fluorescente de FAM e um
aumento no pico do TAMRA, conforme mostrado na Figura 6.14a, com maiores
diferencas observadas na variacdo entre 10 e 40 mM e poucas diferencas na
variagao entre 80 a 400 mM. Esse comportamento sugere o favorecimento da
transferéncia de energia entre doador e aceitador com o aumento de magnésio
no meio. N&o foi verificada variacdo da emissao fluorescente em decorréncia do
aumento da concentracdo de sodio (Figura 6.14b) e as variacbes nas
concentragbes comportaram-se nas curvas de fluorescéncia como repetigoes.

Chen e cols. (2012) verificaram em suas investigacdes sobre a
dependéncia da forca ibnica no dobramento e na dinamica das moléculas de
ssDNA e RNA, através de medidas de comprimentos de persisténcia (Ip), que 0s
fons divalentes Mg?* apresentam influéncia significativamente maior sobre a
estrutura de acidos nucleicos do que ions monovalentes Na* devido ao maior
efeito de blindagem das cargas negativas da fita.

Um estudo de forga idnica com os cations Na* e Mg?* realizado por
Li e cols. (2008), onde desenvolveram uma sonda-aptamero (duplamente
marcado com FAM e TAMRA) baseada em FRET, para deteccdo rapida e
guantitativa de angionina (Ang), demonstrou a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia dos fluoréforos na presenca desses ions e um aumento da razéo
entre Ip e la, apresentada em maior grau na adicdo de Mg?*. Esses resultados
estdo de acordo com os aqui obtidos, onde foi observada uma grande influéncia
do Mg?* na fluorescéncia emitida pelos fluoréforos, entretanto o Na* néo
apresentou efeito.

A temperatura também é outro fator importante a ser analisado no
comportamento das biomoléculas. Em geral, o aumento da temperatura tem
como consequéncia um aumento na eficiéncia dos processos de relaxamento
vibracional na desativagéo do estado excitado. No entanto, por ser um fenémeno

de tempo de vida relativamente curto, esse fator € menos critico no caso da
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fluorescéncia, o que permite facil observacdo de emissdo fluorescente em
temperatura ambiente (INGLE & CROUCH, 1988).

Utilizando a razdo entre as intensidades de fluorescéncia do
doador-FAM (Ip) e aceitador-TAMRA (la), obtida utilizando os valores de
integracao sobre todo o espectro, constatou-se uma diminuigdo da raz&o entre
as intensidades de emissdo dos fluoroforos e um aumento da estabilidade
estrutural do aptamero na presenca de TS ap0s 0 aumento da temperatura
(Figura 6.14c).

- - -FT
——FT Mg 10 mM
FT Mg 10 mM + Na 40 mM

0o16(@) ... ---FT 0,016 4
! \ ——FT Mg 10 mM
——FT Mg 40 mM
FT Mg 80 mM
FT Mg 120 mM
——FT Mg 200 mM
FT Mg 400 mM

~———FT Mg 10 mM + Na 80 mM
——FT Mg 10 mM + Na 120 mM
FT Mg 10 mM + Na 200 mM

00124 , FT Mg 10 mM + Na 400 mM

/
0,008 '/

Fluorescéncia Normalizada
Fluorescéncia Normalizada

0,004 \\
N
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FIGURA 6.14: Espectros de emisséo fluorescente demonstrando o efeito da adi¢cdo de
Mg?* e Na* e da temperatura na conformacéo estrutural do aptamero A03. (a) Adicdo de
MgCl.: resulta em abaixamento do pico de fluorescéncia do FAM e aumento do TAMRA;
(b) Adicdo de NaCl: ndo gera efeito; (c) Grafico da razdo entre as intensidades de
fluorescéncia do doador (Ip) e aceitador (1) obtidas nas leituras do A0O3 marcado com
FT em temperatura ambiente e a aproximadamente 70 °C, demonstrando diminuicdo da
razao da intensidade dos picos com o0 aumento da temperatura.

Ao elevar a temperatura para 70 °C ocorreu redugdo da emissao
de FAM e aumento da emissdao de TAMRA, o que é indicativo de FRET,
resultando na reducdo da razdo entre as intensidades de fluorescéncia. Na

presenca de ions (TS) essa diminuicdo da razdo incidiu em menor grau,
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indicando uma menor influéncia da temperatura. Esse resultado sugere o
aumento da estabilidade estrutural do oligonucleotideo, causado pela presenca
de ions na solucéo.

A estabilidade térmica da estrutura quadruplex de um aptamero
ligante de trombina foi avaliado por Rache e Mergny (2015). Nesse estudo,
leituras foram realizadas entre 25-95 °C e tampéao cacodilato de litiol0 mM (pH
7,2) e 100 mM de sais (KCI e LiCl), sendo demonstrada uma influéncia da
concentracdo de sais na estabilidade térmica do oligonucleotideo. O aumento da
forga ibnica da solucdo gerou aumento da estabilidade do aptamero, resultando
em uma elevagao no ponto de fusdo do mesmo. Esses resultados corroboram
com os dados obtidos para o aguecimento do oligonucleotideo na presenca de
sais, onde foi observada uma maior estabilidade estrutural, uma vez que foi
verificada uma menor razao entre as intensidades de fluorescéncia em funcgéo
do aumento da temperatura, em comparagdo ao teste com auséncia de sais

(tampao tris).

6.5.1 Interacdo aptamero A0O3 e DENV: influénciada concentracédo de DENV,
tempo de incubacédo e presenca de ions

Ao ser incubada com o alvo (pool dos quatro sorotipos de DENV)
em tampdo Tris, a molécula F-A03-T ndo apresentou variacbes na distancia
entre doador (FAM) e aceitador (TAMRA) (Figura 6.15a). Entretanto, nas leituras
feitas em tampao salino, a adicdo de DENV provocou a alteracao estrutural do
aptamero (Figura 6.15b).

Nos espectros de fluorescéncia normalizados (Figura 6.15),
observa-se que a presenca dos sais provoca aproximacao das extremidades da
fita do aptamero e, consequentemente, a ocorréncia de FRET. A transferéncia
de energia entre doador e aceitador € demonstrada pela diminui¢cdo no pico de
emissao fluorescente apresentado pelo FAM e consequente aumento no pico
referente ao TAMRA.

Ao adicionar DENV, a interac&o entre as moléculas é evidenciada
pelo aumento do pico de fluorescéncia do FAM e diminuicdo de TAMRA,

indicando um distanciamento dos fluoréforos devido a alteracdo na estrutura
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tridimensional provocada por um possivel desdobramento da molécula,
resultante da formacdo do complexo aptamero:alvo (Figura 6.15b).

Com a adicdo do dobro da quantidade de DENV (50 nM), a
intensidade de fluorescéncia do fluoréforo doador apresentou um pequeno
aumento e, proporcionalmente, uma pequena diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia do aceitador. Ao dobrar novamente a quantidade de DENV (100
nM), foi verificado o mesmo comportamento anterior, cuja diferenca maior na
intensidade de fluorescéncia do doador comparado ao controle foi observada

para a concentracao de 25 nM de DENV.

0,014
. ™ FT 50nM (Tris) FT 50 nM + DENV 25 nM (TS)
0016 (a) / FT 50nM (TS) (b) - = FT 50 M + DENV 50 nM (TS)

/N ——FT 50 nM + DENV 100 nM (TS)
0,012 7=\ ——FT 50 M (TS)

0,012 0,010

0,008

0,008

Fluorescéncia Normalizada

0,004

Fluorescéncia Normalizada

FT 50 nM + DENV 25 nM (Tris)
——FT 50 nM + DENV 50 nM (Tris)
- = FT 50 nM + DENV 100 nM (Tris)
——FT 50 nM (Tris)

0000 T T T T T T T 0'000 T ) T T T T T
500 520 540 560 580 600 620 640 500 520 540 560 580 600 620 640

Comprimento de Onda Comprimento de Onda (nm)
18

~@- Tris - 1 min
(c) —A—Tris - 20 min
~=—Tris - 40 min
~@-TS-1min
¥ TS -20 min
4TS -40min

08 T T T T T
0 20 40 60 80 100

[DENV] nM

FIGURA 6.15: Espectros de emisséo fluorescente das moléculas de A03,
marcadas duplamente com FAM (F) na extremidade 5’ e TAMRA (T) na
extremidade 3’, na presenga de DENV (25, 50 e 100 nM).(a) A0O3 + DENV em
tampdao Tris/ espectros de fluorescéncia do A0O3 marcado com FT em Tris e TS;
(b) A03 + DENV em tampao salino; (c) Gréfico da razao entre as intensidades
de fluorescéncia do doador (Ip) e aceitador (la) obtidas nas leituras do A03
marcado com FT na presenca de DENV (25, 50 e 100 nM) e tempos de
incubacéo de 1, 20 e 40 min.

A diferenca de fluorescéncia pode ser analisada também pela

razdo das intensidades do doador (Io — em 516 nm nos ensaios com Tris e 518
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nm em TS) e aceitador (Ia— em 576 nm nos ensaios com Tris e 578 nm em TS)
antes e depois da adicdo de DENV, representada na Figura 6.15c.

Na presenca de 25 nM de DENV o tempo de incubacdo néo
apresenta influéncia na ligacéo, indicando que todo o DENV presente no meio
se ligou nos primeiros minutos de incubagédo. No teste com 50 nM de DENV,
devido a maior quantidade de alvo, houve variagao na fluorescéncia de acordo
com o tempo de incubacédo, sugerindo a ocorréncia de modificacdo estrutural
com o passar do tempo. A adicdo de 100 nM de DENV demonstrou uma
influéncia do tempo bem menor, comparada ao teste com 50 nM de DENV.

Esses dados sugerem que a estequiometria de ligacao entre A0O3 e
DENV é de 1:1, considerando as curvas obtidas, as quais demonstram a
ocorréncia de uma maior quantidade de alteracGes estruturais das moléculas de
aptamero (50 nM) apés a adi¢do de 25 nM e 50 nM de DENV, e uma tendéncia
a estabilizacdo apds adicdo de 100 nM de DENV, onde as diferencas de
fluorescéncia observadas foram menores devido a possivel saturacdo das
ligacdes entre aptamero e alvo.

Os experimentos mostraram que a presenca dos ions provenientes
do tampdo salino é de extrema importancia para a visualizagdo de ligagéo entre
aptamero e alvo. As leituras feitas em tampéao Tris ndo apresentaram indicios de
modificacdo estrutural, enquanto as medidas realizadas em tampado salino
evidenciaram a ocorréncia de transferéncia de energia.

Esses ions, provavelmente, geram uma alteracdo na estrutura do
aptamero que resulta na aproximacao das extremidades e ocorréncia de FRET.
Para que haja ligacdo entre o alvo e o aptamero, os sitios de ligacdo séo
liberados pelo desdobramento da molécula, o que resulta em um aumento da
distancia entre os fluoréforos, diminuindo a ocorréncia de FRET e, dessa forma,
permitindo a visualizagao da ligagao.

Nagatoishi e cols. (2006) estudaram os efeitos da adi¢cdo do ion
potassio (K*) na estrutura de um aptamero ligante de trombina (TBA), marcado
com FAM e TAMRA. Em seus experimentos, constatou-se uma diminui¢cdo das
intensidades de fluorescéncia dos fluoréforos com o aumento da concentracao
do ion (0-100 mM) e um aumento na razéo entre as intensidades do doador (Ip)
e aceitador (Ia). A adicdo do ion proporcionou a aproximagdo dos fluoréforos,

favorecendo a ocorréncia de FRET devido a formacdo de uma estrutura
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quadruplex, corroborando com os resultados obtidos nas medidas com presenca
e auséncia de sais, em que os ions provocaram uma diminuicdo da distancia

entre os fluoréforos, aumentando a transferéncia de energia.
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7. CONCLUSAO

A investigacdo sobre as conformacdes dos aptameros A03 e C10,
avaliada por meio de técnicas de biologia e fisica molecular, demonstrou suas
afinidades e especificidades de ligagao a por¢cao 5’'UTR do virus da dengue. As
alteragbes ocorridas nos aptameros e alvo, em suas estruturas secundarias e
terciarias, indicaram suas interacdes. Particularmente os ions Na* e Mg?*
exerceram influéncia direta sobre a molécula do aptamero A03, influenciando na

sua biodisponibilidade de interagdo com o alvo.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para uma melhor compreensédo da cinética de ligacdo entre o0s
aptameros A03 e C10 e o DENV, faz-se necessario repetir e otimizar os testes
de captura de ligantes com detecc¢éo por PCR em Tempo Real e os ensaios de
FRET realizados nesse trabalho, bem como a realizagéo do estudo utilizando a
técnica FRET para o aptamero C10. Todas essas medidas devem ser feitas com
repeticbes, a fim de garantir a reprodutibilidade dos experimentos e a
confiabilidade dos resultados obtidos.

A influéncia dos sais na estrutura conformacional dos aptameros e,
consequentemente na interacdo com o DENV, precisa ser investigada de
maneira mais aprofundada e, para isso, SAo necessarios mais testes com
diferentes combinagdes de sais e concentracoes.

Ap6s a compreensdo dessas variaveis citadas, a constante de
dissociacao (K,) pode ser calculada, a partir da varredura de um amplo espectro
de concentragfes para cada um dos quatro sorotipos do DENV.

Esse estudo também pode ser complementado pela analise dessas
interacOes entre os aptameros A0O3:DENV e C10:DENV por meio das técnicas
de SPR e RAMAN e pela avaliacdo da afinidade e especificidade da ligacéo

aptamero:alvo mediada por mutac¢des sitio-dirigidas nos aptameros.
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