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RESUMO 

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar alterações conformacionais nos 

aptâmeros A03 e C10 previamente selecionados contra regiões não traduzidas 

presentes no genoma do vírus da dengue (DENV), por meio de testes de biologia 

e física molecular. Os aptâmeros são moléculas de ácidos nucleicos com 

potencial aplicação na teranóstica das mais diversas doenças. Nesse contexto, 

destaca-se a dengue, uma doença infecciosa viral com altos índices de morbi-

mortalidade em um cenário mundial, principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais, onde são altas as incidências do mosquito vetor Aedes aegypti. 

Esses aptâmeros demonstraram, por meio de dot blot e de captura de ligantes 

por beads magnéticos com detecção por PCR em Tempo Real, afinidades e 

especificidades semelhantes de ligação à 5’UTR do DENV. Provavelmente, 

essas semelhanças se deram em função dos motivos e das estruturas 

secundárias análogas apresentadas por esses ligantes, obtidas por ensaios in 

silico. Os ensaios de Transferência Ressonante de Energia de Fluorescência 

(FRET) permitiram a confirmação dessa afinidade de ligação entre A03:DENV, 

devido às alterações estruturais ocorridas no aptâmero duplamente marcado em 

sua sequência (5’-FAM; 3’-TAMRA). As alterações conformacionais no aptâmero 

resultantes de sua interação com o alvo foram detectadas pelas mudanças nas 

intensidades de fluorescência do FAM e do TAMRA, decorrentes de alterações 

nas distâncias entre o doador e o aceitador que afetam a eficiência FRET e por 

conseguinte as intensidades de fluorescência destas moléculas. A força iônica 

do tampão utilizado nos ensaios apresentou importante influência na 

conformação do aptâmero, permitindo a detecção das interações entre A03 e o 

DENV. Os íons presentes na solução tampão afetaram a conformação estrutural 

do aptâmero e aumentaram sua estabilidade térmica, sendo que o íon Mg2+ levou 

a maiores alterações estruturais sobre o A03 comparado ao íon Na+. Os dados 

aqui apresentados demostraram a importância dos estudos de afinidade e 

especificidade dos oligonucleotídeos ligantes ao vírus da dengue. É possível 

concluir que os aptâmeros A03 e C10 apresentam potencial de aplicação para 

fins diagnósticos e/ou terapêuticos, considerando o tampão diluente, uma vez 

que os diferentes sais presentes exercem influência sobre as estruturas 

conformacionais secundárias e terciárias dos aptâmeros, e em sua 

biodisponibilidade de interação com o alvo. 

Palavras-chave: Aptâmeros, 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 qPCR 

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 A03 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 Mg2+ ion has led to major 

conformational changes on A03 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 A03 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 

1. 1INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Históricos e Epidemiológicos da Dengue 

 

A dengue, uma doença febril aguda transmitida por mosquitos 

hematófagos fêmeas do gênero Aedes, principalmente o Aedes aegypti (A. 

aegypti), é considerada a doença de transmissão vetorial com o maior 

crescimento no mundo. É uma importante arbovirose (doença transmitida por 

artrópodes) que afeta o homem e constitui-se em um sério problema de saúde 

pública mundial, especialmente nas regiões tropicais e subtropicais urbanas, 

onde as condições ambientais favorecem o desenvolvimento e a proliferação do 

mosquito vetor (BRASIL, 2002). Estima-se que 3 bilhões de pessoas vivem em 

áreas onde há risco de contraírem dengue e que ocorrem cerca de 390 milhões 

de infecções/ano, em que 96 milhões destas são sintomáticas, e 20.000 

mortes/ano (BHATT et al., 2013). 

A infecção pode ser causada por um dos quatro sorotipos 

antigenicamente distintos do vírus da dengue (DENV-1, 2, 3 e 4), resultando em 

um amplo espectro clínicopatológico, variando desde um quadro assintomático 

até quadros sintomatológicos de Febre de Dengue (FD), quadros graves de 

Febre Hemorrágica de Dengue (FHD) e Síndrome do Choque de Dengue (SCD), 

que podem evoluir para óbito. Qualquer um dos quatro sorotipos podem causar 

todos os quadros clinipatológicos da dengue, no entanto, o sorotipo 2 tem sido 

associado com as formas mais graves (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2009).  

A suscetibilidade ao vírus da dengue é universal. A imunidade é 

permanente para um mesmo sorotipo (homóloga) e temporária para sorotipos 

distintos (heteróloga) (BRASIL, 2002). Observações epidemiológicas sugerem 

que, infecções sucessivas por diferentes sorotipos aumentam o risco de 

desenvolvimento da FHD (MACIEL et al., 2008).  

O vírus da dengue foi isolado pela primeira vez em 1943, a partir 

de amostras de sangue coletadas de soldados japoneses acometidos de doença 

febril, no Japão (KIMURA & HOTTA, 1944 apud AZEVEDO et al, 2011, p. 20) e 

de soldados americanos provenientes do Havaí. Ao identificar outro vírus em 

Nova Guiné, em 1944, observou-se que as cepas tinham características 
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antigênicas diferentes, sendo então, considerados sorotipos de um mesmo vírus 

(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 o 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 decorrência das perturbações ambientais resultantes do 

desenvolvimento da economia e urbanização intensa e desordenada do sudeste 

da Ásia, a partir da Segunda Guerra Mundial, foi observado um aumento na 

incidência de doenças transmitidas por vetores artrópodes, o que favoreceu o 

início da pandemia global de dengue (GUBLER, 1997). O Sudeste Asiático 

representava a região do mundo mais atingida pela dengue, até a metade da 

década de 1990. Desde então, os países das Américas Central e do Sul 

começaram a se destacar nesse cenário e passaram a contribuir com mais da 

metade dos casos notificados dessa doença no mundo (BARRETO & TEIXEIRA, 

2008).  

No Brasil, a primeira epidemia de dengue, com confirmação clínica 

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 reintrodução do DENV-1 no país, mais precisamente no Rio de 

Janeiro, resultando na disseminação pelo Brasil (SCHATZMAYR et al., 1986). A 

introdução 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 Organização Pan-Americana da Saúde, em 2015 

o Brasil contribuiu com 85% do número total de casos de dengue no continente 

americano. No período compreendido entre janeiro e julho de 2016, o país foi 

responsável por 67% dos casos confirmados em laboratório e notificados nas 

Américas, 13% dos casos graves e 47% dos óbitos por dengue. Nesse período, 

apesar de grande parte das amostras processadas para isolamento viral terem 

sido positivas para o DENV-1, constatou-se a circulação simultânea dos quatro 

sorotipos do DENV no país (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2015, 

2016; BRASIL, 2016). 
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De acordo com dados do Ministério da Saúde, até a Semana 

Epidemiológica que ocorreu entre 03/01/2016 a 11/06/2016, já haviam sido 

registrados mais de 1,3 milhões de casos prováveis de dengue no Brasil, onde 

a análise da taxa de incidência demonstrou que as regiões 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 Goiás, apesar de 

ter apresentado uma queda de 40,3% no número de casos, em relação ao 

mesmo período do ano de 2015, ainda contribui com 56,8% das notificações na 

região Centro-Oeste (BRASIL, 2016). 

 

1.2 Aspectos Moleculares do Vírus da Dengue 

 

1.2.1 Estrutura viral e genoma 

 

O vírus da dengue pertence ao gênero Flavivirus, família Flaviridae 

(WESTAWAY, 1985). As partículas virais do DENV, assim como outros 

Flavivirus, são esféricas, com um diâmetro entre 50 e 55 nm, sendo revestidas 

por um capsídeo proteico (C) com simetria icosaédrica, envolvido por um 

envelope lipídico onde estão inseridas as proteínas de membrana (M) e 

espículas de natureza glicoproteica (E) (Figura 1.1a). A estrutura viral é 

composta de 6% de RNA, 67% de proteína, 9% de carboidratos e 18% de lipídios 

(RUSSEL et al., 1980). 

As propriedades biológicas importantes do DENV, incluindo ligação 

a um receptor de membrana, hemaglutinação de células sanguíneas, indução de 

anticorpos neutralizantes e a resposta imune protetora, estão associados com a 

glicoproteína 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 regulação de processos fundamentais do ciclo de 

vida viral. Este genoma possui uma única sequência codificante (open reading 

frame – ORF) flanqueada por duas regiões não traduzidas denominadas 5´ e 3´ 

UTRs (untranslated regions), com aproximadamente 100 e 600 nucleotídeos, 

respectivamente. Essas regiões não codificadoras possuem sequências 

conservadas e estruturas secundárias de RNA que direcionam os processos de 
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amplificação genômica, tradução e empacotamento viral (CHAMBERS et al., 

1990; ALVAREZ et al., 2005b). 

 

 

 

FIGURA 1.1: Representação esquemática da partícula viral e do genoma do DENV. (a) 

Organização estrutural da partícula do vírus; (b) Organização do genoma do DENV, com 

a representação das regiões 5’ e 3’UTR, e a ORF que codifica três proteínas estruturais: 

capsídeo (C), membrana (M) e envelope de glicoproteínas (E), e sete proteínas não 

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Adaptado de Guzman et al., 

2010. 

 

A região codificante é traduzida em uma poliproteína que é 

posteriormente clivada, por proteases celulares e serino proteases, em três 

proteínas estruturais (capsídeo, membrana e envelope) e sete proteínas não-

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), importantes para a 

replicação viral e processamento do polipeptídeo (CHAMBERS et al., 1990; 

ALESHIN et al., 2007). 

 

1.2.2 Regiões não traduzidas 5’ e 3’UTR 

 

A estrutura secundária da 5´UTR (Figura 1.2), possui uma estrutura 

“cap” tipo 1 (resíduo 7-metil-guanosina ligado a um trifosfato) seguida por uma 

sequência de nucleotídeos conservada 5’-AG-3’ (ZHOU et al., 2007). Em sua 

estrutura, apresenta hastes (stem) com uma pequena alça (loop) no topo, devido 

a complementariedade das sequências de nucleotídeos, onde ocorre o 

emparelhamento de pares de bases e um loop desemparelhado.  
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FIGURA 1.2: Representação esquemática da região 5’UTR do genoma do vírus da 

dengue. É constituída por estruturas conformacionais steam loops SLA, SLB (que 

termina no códon de iniciação AUG), região de codificação do capsídeo cHP e 

sequências 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 síntese de RNA (FILOMATORI et al., 2006). O segundo 

stem loop da região, o SLB, possui haste mais curta que termina no códon de 

iniciação da tradução AUG e contém uma sequência conhecida como 5’UAR, 

essencial para a interação RNA-RNA à longa distância e replicação do genoma, 

uma vez que é complementar a sequência 3’UAR localizada na outra 

extremidade do genoma (BRINTON & DISPOTO, 1988; ALVAREZ et al., 2005b). 

O hairpin cHP (capsid-coding region hairpin) é a região de codificação do 

capsídeo, e 5’CS (cyclization sequence) apresenta uma região conservada que 

é complementar à CS1 localizada na 3’UTR. A conservação dessa estrutura 

demonstra a importância da 5´UTR na replicação do vírus (CAHOUR et al., 

1995). 

A região 3’UTR (terminal não poliadenilado) (Figura 1.3) pode ser 

dividida em 3 domínios. O domínio I é a região mais variável e está localizado 

logo após o codon de parada de tradução. O seu tamanho é muito variável entre 

os sorotipos, podendo apresentar aumento de 120 ou redução de 50 

nucleotídeos (ALVAREZ et al., 2005a). 

O domínio II possui uma estrutura característica denominada 

haltere (DB), duplicada (DB1 e DB2). Os elementos de DB contêm sequências 

conservadas que são nomeadas CS2 (complementary or cyclization sequences) 

5’UTR 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682208000408#bib9
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682208000408#bib3


6 

e RCS2 (repetição de CS2) presentes nos flavivírus transmitidos por mosquitos 

(GEBHARD et al., 2011).  

O domínio III é a região mais conservada da 3'-UTR. Apresenta 

uma sequência de 25 nucleotídeos denominada CS1, a qual é bem conservada 

entre os quatro sorotipos virais e é complementar à 5’CS (KOFLER et al., 2006). 

A estrutura conhecida como 3’SL (stem loop) é bem conservada entre todos os 

membros da família Flaviviridae e crítica para os mecanismos de replicação viral, 

a qual contém a sequência 3’UAR que é complementar à 5’UAR (BRINTON et 

al., 1986; YU & MARKOFF, 2005).  

 

 

 

FIGURA 1.3: Representação esquemática da região 3'UTR do genoma do DENV. É 

dividida em três domínios, sendo: domínio I (região variável), domínio II (estruturas com 

halteres, DBI e DBII e sequências conservadas RCS2 e CS2), domínio III (regiões 

conservadas CS1, 3'SL e 3’UAR). Adaptado de Iglesias & Gamarnik, 2011. 

 

Estudos sugerem que a 3’UTR forma estruturas secundárias 

conservadas que interagem com fatores nucleicos ou proteínas virais e/ou do 

hospedeiro formando um complexo envolvido na regulação da transcrição e 

replicação do RNA, podendo intensificar a eficiência da tradução (ZHOU et al., 

2006). 

 

1.3 Replicação Viral 

 

Após a introdução do DENV no hospedeiro, inicia-se o ciclo de 

replicação viral, que consiste no desencadeamento de uma série de eventos na 

célula hospedeira: adsorção da partícula viral, entrada no citoplasma e liberação 

do genoma, tradução, replicação, montagem, e liberação das novas partículas 

virais (Figura 1.4) (CLYDE et al., 2006).  

3’ UTR 
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O início da replicação se dá com a ligação do receptor na superfície 

celular, onde podem ser infectados muitos tipos de células, incluindo tecidos 

muscular, do sistema vascular e hematológico (SENEVIRATNE et al., 2006). As 

interações da proteína E, e a molécula de adesão intercelular específica de 

células dendríticas (DC-SIGN) são essenciais para infecção dessas células e 

para internalização eficiente da partícula viral (WU et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.4: Representação esquemática do ciclo de replicação viral. A partícula viral 

é endocitada depois de se ligar a receptores celulares. Após a liberação do genoma viral 

no citoplasma, iniciam-se os processos de replicação, montagem, maturação e 

liberação da nova partícula viral formada. Adaptado de Lindenbach et al., 2007. 

 

Os vírus são endocitados por clatrinas e transportados em 

vesículas endossomais. À medida que a vesícula vai sendo transportada, o seu 

interior é gradualmente acidificado. O baixo pH do endossoma induz a fusão do 

envelope do vírus com membranas celulares, provocando mudanças 

conformacionais na proteína E, ocorrendo a liberação do nucleocapsídeo no 

citoplasma. Nesse ambiente, o genoma viral é traduzido como um RNAm da 

célula numa atividade polirribossomal, inicialmente livre no citoplasma, dando 

início à tradução da poliproteína viral (LINDENBACH et al., 2007).  

Após a infecção, o genoma de entrada serve como RNAm para 

tradução, molde para a síntese de RNA e substrato para a encapsidação. Deve 

haver regulação para que haja utilização eficiente do genoma durante esses 

processos e garantir a propagação viral. Esta regulação se dá por elementos de 

RNA presentes nas regiões codificantes e não codificantes do genoma, na 
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qualidade de promotores, intensificadores e repressores, dos processos virais 

(IGLESIAS & GAMARNIK, 2011). Além disso, durante a infecção, o RNA atua 

em mecanismos para evitar a resposta antiviral do hospedeiro, como a 

camuflagem de sua identidade por meio de mutações em seu conteúdo de 

ácidos nucleicos.  

A capacidade mutagênica viral limita a ação do sistema imune, uma 

vez que diversos mecanismos de controle de infecção viral, como o 

reconhecimento pelos receptores do tipo Toll (TLR: toll-like receptors) para 

produção de anticorpos ou mesmo a resposta imune mediada por apresentação 

de antígenos, dependem do reconhecimento dos padrões proteicos presentes 

nos vírus pelo sistema imunológico (LORENZI & CASTELO, 2011).  

Depois de produzir as proteínas virais, são formados os complexos 

de replicação do RNA genômico e as fitas de RNA intermediárias de polaridade 

negativa, que servem de molde para a produção de novas fitas de RNA positivas 

(CLYDE et al., 2006). As cópias de RNA viral podem ser detectadas a partir de 

3 horas após a infecção (LINDENBACH et al., 2007).  

O ciclo de replicação é finalizado com a montagem de novas 

partículas virais, próximo ao retículo endoplasmático, onde o nucleocapsídeo é 

envelopado. A progênie viral é transportada pelo sistema de Golgi, em vesículas, 

até a membrana plasmática e as partículas virais são liberadas para o meio 

extracelular pelo mecanismo de exocitose, após a maturação (LOPES et al., 

2014). 

 

1.4 Diagnóstico Laboratorial de Infecção por DENV 

 

A infecção pelo vírus da dengue possui um amplo espectro de 

apresentações clínicas, variando desde a doença febril leve a várias síndromes 

graves. Os principais sintomas podem incluir febre, dor retro-orbital, mialgia, dor 

de cabeça intensa, artralgia e manifestações hemorrágicas como sangramento 

nasal e gengival e pequenas manchas vermelhas na pele (LOPES et al., 2014). 

Dessa forma, a observação clínica, bem como dados epidemiológicos, são 

importantes para o diagnóstico, mas, por não oferecerem precisão são 

necessários testes laboratoriais para que a infecção possa ser confirmada 

(GUZMAN et al., 2010), viabilizando os cuidados adequados para cada caso, 
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bem como o suporte à vigilância (alertas de epidemias), estudos de patogênese 

e pesquisas de vacinas (ORGANIZACIÓN PANAMERICANA DE LA SALUD, 

2016). 

O estabelecimento de um diagnóstico sistemático e específico de 

dengue no laboratório pode ser feito por técnicas de isolamento viral, métodos 

sorológicos, e/ou métodos moleculares (GUBLER, 1998).  

 

1.4.1 Isolamento viral 

 

Essa técnica é feita a partir da inoculação de sangue do paciente, 

até cinco dias após o início da febre (viremia), em linhagens celulares de 

mosquitos. As células clone C6/36 de Aedes albopictus são as mais utilizadas 

por serem mais econômicas e também por possuírem uma boa sensibilidade, 

embora células de outros mosquitos (tais como Aedes pseudoscutellaris AP-61) 

(KUNO et al., 1981; KUNO, 1983) e de mamíferos (Vero, LLC-MK2 e células 

BHK21) também possam ser utilizadas (PHANTHANAWIBOON et al., 2014). 

Após um período de incubação que permita a replicação do vírus, os mesmos 

são isolados, identificados e sorotipados, geralmente por imunofluorescência, 

utilizando anticorpos monoclonais sorotipos-específicos (GUZMAN et al., 2010).  

Geralmente, o isolamento do vírus é feito a partir do soro, mas o 

plasma, os leucócitos, sangue completo ou tecidos provenientes de autópsia, 

também podem ser utilizados (GUZMAN et al., 1999; ROSEN et al., 1999). 

Apesar desse método apresentar alta sensibilidade, os resultados demoram 

vários dias para serem obtidos, o que representa uma grande desvantagem 

dessa técnica. 

 

1.4.2 Testes sorológicos  

 

Os ensaios sorológicos são amplamente utilizados para 

diagnóstico de infecção por DENV, uma vez que são métodos relativamente mais 

baratos e de mais fácil execução, quando comparados às culturas celulares e 

técnicas baseadas em ácidos nucleicos (GUZMAN et al., 2010). 

Existem várias técnicas sorológicas utilizadas para diagnóstico da 

dengue, como os métodos de inibição de hemaglutinação (IH), fixação do 
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complemento (FC), teste de neutralização (TN), e ensaio imunoenzimático para 

captura de anticorpos IgM (imunoglobulina M) MAC ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), IgG (imunoglobulina G) ELISA. Entretanto, as três 

primeiras técnicas exigem coletas de amostras pareadas (aguda e 

convalescente) e exibem alta reatividade cruzada, o que inviabiliza a 

especificidade da detecção. Desse modo, os testes imunoenzimáticos de 

captura de IgM ou IgG são os mais utilizados (GUBLER, 1998).  

Os anticorpos da classe IgM podem ser capturados na fase aguda, 

a partir do quinto dia do início dos sintomas, atingindo níveis máximos em sete 

a oito dias, começando a diminuir depois de um a dois meses. Já os anticorpos 

da classe IgG, são detectados em concentrações muito baixas a partir do quinto 

dia, e atingem títulos máximos em duas semanas, persistindo por dois a três 

anos após a infecção (GUBLER,1998; SHU et al., 2003).  

Quando os indivíduos são infectados por dengue pela segunda vez, 

uma resposta imune secundária ocorre, gerando níveis elevados de IgG através 

da estimulação de células B de memória a partir da infecção anterior, bem como 

uma resposta de IgM para a infecção atual. Visto que, níveis elevados de IgG e 

IgM podem gerar competição na ligação com o antígeno, pode ser feito um 

ensaio de captura de IgM (GUZMAN et al., 2010).  

Apesar do diagnóstico por MAC ELISA apresentar especificidade e 

seletividade acima de 90% em amostras recolhidas após cinco dias de sintomas, 

a partir da análise 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 à IgG específico de 

dengue e reações cruzadas com outros flavivírus, principalmente em regiões 

onde existe a circulação de vários flavivírus (GUZMAN et al., 2010). 

Outra forma de diagnóstico sorológico para a dengue é a detecção 

de antígeno NS1, uma glicoproteína não estrutural produzida por flavivírus, a 

qual é expressa na superfície das células infectadas e secretada na circulação 

sanguínea, podendo ser detectada (GUBLER, 1998). Estes testes não 

diferenciam os sorotipos e incluem antígeno-ELISA de captura, detecção de 

antígeno por fluxo lateral e medição de respostas IgM e IgG específicos de NS1. 

Apesar de já existirem diversos kits disponíveis comercialmente, ainda são 
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necessários estudos adicionais para obtenção de métodos diagnósticos mais 

rápidos, sensíveis e específicos (XU et al., 2006). 

 

1.4.3 Testes moleculares 

 

Para diagnóstico rápido de infecções por DENV, têm sido utilizadas 

técnicas baseadas na detecção do RNA viral em soro de paciente no período 

virêmico. Entre os métodos mais utilizados, inclui-se a transcrição reversa 

seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) convencional. A reação 

envolve a transcrição reversa seguida de amplificação, utilizando iniciadores 

(primers) que tem como alvo uma região específica e conservada do genoma do 

vírus. Os produtos obtidos nessa reação podem ser analisados por eletroforese 

em gel de agarose, poliacrilamida ou sistemas fluorescentes. Essa técnica 

permite a diferenciação dos sorotipos do vírus, pela utilização de primers 

específicos (KAO et al., 2001). 

 Esse método oferece alta sensibilidade e especificidade para o 

resultado, porém necessita de várias etapas em sua execução, o que o torna 

laborioso e passível de contaminação com o próprio produto de amplificação. De 

acordo com Raengsakulrach e cols. (2002), a sensibilidade dos ensaios de RT-

PCR, em comparação com o isolamento do vírus em cultura de células de 

mosquito varia entre 25% e 79%.  

A aplicação de técnicas de fluorescência à RT-PCR juntamente 

com uma plataforma de instrumentação adequada, capaz de combinar 

amplificação, detecção e quantificação, permitiu o desenvolvimento de uma 

variação desse método, denominado RT-PCR em Tempo Real ou RT-qPCR.  

A RT-PCR em Tempo Real tem sido largamente utilizada para o 

diagnóstico de dengue (CHIEN et al., 2006; DOS SANTOS et al., 2008; 

ORGANIZACIÓN PANAMERICANA DE LA SALUD, 2016). 

Najioullah e cols. (2014) avaliaram quatro kits comerciais de RT-

PCR em Tempo Real para detecção de DENV em amostras clínicas, e apenas 

um dos kits apresentou resultado em concordância com o ensaio padrão-ouro 

hemi-nested de Lanciotti, demonstrando 90% de eficácia. Desse modo, embora 

já tenha sido comprovado que a técnica RT-qPCR possibilita rapidez e 



12 

sensibilidade para o diagnóstico de dengue, são necessários estudos clínicos 

mais rigorosos antes da liberação desses kits para comercialização.  

 

1.5 Vacinas Contra Dengue 

 

O desenvolvimento da vacina contra dengue enfrenta grandes 

desafios devido a existência de quatro sorotipos patogênicos que competem e 

interagem no nível imunológico 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 Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). A vacina, que é 

indicada para pessoas entre 9 e 45 anos e protege contra os quatro sorotipos do 

DENV, é a primeira a ser licenciada no Brasil e está disponível apenas na rede 

particular de laboratórios. A Comissão Nacional de Incorporação de Tecnologias 

no SUS vai avaliar o custo, efetividade e impactos epidemiológico e orçamentário 

da incorporação da vacina ao sistema público de imunizações (PORTAL 

BRASIL, 2016).  

A CYD-TDV foi avaliada em dois ensaios clínicos de Fase III 

(CYD14 em cinco países da Ásia e CYD15 em cinco países da América Latina), 

resultando na inclusão de mais de 35.000 participantes com idade entre 2 e 16 

anos. Nos ensaios, os participantes foram distribuídos aleatoriamente para 

vacina e placebo numa proporção de 2:1. O estudo incluiu uma fase ativa de 

acompanhamento por um ano após a última dose da vacina na série e um 

período de acompanhamento de base hospitalar de quatro anos adicionais, o 

que está em curso. A eficácia dessa vacina apresentou variação por sorotipo, 

sendo maior para os sorotipos 3 e 4, consistindo em 71,6% e 76,9% 

respectivamente. Para os sorotipos 1 e 2 a eficácia apresentada foi de 54,7% e 

43,0%. A eficiência da vacinação também variou por faixa etária e ocorrência de 

exposição prévia à dengue antes da vacinação (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2016). 

Em fevereiro de 2016, uma outra vacina (TV003) entrou em teste 

no Brasil, após ter atingido proteção eficaz em 21 voluntários de um ensaio 

clínico realizado nos Estados Unidos (KIRKPATRICK et al., 2016). A TV003 foi 

produzida por cientistas do laboratório de Stephen Whitehead, do Instituto 
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Nacional de Alergia e Doenças Infecciosas (NIAID) dos Estados Unidos. O 

Instituto Butantan licenciou a tecnologia da vacina e deu início aos testes clínicos 

no Brasil, que se encontram no momento na última fase (III), para determinar se 

a vacina candidata oferece proteção contra os quatro sorotipos virais e obter 

informações sobre sua segurança. A previsão de duração desses testes é de 

cinco anos e, só a partir de então, se aprovada, é que a vacina poderá ser 

liberada para imunização em massa (NIH, 2016).  

Em um cenário de preocupação mundial, onde a propagação de 

dengue é contínua e crescente, o fracasso no controle do mosquito vetor, a 

inexistência de drogas eficazes para o tratamento de infecções por DENV, a 

pequena quantidade de vacinas existentes e ainda em fase de testes e a 

possibilidade de aumento da eficácia e sensibilidade dos métodos de 

diagnóstico, são fatores importantes que indicam os grandes desafios 

persistentes no estudo da dengue. Assim, se torna extremamente necessário o 

aprimoramento e desenvolvimento de técnicas mais sensíveis e específicas para 

aplicação em diagnóstico e tratamento da doença. 

A Química Combinatória (QC) é atualmente uma das mais 

promissoras ferramentas biotecnológicas para a descoberta e o 

desenvolvimento de novas moléculas com potencialidades terapêuticas 

(AMARAL et al., 2003). É caracterizada pela síntese e pesquisa simultânea de 

grandes bibliotecas, para identificação de compostos e isolamento de moléculas 

funcionais. Os ácidos nucleicos são macromoléculas atrativas para esse fim, 

uma vez que são capazes de se conformar em estruturas tridimensionais bem 

definidas e podem ser amplificados por síntese enzimática (SUNDARAM et al., 

2013).  

A seleção de uma classe de ácidos nucleicos funcionais, 

denominados aptâmeros, a partir de uma biblioteca combinatória tem sido feita, 

provando ser uma ferramenta versátil em pesquisa biomédica e constituindo um 

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

 

1.6.1 Aspectos gerais 

 

O termo aptâmero é derivado da palavra latina "aptus" que significa 

encaixe e da palavra grega "meros" - partes. Os aptâmeros são peptídeos ou 

oligonucleotídeos provenientes de RNA ou DNA (ssDNA – single strand DNA), 

de cadeia simples e curta (oligonucleotídeos), selecionados, in vitro, para se 

ligarem a alvos específicos com elevada afinidade e seletividade, já que 

conseguem se dobrar em estruturas secundárias e terciárias bem definidas 

(MENCIN et al., 2014). Podem apresentar estruturas tridimensionais específicas 

e complexas (Figura 1.5), caracterizadas por hastes, loops, protuberâncias, 

hairpins, pseudo-nós e quadruplex (STOLTENBURG et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.5: Representação esquemática de estruturas secundárias comumente 

observadas em aptâmeros: Hairpin (a), pseudo-nó (b), G-quadruplex (c). Adaptado de 

Radom et al., 2013. 

 

Esses oligonucleotídeos apresentam variação 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 íons, 

pequenas moléculas orgânicas, peptídeos e proteínas, células ou uma infinidade 

de microrganismos inteiros (ŠMUC et al., 2013). 

A interação entre os aptâmeros e seus alvos (Figura 1.6) se dá por 

complementaridade de bases e ligações de hidrogênio, interações de 

emparelhamento entre compostos aromáticos das bases dos aptâmeros, 

interações eletrostáticas entre grupos carregados, interações de Van der Waals, 

ou de uma combinação desses efeitos. As mudanças conformacionais 
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adaptativas podem ocorrer na presença do alvo e na formação do complexo de 

ligação, onde os sítios de ligação são específicos na estrutura tridimensional 

(HERMANN & PATEL, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.6: Representação esquemática da formação do complexo aptâmero-alvo. 

Após dobramento, o aptâmero forma uma estrutura tridimensional de interação com o 

alvo. Adaptado de Sun et al., 2014. 

 

A tecnologia de seleção dos aptâmeros vem chamando atenção da 

comunidade cientifica, devido à aplicabilidade no diagnóstico e tratamento de 

doenças de preocupação mundial, tais como o câncer (HERR et al., 2006; 

MARANGONI et al., 2015; WU et al., 2015) e infecções 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: 

 Alta seletividade e alta habilidade em se ligar e reconhecer alvos específicos 

(constante de afinidade - 𝐾𝑑 na faixa nanomolar) se comparados a anticorpos 

(𝐾𝑑 na faixa de mili/micromolar).  

 Penetram nos tecidos de maneira mais rápida e mais eficiente, devido ao seu 

peso molecular significativamente mais baixo (Aptâmeros: 8-25 kDa, Anticorpos: 

~150 kDa).  

 São biocompatíveis e praticamente não imunogênicos, in vivo, não sendo 

reconhecidos pelo sistema imunológico como agentes externos, em comparação 

com anticorpos, que são altamente imunogênicos, principalmente após injeções 

repetidas. Estudos clínicos desenvolvidos pelo grupo de estudos Eyetech 

demonstraram que um aptâmero específico da proteína de sinalização Fator de 
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Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) apresentou pouca imunogenicidade 

quando administrado em macacos, em doses 1.000 vezes mais elevadas 

(EYETECH STUDY GROUP, 2002, 2003).  

 Os aptâmeros são mais estáveis termicamente, como pó ou solução, e 

conseguem manter sua estrutura ao longo de ciclos repetidos de desnaturação 

e renaturação. Como base na propriedade intrínseca dos oligonucleotídeos, 

após serem submetidos à desnaturação à 95 °C, conseguem retornar à sua 

estrutura nativa após arrefecimento.  

 Existem protocolos de síntese química e tecnologia de modificação de ligação 

bem estabelecidos, podendo aumentar a eficiência de ligação ao alvo e reduzir 

suas taxas de degradação no interior da célula.  

 A síntese de aptâmero em grande escala é rápida e as modificações podem 

ser feitas facilmente e de maneira controlada, como, por exemplo, inclusão de 

porções sinalizadoras por fluoróforos e quenchers (silenciadores), que facilitam 

grandemente a produção de biossensores. 

 Há uma baixa variação estrutural durante a síntese química de aptâmeros, pois 

uma vez selecionados, podem ser sintetizados em grande quantidade com 

precisão e reprodutibilidade por meio de reações químicas. 

 Possuem menores custos de produção a uma variedade de alvos (SONG et 

al., 2012; SUN et al., 2014). 

Essas propriedades biológicas, físicas e químicas fazem dos 

aptâmeros ferramentas eficazes para diagnóstico e terapia, e para elucidação 

dos mecanismos de doenças (SONG et al., 2012).  

Dentre os métodos moleculares com potencial aplicação para a 

seleção em larga escala de ligantes específicos a uma molécula alvo, destaca-

se o SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment: 

Evolução Sistemática de Ligantes por Enriquecimento Exponencial). Essa 

técnica representa uma ferramenta útil na identificação de aptâmeros, podendo 

gerar alvos com potencial diagnóstico e também terapêutico para o tratamento 

de doenças que acometem a saúde humana, como a dengue (STOLTENBURG 

et al., 2007).  
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1.6.2 SELEX 

 

Desde sua primeira descrição em 1990 (ELLINGTON & SZOSTAK, 

1990; TUERK & GOLD, 1990), o método SELEX é amplamente aplicado para a 

seleção, in vitro, de aptâmeros, com elevada afinidade para um determinado 

alvo, a partir de uma biblioteca combinatória de ácidos nucleicos. 

Em geral, o processo SELEX consiste em etapas que são repetidas 

a fim de selecionar sequências com maior afinidade de ligação com o alvo 

(Figura 1.7), sendo que cada ciclo completo é denominado round (SYED & 

PERVAIZ, 2010).  

No primeiro passo, uma biblioteca randômica de oligonucleotídeos 

(RNA ou ssDNA) é sintetizada quimicamente para conter entre 1012-1015 

sequências que consistem em regiões de sequências aleatórias, que podem ter 

sua complexidade aumentada com a inserção de grupos funcionais de interesse, 

flanqueadas por locais conservados de ligação de iniciadores (SONG et al., 

2012; SUN et al., 2014). Este passo utiliza o seguinte esquema: oligonucleotídeo 

com a 5'-sequência conhecida (iniciador), seguida de uma sequência aleatória 

(Ns), terminando com uma sequência-3’ também conhecida. A sequência 

conhecida varia de 18 a 22 bases e a aleatória possui entre 20-40 nucleotídeos. 

O iniciador 5'-senso pode ser rotulado com um fluorocromo para monitoramento 

do aptâmero e o iniciador 3'-anti-senso marcado com uma molécula de afinidade, 

como a biotina, que é utilizada para separar os oligonucleotídeos de cadeia 

simples gerados em cada round de amplificação (SUN et al., 2014). 

Utilizando uma biblioteca de ssDNA, a mesma pode ser aplicada 

diretamente na seleção de aptâmeros de DNA. Por outro lado, a geração de 

aptâmeros de RNA requer dois passos adicionais, onde um conjunto de 

oligonucleotídeos aleatórios de ssDNA é gerado, e posteriormente é adicionada 

uma sequência promotora de transcrição, comumente a T7 para a RNA 

polimerase, utilizando o iniciador 5'-senso e o DNA é então utilizado como molde 

para a transcrição, in vitro (SUN et al., 2014). 

O segundo passo do SELEX consiste na etapa de ligação, onde a 

biblioteca de oligonucleotídeos é aquecida e arrefecida rapidamente para 

promover a formação de estruturas 3D e incubada com o alvo de interesse para 

o enriquecimento de ligação específica.  

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 separação entre os componentes da biblioteca ligados ao alvo e 

os componentes não ligados, é feita no terceiro passo. As sequências não 

ligadas são 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 são eluídos do seu sítio de ligação (separados do alvo) e replicados, in vitro, 

por PCR (aptâmeros de DNA) ou RT-PCR (aptâmeros de RNA) para criar uma 

nova biblioteca para ser utilizada no próximo round do SELEX. O número de 

rounds necessários depende das características do alvo, concentração da 

biblioteca, condições de seleção e eficiência do método de separação (SONG et 

al., 2012; SUN et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.7: Representação esquemática do processo geral de seleção de aptâmeros 

por SELEX. Adaptado de Darmostuk et al., 2015. 

 

Após o último round, as moléculas selecionadas são clonadas e 

sequenciadas de forma aleatória. A análise comparativa das sequências permite 
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a identificação de clones que são enriquecidos ou de locais de consenso que 

estão envolvidos no reconhecimento do alvo. As sequências mais promissoras 

são sintetizadas e estudadas.  

Na maioria dos casos, os aptâmeros com constantes de 

dissociação na ordem de nanomolar podem ser isolados (STOLTENBURG et al., 

2007). As sequências que se ligam aos seus alvos na ordem de picomolar 

também podem ser selecionadas (MOSING et al., 2005). 

Os aptâmeros são continuamente desenvolvidos por este 

processo, e as suas características são identificadas utilizando vários ensaios 

físicos, químicos e biológicos, (SONG et al., 2012). Os parâmetros de seleção 

podem ser facilmente manipulados para obtenção de aptâmeros mais eficientes 

para uma ampla gama de condições (pH, temperatura ou a composição do 

tampão) (RADOM et al., 2013). 

Algumas modificações têm sido incluídas no método SELEX 

tradicional, como, por exemplo, a eletroforese capilar (CE), para maximizar a 

afinidade e especificidade, e melhorar a velocidade de seleção e taxa de sucesso 

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

 

1.6.3 Caracterização da interação entre a molécula alvo e aptâmero 

 

A elevada flexibilidade da estrutura do aptâmero permite a 

interação do mesmo com os sítios de ligação do alvo, os quais não estão 

disponíveis para anticorpos. Além disso, as estruturas tridimensionais formadas 

proporcionam o fornecimento de encaixes para o alvo, resultando em uma 

elevada afinidade de ligação e especificidade. A investigação dessas estruturas 

conformacionais permite a compreensão da interação molecular do complexo 

aptâmero-alvo, dos mecanismos de afinidade de ligação e fornece parâmetros 

termodinâmicos e cinéticos de associação e dissociação (ŠMUC et al., 2013). 

Após passarem pelo processo de seleção, as sequências dos 

aptâmeros consideradas promissoras são escolhidas para investigação mais 

aprofundada. A avaliação das interações entre os aptâmeros selecionados e alvo 

são primordiais na caracterização das regiões de ligação e proposições de 

especificidade do ligante. Essas interações dependem da natureza do alvo com 

base na sua sequência de nucleotídeos e da estrutura 3D do aptâmero e alvo, 
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uma vez que podem ocorrer numa ampla variedade de formas estruturais 

(STOLTENBURG et al., 2007). 

Várias técnicas têm sido demonstradas na literatura para avaliação 

da especificidade e sensibilidade da interação entre essas moléculas, 

consistindo em análises físico-químicas, biológicas, colorimétricas, dentre 

outras. Os aptâmeros podem, por exemplo, ser transfectados para células a fim 

de avaliar a interação aptâmero-alvo, in vivo, bem como avaliar a citoxicidade do 

mesmo (GUO et al., 2014).  

Além da transfecção, a afinidade de ligação das sequências 

selecionadas contra alvos específicos é comumente avaliada utilizando técnicas 

como a Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) (GONZÁLEZ-

FERNÁNDEZ et al., 2012; SHIRATORI et al., 2014), Espectroscopia RAMAN 

Amplificada por Superfície (SERS) (PAGBA et al., 2010; OCHSENKÜHN & 

CAMPBELL, 2010) e Ressonância Magnética Nuclear (NMR) (MAO et al., 2004; 

NEVES et al., 2010). 

Os métodos colorimétricos podem ser empregados utilizando 

corantes orgânicos (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 nanopartículas de ouro (HUANG et al., 2005; ZHANG et al., 2008). 

Diversas técnicas baseadas em fluorescência também são 

amplamente utilizadas para esse fim, podendo ser destacadas a Espectroscopia 

de Correlação de Fluorescência (FCS) e Dispersão de Raios-X de Baixo Ângulo 

(SAXS) (WERNER et al., 2009), Transferência Ressonante de Energia de 

Fluorescência (FRET) (NAGATOISHI et al., 2006; LI et al., 2008; MAIRAL et al., 

2014), PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR) (MARANGONI et al., 2015, 

MARTON et al., 2016) e Citometria de Fluxo (HERR et al., 2006). 

 

1.7 Técnica Colorimétrica: Dot Blot 

 

A hibridização por dot blot é uma técnica utilizada para a avaliação 

rápida da afinidade de interação entre ácidos nucleicos. O DNA, que possui 

cargas negativas em sua superfície, é imobilizado por meio de interação 

eletrostática em uma membrana carregada positivamente e detectado pela 
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hibridização com uma sonda (sequência específica) marcada com um fluoróforo 

ou enzima (LARA, 2002).  

Existem uma grande variedade de enzimas cuja atividade pode ser 

detectada através de mudanças visuais decorrentes da reação por elas 

catalisadas a partir de substratos naturais ou artificiais. As fosfatases (extraídas 

de intestino bovino) e as peroxidades (extraídas de raiz-forte), são as enzimas 

mais empregadas por serem estáveis e de menor custo. No caso dessas 

enzimas, são utilizados substratos artificiais cujo produto, a partir da reação 

catalisada, é passível de detecção, como o BCIP (Fosfato de bromo-cloro 

indolila) juntamente com o NBT (Azul de nitro-tetrazólio) (LARA, 2002; THERMO 

SCIENTIFIC, 2012). 

As sondas são comumente marcadas com biotina (vitamina H), que 

se liga à proteina estreptavidina (extraída de Streptococus). De acordo com Lara 

(2002), a ligação entre a biotina e a estreptavidina é a interação não covalente 

biológica mais forte conhecida, apresentando 𝐾𝑑 ~10-15 M. A formação do 

complexo é um processo muito rápido e, depois de formado, não é afetado por 

fatores externos. A estreptavidina é acoplada com a fosfatase alcalina (AP), que 

na presença do substrato, produz um sinal quimiluminescente ou colorimétrico 

(Figura 1.8). Desse modo, esse conjugado é amplamente empregado na 

detecção de ácidos nucleicos biotinilados. 

 

 

FIGURA 1.8: Representação esquemática do funcionamento do teste de hibridização 

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, irá marcar a membrana, e dessa forma, verifica-

se a afinidade de interação entre a sonda e o alvo. Adaptado de Thermo Scientific, 2012. 
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Na detecção a partir da reação colorimétrica de NBT/BCIP, a 

fosfatase alcalina cliva o substrato BCIP, o qual é suplementado com o 

cromogênio intensificador de NBT. Isto resulta na formação de um precipitado 

azul insolúvel, que aparece como uma mancha bem definida ou banda no local 

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

 

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

 

1.8.1 O fenômeno da fluorescência 

 

As técnicas experimentais fundamentadas no fenômeno da 

fluorescência têm se tornado populares em muitos ramos das ciências químicas 

e biológicas. Atualmente, são ferramentas importantes em estudos da estrutura 

e interação entre moléculas.  

A emissão de luz por alguma substância, ocorrendo a partir de 

estados eletrônicos excitados, é chamada Luminescência, a qual é dividida em 

duas categorias dependendo da natureza do estado excitado: a fluorescência e 

a fosforescência. A fluorescência ocorre se o estado excitado envolvido é o 

singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientação 

original. Assim, o retorno ao estado fundamental é permitido e ocorre 

rapidamente via emissão de fóton. A taxa de emissão de fluorescência é 

tipicamente da ordem de 108 s-1 e o tempo de vida de fluorescência típico é da 

ordem de 10-9 s (LAKOWICZ, 2006). 

A fosforescência é a emissão de luz a partir de um estado excitado 

tripleto, onde a orientação do elétron que foi promovido ao estado excitado é 

invertida. As transições para o estado fundamental são proibidas, as taxas de 

emissão mais lentas (103-100 s-1) e os tempos de vida mais longos (GUILBAULT, 

1990).  

Desse modo, a fluorescência é intrinsicamente um fenômeno 

luminescente mais comum que a fosforescência e compete de forma eficiente 

com processos de desativação não-radiativos do estado excitado. Por esse 

motivo, é possível observar facilmente fluorescência na temperatura ambiente e 

diretamente em solução, o que viabiliza o procedimento experimental 

fluorimétrico (MAXWELL, 2010). 
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Os fluoróforos, ou fluorocromos, são corantes que emitem luz após 

serem excitados. No estudo de biomoléculas, os fluoróforos utilizados absorvem 

e emitem radiação na região do UV-visível. Essas moléculas podem ser 

classificadas como intrínsecas ou extrínsecas, sendo que, fluoróforos intrínsecos 

são aqueles que ocorrem naturalmente, enquanto os extrínsecos são aqueles 

adicionados a uma amostra que não possui as propriedades espectrais 

desejadas (LAKOWICZ, 2006).  

Geralmente, a emissão de luz pelos fluoróforos ocorre na faixa de 

comprimentos de onda do espectro visível e o seu tempo de vida é a média de 

tempo que ele passa no seu estado excitado, antes de retornar ao estado 

fundamental. Em compostos orgânicos, as estruturas aromáticas são 

responsáveis pelo fenômeno da fluorescência (AMORIM, 2012). 

Os espectros de fluorescência são comumente demonstrados 

como espectro de emissão, o qual corresponde a uma curva de intensidade de 

fluorescência (I) versus comprimento de onda (λ) em nanômetros ou número de 

onda (cm-1) (LAKOWICZ, 2006). O comportamento do espectro de emissão 

apresenta alta sensibilidade à estrutura química dos fluoróforos 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 amplificação de fragmentos genômicos. Todavia, são 

utilizados marcadores fluorescentes (fluoróforos) que proporcionam o 

acompanhamento da reação ao longo dos ciclos e a detecção dos produtos é 

feita diretamente na plataforma de instrumentação, que contém um 

termociclador com sistema ótico para excitação da fluorescência e captação da 

emissão e um computador com um software para aquisição de dados e análise 

da reação (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).  

A emissão dos compostos fluorescentes gera um sinal que 

aumenta na proporção direta da quantidade de produto da PCR. A detecção do 

produto amplificado pode ser realizada utilizando molecular beacons, sondas de 

hidrólise, sondas de hibridização e corantes intercalantes (WATZINGER et al., 

2006). 
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Na qPCR, é gerado um gráfico em tempo real (Figura 1.9) que 

relaciona os ciclos de termociclagem com a intensidade da fluorescência emitida 

durante a amplificação do DNA nas amostras. É traçada uma linha de maneira 

paralela ao eixo referente ao número de ciclos (abcissa), na altura onde há o 

início da fase exponencial da amplificação. Esse parâmetro representa o número 

mínimo de ciclos para a amplificação (limiar de detecção), sendo denominado 

threshold (MACKAY et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.9: Curva de amplificação da PCR em Tempo Real. CT – Cycle Threshold. A 

amplificação mostra três fases distintas, (1) linha basal: não houve produtos da PCR 

suficientes para detectar a fluorescência; (2) fase log: a quantidade de produtos da PCR 

dobra a cada ciclo e (3) fase platô: não há mais aumento na quantidade de produto. 

Adaptado de Novais & Pires-Alves, 2004. 

 

O ponto em que o threshold cruza com a linha de amplificação da 

amostra em fase exponencial, possibilita a determinação do número de ciclos 

necessários para o início da amplificação da sequência alvo presente na 

amostra. Esse valor é denominado Ct (Cycle threshold) e permite a quantificação 

relativa do DNA de cada amostra, após a correção pelos Ct dos genes-controle 

endógenos e das amostras controle. O Ct é proporcional ao número de cópias 

do alvo presente na amostra (NASCIMENTO et al., 2010).  

Devido à diminuição do número de etapas pela realização da 

amplificação de ácidos nucleicos e detecção do produto amplificado em um único 

tubo, a PCR em Tempo Real proporciona inúmeras vantagens na utilização 

dessa técnica como ferramenta na pesquisa e diagnóstico. O risco de 
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contaminação cruzada é reduzido, o tempo necessário para execução da técnica 

é mais curto e a manipulação das amostras é menor, permitindo resultados 

rápidos associados à excelente sensibilidade e especificidade (CHIEN et al., 

2006; NASCIMENTO et al., 2010). 

 

1.8.3 Transferência ressonante de energia de fluorescência (FRET) 

 

1.8.3.1 Transferência de energia  

 

O fenômeno da transferência de energia, em que se baseia a 

técnica FRET, foi descrito pela primeira vez por Theodor Förster, na década de 

50. Essa técnica é importante para o entendimento de alguns sistemas biológicos 

e está sendo cada vez mais utilizada em pesquisas biomédicas, no 

desenvolvimento de sensores para diagnóstico de doenças, descoberta de 

medicamentos, imageamento óptico, entre outros. Possibilita a medição de 

distâncias em escalas nanométricas e alterações nas distâncias, tanto in vitro 

quanto in vivo. Devido à sua sensibilidade à distância, a técnica FRET é aplicada 

na investigação de interações em nível molecular (HUSSAIN, 2007; 

PIETRASZEWSKA-BOGIEL & GADELLA, 2011).  

Os métodos baseados em FRET para a detecção de ácidos 

nucleicos têm sido investigados em pesquisas envolvendo molecular beacons 

(JOCKUSH et al., 2006), sondas duplex (KONG et al., 2003) e ensaios de 

polarização de fluorescência (KWOK, 2002). Recentes avanços na técnica 

levaram a melhorias qualitativas e quantitativas, incluindo o aumento da 

resolução espacial, faixa de distância e sensibilidade (HUSSAIN, 2007). 

O fenômeno eletrodinâmico FRET pode ser explicado pela física 

clássica. Envolve um mecanismo, por meio do qual, ocorre a transferência de 

energia de forma não radiativa entre um fluoróforo doador (D), excitado pela 

incidência de luz, para um cromóforo aceitador (A), no estado fundamental, 

através de interações dipolo-dipolo de longo alcance (MASSEY et al., 2006). As 

moléculas doadoras emitem em comprimentos de onda que se sobrepõem ao 

espectro de absorção da molécula aceitadora (Figura 1.10). 

A transferência de energia se manifesta pela diminuição ou 

extinção da fluorescência do doador e uma redução do tempo de vida do estado 
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excitado, acompanhada também por um aumento na intensidade de 

fluorescência do aceitador, se este for fluorescente (HELD, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.10: Representação de um espectro de absorção e emissão ideal de um par 

doador-aceitador para ensaios por FRET. Para que ocorra a transferência de energia 

deve haver sobreposição entre o espectro de fluorescência da molécula doadora e o 

espectro de absorção da molécula aceitadora. Adaptado de Hussain, 2007. 

 

Os processos de absorção e emissão que ocorrem no processo de 

FRET são ilustrados pelo diagrama de Jablonski, apresentado de forma 

simplificada na Figura 1.11. No diagrama, pode-se observar que a energia de 

emissão é menor que a energia de absorção. Diz-se então que a fluorescência 

ocorre em energias menores ou comprimentos de onda maiores. A diferença de 

energia entre a excitação e a emissão é observada de maneira universal para 

todas as moléculas fluorescentes em solução. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1.11: Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o processo de FRET. 
Adaptado de Hussain, 2007.  
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O fenômeno de FRET não é mediado por emissões e reabsorções 

de fótons, e não requer que o cromóforo aceitador seja fluorescente, apesar de 

serem utilizados doador e aceitador fluorescentes na maioria das aplicações 

(HUSSAIN, 2007). 

A transferência de energia baseia-se no conceito do fluoróforo 

como um dipolo oscilante, o qual pode trocar energia com outro dipolo que 

possua uma frequência de ressonância similar. A taxa para o decaimento por 

transferência de energia é da ordem da taxa para o decaimento por 

fluorescência. Logo, a transferência de energia pode suprimir a fluorescência 

(HELD, 2012).   

O processo de transferência de energia é dependente da 

superposição entre os espectros de emissão do doador e absorção do aceitador, 

da orientação relativa dos dipolos de transição das moléculas doadora e 

aceitadora e da distância entre essas moléculas (tipicamente 10-100 Å) 

(PIETRASZEWSKA-BOGIEL & GADELLA, 2011; HELD, 2012).  

Förster demonstrou que a taxa para o processo de transferência de 

energia depende da distância de separação entre o doador e o aceitador (𝑟𝐷𝐴), 

e o cálculo da Eficiência do processo (E) é decorrente dessa taxa. Para um único 

par DA, esta dependência é descrita na Eq. (1), se a distância entre doador e 

aceitador for igual a 𝑅0 (raio Förster) a eficiência de FRET será de 0,5 (50%): 

 

                       𝐸 =  
𝑅0

6

𝑅0
6+𝑟𝐷𝐴

6  
                                 Eq. (1) 

 

O raio de Förster 𝑅0 depende do rendimento quântico de 

fluorescência de D (𝑄𝐷), do coeficiente de absorção de A (𝜀𝐴) (pelo parâmetro 𝐽, 

integral de sobreposição), do índice de refração (𝑛) e das disposições 

orientações relativas dos momentos de dipolo de emissão dos doadores e dos 

momentos de dipolo de absorção do aceitador (através do parâmetro: 𝑘2) (Eq. 

2), em que C é uma constante (8,79 x 10-11 M cm nm2) (PIETRASZEWSKA-

BOGIEL & GADELLA, 2011): 
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          𝑅0
6 = 𝐶𝑛−4 𝑄𝐷𝑘2 𝐽  (unidades nm6), onde              Eq. (2) 

𝐽 =  ∫ 𝐹𝐷 (𝜆). 𝜀𝐴(𝜆). 𝜆4𝑑𝜆 / ∫ 𝐹𝐷(𝜆)𝑑𝜆 

 

A magnitude de 𝑅0 é dependente das propriedades espectrais do 

doador e do aceitador. As distâncias de Förster, que variam de 20 a 90 Å, são 

as mais úteis para os estudos de macromoléculas biológicas (HELD, 2012). 

 

1.8.3.2 Instrumentação 

 

A obtenção de medidas de FRET é realizada utilizando um 

equipamento denominado Fluorímetro. Em seu sistema de funcionamento 

(Figura 1.12), uma lâmpada de xenônio é responsável 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 máximo em 

~467 nm.  

 

 

FIGURA 1.12: Esquema geral do funcionamento de um espectrofluorímetro utilizado na 

aquisição das medidas de FRET. Autoria própria. 

 

O comprimento de onda da luz é selecionado por um 

monocromador de excitação e sua intensidade é regulada através da abertura 

de uma fenda. Após o comprimento de onda do feixe de luz ser selecionado, 

ocorre a incidência do mesmo sobre a amostra fluorescente, excitando-a. Ao 
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retornar ao estado fundamental, observa-se a emissão de luz, a qual também 

possui o seu comprimento de onda selecionado por um monocromador e 

intensidade ajustada por uma fenda. A luz emitida, após passar por essas 

etapas, atinge uma fotomultiplicadora, cujos sinais são tratados por um 

conversor analógico digital e enviados a um computador, onde são processados 

por um software responsável pela operação do equipamento (TAKARA, 2006). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A ocorrência de epidemias de dengue nos centros urbanos é 

favorecida pela dispersão e elevação da densidade das populações do mosquito 

vetor, em função das falhas nas estratégias de combate. A rápida propagação 

viral e potencial gravidade dos casos de FHD caracteriza a dengue como uma 

doença de alto impacto econômico e importância na saúde pública internacional 

(SUAYA et al., 2007).  

Nesse sentido, é crescente a necessidade de investimento em 

pesquisas para obtenção de tecnologias cada vez mais eficientes para 

prevenção, diagnóstico e tratamento eficaz dessa doença. A seleção e 

caracterização de aptâmeros têm 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 função de vias celulares envolvidas no 

desenvolvimento de doenças infecciosas, tais como a dengue, e apresentando 

potencial para adaptação para testes diagnósticos em larga escala e/ou 

miniaturizados.  

Conforme apresentado anteriormente, existem várias e 

importantes técnicas utilizadas para a caracterização de aptâmeros 

selecionados contra um alvo, bem como para investigação de suas 

potencialidades aplicadas à terapêutica e/ou diagnóstico de doenças. Diante do 

exposto, o presente trabalho foi realizado a fim de se verificar a afinidade do 

complexo aptâmero:dengue. Os aptâmeros aqui utilizados haviam sido 

previamente selecionados por Cnossen (2014), contra uma região não 

codificante presente no genoma do vírus da dengue.  

As técnicas de biologia molecular, tais como dot-blot e PCR em 

Tempo Real, e de biofísica molecular baseadas em fluorescência, como o FRET, 

foram aqui exploradas para análises de afinidade e especificidade de ligação dos 

aptâmeros A03 e C10 contra a porção 5’UTR do RNA do vírus da dengue. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou investigar a 

interação entre alvo e aptâmeros selecionados contra a região 5’UTR do genoma 

do DENV, por meio de técnicas colorimétricas (dot blot) e fluorescentes (PCR 

em Tempo Real e FRET), além de análises in silico, a fim de demonstrar a 

potencial aplicação desses oligonucleotídeos no diagnóstico e na terapêutica da 

dengue. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Caracterizar os aptâmeros A03 e C10 (CNOSSEN, 2014), selecionados contra 

a região 5’UTR do genoma do DENV, avaliando a estrutura conformacional por 

testes in silico e FRET (A03), bem como o perfil de interação com a molécula 

alvo; 

 

 Analisar as interações entre o DENV e os aptâmeros A03 e C10, utilizando as 

técnicas dot blot, PCR em tempo real e FRET (A03), para comprovação da 

afinidade de ligação e especificidade dos aptâmeros 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 (São Paulo-SP, Brasil). 

Agarose foi adquirida da Agaren (BIOMOL, Riberão Preto-SP, Brasil). Brometo 

de etídeo, membrana de nylon e kit Alkhaphos Direct Labellings Reagent foram 

obtidos da GE Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). As sequências 

liofilizadas dos aptâmeros marcados com fluoróforos foram adquiridas da 

Genone (Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Ácido bórico e azul de bromofenol foram 

obtidos da IMPEX™ (Contagem-MG, Brasil). Ampicilina, hexâmeros, tripsina, 

Escherichia coli competente TOP 10, Soro Fetal Bovino (SFB), RNase out, 

TOPO® TA clonning kit e as sequências liofilizadas dos aptâmeros sem 

marcação foram obtidos da Invitrogen™ (Carlsbad-CA, USA). 

Desoxirribonucleotídeos (dNTPs) e Tris base foram obtidos da Ludwig 

Biotecnologia Ltda (Alvorada-RS, Brasil). BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil 

fosfato), IPTG (isopropil β-D-1- tiogalactopiranosídeo), lã de vidro, LB ágar, 

Murine Moloney Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT), penicilina, 

estreptomicina, meio de cultura L-15, NBT (azul de nitrotetrazólio), TRI 

Reagent® e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosídeo) foram 

obtidos da Sigma-Aldrich (São Paulo-SP, Brasil). As partículas paramagnéticas 

revestidas com estreptavidina foram obtidas da Promega (Madison-WI, USA). O 

kit de detecção de sondas marcadas com biotina (Biotin Chromogenic Detection) 

e Taq DNA polimerase, foram obtidos da Thermo Scientific (Sinapse 

Biotecnologia). 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) foi 

adquirido através da Solis BioDyne (Tartu, Estônia). Acetato de potássio, Tween 

20 e álcool etílico foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Acetato de 

sódio, acetato de amônio e cloreto de sódio foram adquiridos da Proquímicos. 

Cloreto de cálcio foi adquirido da Dinâmica (Diadema-SP, Brasil). Cloreto de 

magnésio e hidróxido de sódio foram obtidos da Neon Reagentes Analíticos (São 

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 Obtenção do DENV 

 

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

 

A propagação dos quatro sorotipos do vírus da Dengue (DENV1-4) 

foi realizada através da infecção em monocamada de células C6/36 aderentes, 

em cultura. Essa linhagem de células foi cedida pelo Prof. Dr. Jonny Yokosawa 

do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia 

(ICBIM-UFU), assim como as cepas virais do DENV. As células foram semeadas 

em garrafas de 25 cm2 (GREINER), contendo 5 mL de meio Leibovitz 15 (L-15), 

na concentração 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) e suplementado com 

Penicilina/Estreptomicina a 10.000 U.mL-1 e 10.000 µg.mL-1, respectivamente; e, 

ainda, Anfotericina B (2 mg.mL-1). As culturas foram incubadas a 29 °C em 

atmosfera padrão, sem suplementação de CO2. 

 

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

 

As células C6/36 foram semeadas em garrafas de 25 cm2, com 5 

mL de meio L15 a 10% de SFB, até atingirem uma monocamada com confluência 

aproximada de 80-90%. Atingida essa quantidade, a monocamada foi lavada 

duas vezes com Tampão Fosfato Salino (PBS), em temperatura ambiente. Em 

seguida, 1 mL da amostra de cada sorotipo viral foi diluída em 2 mL de PBS e 

todo o volume adicionado à monocamada. As garrafas foram incubadas a 29 °C 

por 1 h com agitação suave a cada 15 min. Após esse período, adicionou-se 5 

mL de meio L15 a 2% de SFB em cada garrafa e incubou-se a 28 °C, até 

visualização de efeito citopático (ECP) ou totalização de 7 dias após infecção 

(DAI).  

As células foram analisadas utilizando um microscópio ótico 

invertido, com um aumento de 400x. Após a visualização do efeito citopático 

(alterações nas células causadas pelos vírus), ou totalizado os sete dias após a 

infecção, o meio de cultura foi removido das garrafas, armazenado em criotubos 

de 2 mL e estocado a -70 °C, diretamente. Sendo que, uma alíquota de cada 
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sorotipo viral produzida anteriormente foi inoculada por, no mínimo, três vezes, 

sucessivamente, em novas culturas com a finalidade de se obter uma maior 

titulação viral.  

 

5.1.3 Extração e transcrição reversa do RNA viral em DNA complementar 

(cDNA) 

 

A extração para obtenção do RNA viral foi feita utilizando TRI 

REAGENT®, de acordo com as instruções 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 alíquota de 50 µL do meio de cultura contendo as partículas virais 

foi submetida ao seguinte tratamento: agitação rápida em vórtex, por 20 s para 

promover a homogeneização do material, seguido de uma incubação a 95 °C, 

por 10 min; e por fim uma nova agitação em vórtex por 10 s. O RNA extraído foi 

quantificado através da leitura em espectrofotômetro L-Quant (Loccus 

Biotecnologia, São Paulo, Brasil) em comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, 

para análises da relação RNA/proteína nas amostras, e analisado por 

eletroforese em gel de agarose, em uma concentração de 0,8% (0,8 g 

agarose/100 mL tampão TBE – tris 0,9M; ácido bórico 0,8 M; EDTA 0,5 M pH 

8,0) corado com brometo de etídio a 0,5 μg.mL-1. Considerando que o RNA é 

muito sensível à extensa manipulação, o mesmo foi convertido em DNA pelo 

processo de RT-PCR, para utilização nos experimentos. 

Para a reação de transcrição reversa, foi utilizado 1 µg do RNA 

total, 2 µL de tampão 1X da M-MLV, 126 pmoles de hexâmeros randômicos, 1 U 

de M-MLV, 0,2 mM de dNTPs, água tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) para 

completar um volume final de 20 µL. A reação foi incubada a 37 °C por 1h 20min 

em banho-seco.  

 

5.1.4  Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Três microlitros (~200 ng) da reação de transcrição reversa foram 

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

componentes da reação foram: 1,5 mM de MgCl2, 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 Taq DNA 

polimerase, 1X tampão da Taq e água ultrapura para completar um volume final 

de 20 μL. Para a amplificação, o programa utilizado foi: desnaturação 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 extensão 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 tampão TBE), corado com brometo 

de etídio (EtBr) e fotodocumentado em transiluminador (L-Pix/Loccus 

Biotecnologia). 

 

5.1.5 Purificação dos produtos da PCR 

 

Os produtos obtidos na amplificação foram purificados a partir da 

agarose, utilizando lã de vidro e precipitação com acetato de amônio 7,5 M. A 

banda de gel de agarose foi cortada e colocada em um aparato para filtração, 

previamente preparado: um tubo de 0,6 mL contendo lã 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 líquido coletado e distribuído em tubos 

de 1,5 mL. Adicionou-se acetato de amônio 7,5 M, na proporção de 2μL de 

acetato de amônio para cada 8 μL de produto, homogeneizou-se levemente a 

amostra, e, em seguida, adicionou-se etanol absoluto na proporção de 30 μL de 

etanol para cada 10 μL 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 μL de etanol 70% no tubo, o qual foi centrifugado 

novamente por 10 min a 13000 rpm. O sobrenadante foi removido e o pellet, 

após secagem, foi suspendido em 10 μL de água e quantificado através da leitura 

em espectrofotômetro L-Quant. 

 

5.1.6 Clonagem do produto de PCR com vetor TOPO TA e transformação 

das bactérias TOP10 

 

Os produtos da sequência 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 instruções do fabricante. Somente esses dois sorotipos foram submetidos ao 

processo de clonagem porque já haviam clones dos demais estocados.  

As bactérias Escherichia coli da cepa TOP10 estocadas a -80 °C 

foram descongeladas, e 100 µL foram colocados em 10 mL de meio LB (sem 

antibiótico) e incubados a 36,9 °C por 12 h em estufa. Foram transferidos 500 μL 

da cultura para 10 mL de meio LB líquido e novamente incubados a 36,9 °C sob 

agitação durante aproximadamente 1h30min, atingindo densidade óptica (A600) 

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 solução 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 solução gelada de CaCl2. A suspensão foi 

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

 

5.1.7 Transformação das bactérias competentes e preparo de placas de 

cultivo dos transformantes 

 

Foram incubados 200 μL de células competentes com 3 µL da 

reação de ligação 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.  

Após a transformação, foram semeados 100 μL de células 

transformadas em placa de Petri esterilizadas, contendo LB ágar suplementado 

com 40 mg.mL-1 de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-Dgalactosidase), 100 mM 

de IPTG (isopropil-β-D Tiogalactopiranosídeo) e 50 μg.mL-1 de ampicilina. As 

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

 

5.1.8 Extração de DNA plasmidial 

 

Após o crescimento das colônias de bactérias, aquelas que 

continham o inserto do DNA de interesse foram isoladas e inoculadas em 5 mL 

de meio LB contendo 50 μg.mL-1 de ampicilina, sendo posteriormente incubadas 

em estufa, a 37 °C por 16 h. A extração do DNA plasmidial foi feita por meio de 
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lise alcalina e o material obtido foi quantificado através da leitura em 

espectrofotômetro 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 amplificação do alvo para os testes de afinidade 

de ligação com aptâmeros e também para o 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, Califórnia, 

EUA) do Laboratório de Genética e Biodiversidade da UFG - Regional Goiânia, 

coordenado pela Prof.ª Dra. Mariana P. de Campos Telles. As reações de 

sequenciamento foram realizadas utilizando o pré-mix Big Dye® Terminator 

Cycle Sequencing e 2,5 pmoles dos primers foward e reverse específicos do 

DENV 5’UTR, em um programa de 25 ciclos, sendo cada ciclo executado sob as 

seguintes condições: 95 °C por 20 s; 50 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. 

Para a precipitação do DNA, foram adicionados 40 µL de 

isopropanol 65%, vórtex 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 o líquido completamente. Adicionou-se 250 µL 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 µL de etanol e 

centrifugação a 2000 rcf por 10 min. O etanol foi totalmente removido e a placa 

submetida ao processo de secagem por 10 min à temperatura ambiente. 

Após processo de precipitação, as amostras foram preparadas 

para o sequenciamento, com adição de 10 µL de formamida Hi-Di e incubação a 

temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, foram vortexadas durante 1 

min e desnaturadas em termociclador à 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 sequências foram alinhadas utilizando 

GenBank, BLAST- NCBI. 
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5.1.10 Geração de RNA-like e marcação de moléculas alvo com biotina 

 

Para os testes de afinidade, fez-se necessária a obtenção 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 

posição 5’ da fita. Essas moléculas foram obtidas a partir de reamplificação do 

alvo purificado dsDNA obtido anteriormente por PCR. 

Foi feita a PCR assimétrica (uso de apenas um primer) para 

obtenção das moléculas de RNA-like, utilizando 7 pmoles de primer forward e 

dUTP (desoxiuridina trifosfatada) em substituição ao dTTP (desoxitimina 

trifosfatada). As demais condições da reação foram as mesmas descritas no item 

3.1.4 e o programa de termociclagem utilizado também foi o mesmo já descrito 

anteriormente, diferindo apenas na quantidade de ciclos, sendo reduzido para 

29 ciclos na PCR assimétrica. Para a produção de moléculas biotiniladas 

também foi realizada PCR assimétrica, onde a incorporação da biotina se deu 

através do primer biotinilado forward. 

Os produtos amplificados obtidos foram submetidos à eletroforese 

em gel de agarose 1,2% (tampão TBE contendo 0,5 μg.mL-1 de brometo de 

etídeo), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados. 

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

 

5.1.11 Teste de marcação com biotina 

 

Os produtos amplificados marcados com biotina foram submetidos 

a um teste para comprovação da incorporação 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 não biotinilada). A detecção foi feita 

utilizando o Kit Biotin Chromogenic Detection e o procedimento foi realizado de 

acordo com as instruções do fabricante. 

Esse teste fundamenta-se na afinidade existente entre a biotina e 

a estreptavidina. O alvo biotinilado se liga à estreptavidina, que é conjugada à 

fosfatase alcalina (AP), o que facilita a detecção cromogênica, a qual foi feita 
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utilizando como substrato o azul de nitro-tetrazolio/ 5-bromo-4-cloro-3-indolil 

fosfato (NBT / BCIP). 

 

5.2 Obtenção dos Aptâmeros 

 

Os estudos de afinidade entre aptâmero e alvo foram feitos 

utilizando os aptâmeros A03 e C10, selecionados contra a região 5’UTR do 

genoma do vírus da dengue (CNOSSEN, 2014). As sequências liofilizadas dos 

aptâmeros foram sintetizadas pela Invitrogen (Carlsbad-CA, EUA). Já as 

sequências liofilizadas do aptâmero A03 marcadas com os fluoróforos FAM e 

TAMRA, para os testes de FRET, foram adquiridas da Genone (Rio de Janeiro-

RJ, Brasil). 

A partir dos aptâmeros ssDNA adquiridos, sem marcação, foram 

feitas amplificações por PCR para obtenção dos mesmos em dsDNA e ssDNA 

biotinilado.  

 

5.2.1 Amplificação de aptâmeros dsDNA e ssDNA biotinilados 

 

Foram utilizados 30 ng do aptâmero, a partir da solução estoque, 

juntamente com 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 5 pmoles de cada primer 

(A e B), 2,5 U de Taq DNA polimerase, 1X tampão da Taq e água ultrapura para 

completar um volume final de 20 μL. O programa utilizado foi: desnaturação 

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 extensão 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 tampão 

TBE), corado com brometo de etídio (EtBr) e fotodocumentado em 

transiluminador. A purificação dos produtos foi realizada conforme já descrito no 

item 4.1.5. 

Após obtenção do aptâmero dsDNA purificado, o mesmo foi 

utilizado na PCR assimétrica com primer foward biotinilado, para obtenção de 

ssDNA biotinilado. O programa de termociclagem utilizado possui as mesmas 

condições daquele utilizado para obtenção de dsDNA, apenas diminuindo o 

número de ciclos para 22. A análise do produto por eletroforese e purificação 
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foram feitos conforme mencionado anteriormente. Para os produtos biotinilados, 

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

 

5.3 Testes in silico: Predição da Estrutura Secundária dos Aptâmeros, 

Interação entre os Aptâmeros A03 e C10 com DENV e Definição de Controle 

Negativo dos Testes de Dot Blot 

 

Foi feita uma previsão da estrutura secundária dos aptâmeros A03 

e C10 utilizando o web server NUPACK (ZADEH et al., 2011), o qual fornece 

uma estrutura baseada na probabilidade de interação dos pares de bases, a fim 

de se analisar a estrutura por meio da energia livre (ΔG) e relacionar o perfil de 

dobramento estrutural dos aptâmeros com o seu comportamento nos ensaios de 

afinidade. 

Ensaios de hibridização das sequências dos aptâmeros A03 e C10 

e as sequências dos quatro sorotipos do DENV foram realizados utilizando o 

MFOLD (ZUKER, 2003), no módulo DINAMelt  

As sequências utilizadas como controles negativos nos ensaios de 

dot blot foram definidas a partir de análises in silico utilizando o web server 

MFOLD, no módulo DINAMelt. Foram feitos testes de interação bimolecular entre 

a sequência do aptâmero A03 e 13 sequências de ligantes disponíveis no 

LabioMol (A05, A11, B07, B10, C03, C10, C11, D04, E03, E07, F08, G02 e G03) 

(CNOSSEN, 2014). A hibridização com energia livre mais alta (menor 

estabilidade) apontou a sequência utilizada como controle negativo. 

 

5.4 Técnicas de Biologia Molecular 

 

5.4.1 Hibridização por dot blot 

 

A afinidade e especificidade dos aptâmeros A03 e C10 com o seu 

alvo (DENV 5’UTR) foi inicialmente avaliada pelo teste Dot Blot. Os produtos 

purificados obtidos da região 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 aptâmero 

biotinilado. Esse teste foi realizado para cada aptâmero separadamente. 
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5.4.1.1 Preparo da sonda e membrana, hibridização e detecção 

 

O material utilizado como sonda (aptâmeros 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 aptâmero biotinilado para o preparo das 

sondas. 

A membrana foi lavada em SSC 1x por 2 min, tendo o 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 aptâmero dsDNA) e 400 ng de cada controle negativo (sequências ssDNA de 

outros aptâmeros), conforme esquema da Figura 5.1. 

 

 

FIGURA 5.1: Esquema geral da aplicação das amostras na membrana para os testes 

de afinidade com os aptâmeros 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: aptâmero 

dsDNA. 

 

Após a aplicação das amostras, a membrana foi colocada na estufa 

de secagem a 80 °C por 10 min e, em seguida, exposta à radiação UV por 2 min. 

A membrana foi hidratada com 5 mL de tampão de hibridização (Kit Alkhaphos 

Direct Labellings Reagent) durante 15 min à temperatura ambiente. Em seguida, 

a sonda previamente preparada, foi adicionada ao tampão, permitindo a 

hibridização entre o material imobilizado na membrana e a sonda. O processo 

de hibridização ocorreu por 36 h em temperatura ambiente e com leve agitação. 

Ao final da etapa de hibridização, a membrana foi submetida ao 

processo de lavagem e detecção utilizando o Kit Biotin Chromogenic Detection 

e o procedimento foi realizado de acordo com as instruções do fabricante. 
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5.4.2 Testes de captura de ligantes e detecção por PCR em Tempo Real  

 

A afinidade dos aptâmeros com o alvo foi avaliada utilizando os 

aptâmeros A03 e C10, como moléculas de captura do DENV e também pelo 

ensaio reverso, onde os aptâmeros foram capturados por pool de DENV. Esferas 

magnéticas recobertas com estreptavidina foram utilizadas para imobilização do 

aptâmero e DENV biotinilados, viabilizando a captura das moléculas de DENV e 

aptâmeros em solução. As moléculas capturadas foram detectadas por PCR em 

tempo real, através da utilização de primers específicos e confirmadas por 

eletroforese em gel de agarose 1,2% para DENV e 1,5% para os aptâmeros, 

corado com brometo de etídeo 0,5 µg.mL-1 e fotodocumentada. 

 

5.4.2.1 Preparo das partículas magnéticas 

 

Para a quantidade de alvo utilizada nos testes, foram preparadas 

2,86 x 10-3 mg de partículas paramagnéticas recobertas com estreptavidina (SA-

PMs), seguindo as recomendações do fabricante (Promega). As partículas foram 

lavadas 2 vezes com SSC 0,5 x e 1 vez com o tampão de ligação. 

 

5.4.2.2 Captura de DENV por aptâmeros 

 

Foram preparadas alíquotas de 100 ng de pool de DENV ssDNA (4 

sorotipos) e uma alíquota de 100 ng de cada aptâmero (A03 e C10) biotinilados, 

as quais foram submetidas à desnaturação a 95 °C em termociclador durante 10 

min. Após a desnaturação, cada amostra de aptâmero foi incubada à 

temperatura ambiente com o pool de DENV durante 1 h em tampão de ligação 

(100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.6, 2 mM MgCl2, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2 e 

0.02% Tween 20).  

Após o tempo de incubação dos aptâmeros com o pool de DENV, 

as partículas magnéticas foram adicionadas aos tubos contendo os complexos 

aptâmero-alvo, sendo incubados à temperatura ambiente por 30 min. 

Considerando que o aptâmero possui a biotina, o mesmo se ligou à partícula 

magnética recoberta com estreptavidina, devido à interação entre biotina e 

estreptavidina. O DENV ligado ao aptâmero A03 e C10 individualmente, após o 
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período de incubação, foi eluído, enquanto o tampão contendo as moléculas que 

não se ligaram foi totalmente removido, com auxílio da plataforma magnética 

(BioLabs®). 

As partículas magnéticas contendo o complexo aptâmero-alvo 

foram ressuspendidas em 5 µL de água ultrapura e submetidas à incubação por 

15 min a 95 °C, para que ocorresse a separação das fitas dos aptâmeros ligados 

ao DENV. Para esse fim, a mistura contendo os SAPs-biotina-aptâmeros foi 

separada por plataforma magnética, e os 5 µL de água ultrapura contendo o 

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

 

5.4.2.3 Ensaio reverso 

 

Esse experimento foi utilizado para confirmar o ensaio anterior, no 

entanto, de forma reversa. Alíquotas de cada aptâmero A03 e C10 foram 

utilizadas separadamente para teste de ligação ao pool de DENV ssDNA (4 

sorotipos) biotinilado. Cada amostra de aptâmero foi incubada à temperatura 

ambiente com o pool de DENV durante 1 h em tampão de ligação. Os demais 

passos de imobilização e captura dos ligantes foram realizados de acordo com 

o anteriormente descrito. Os 5 µL de água ultrapura contendo o aptâmero A03 e 

C10 foram recuperados, após a separação das fitas promovida pela incubação 

à 95 °C, e utilizados na PCR em tempo real para detecção dos ligantes. Esse 

ensaio foi realizado em duplicata. 

 

5.4.2.4 PCR em Tempo Real  

 

Os produtos recuperados nos ensaios de captura pelos aptâmeros 

e captura por DENV, foram amplificados por PCR em Tempo Real (Applied 

Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems), utilizando o tampão 5x HOT 

FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) contendo o corante intercalante 

das fitas amplificadas. Utilizou-se na reação 1X qPCR Mix, 7 pmoles dos primers 

forward e reverse (reação DENV), 5 pmoles dos primers A e B (reação 

aptâmeros), o material recuperado nos testes de captura e água ultrapura para 

completar 10 µL de reação. Foram realizados 40 ciclos de amplificação 

compostos por: 95 °C por 15 s, 53 °C por 40 s e 72 °C por 20 s, precedidos de 



44 

uma desnaturação inicial a 95 °C durante 15 min e finalizados por uma etapa de 

extensão final da fita a 60 °C por 1 min. A curva de melting (dissociação dos 

produtos amplificados) foi analisada após PCR. 

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

Threshold) após estabelecimento do Threshold na fase exponencial. 

 

5.5 Ensaios por Biofísica Molecular – FRET 

 

5.5.1 Instrumentação  

 

As medidas de FRET foram obtidas utilizando um fluorimetro 

(Fluorolog FL3-221- Horiba Jobin-Yvon) do Laboratório de Materiais do Instituto 

de Física da UFG - Regional Goiânia, sob a supervisão da Prof.ª Dra. Cássia 

Alessandra Marquezin. A fluorescência 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 fluorescência a 520 nm de FAM é 

proporcional à quantidade de ganho de fluorescência a 580 nm para o TAMRA. 

Para as medidas com FAM a excitação foi feita em 490 nm e para TAMRA, 560 

nm. A abertura das fendas foi regulada para 2 mm e o tempo de integração das 

medidas foi de 0,5 s.  

 

5.5.2 Fluoróforos utilizados  

 

Para os experimentos de FRET, foi utilizado somente o aptâmero 

A03, o qual foi marcado com fluoróforos em suas extremidades 5’ e 3’, sendo 

uma molécula doadora (reporter) e uma aceitadora (quencher), viabilizando a 

ocorrência de FRET. As marcações foram feitas de três formas diferentes: 

somente com FAM (fluoresceína – 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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FIGURA 5.2: Representação das estruturas químicas dos fluoróforos FAM e TAMRA. 

(a) FAM, (b) TAMRA, utilizados no experimento de FRET para marcações do aptâmero 

A03 para estudos estruturais. Adaptado de Gracie et al., 2014. 

 

Esse par doador-receptor foi escolhido devido à boa sobreposição 

espectral entre a fluorescência do FAM e curvas de absorção TAMRA.  

 

5.5.3 Experimentos FRET 

 

As leituras foram feitas em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,6 e 

tampão salino (Tris-HCl 20 mM pH 7,6, NaCl 100 mM, MgCl2 4 mM, KCl 5 mM e 

CaCl2 30 mM), a fim de se avaliar a influência dos sais nos experimentos. As 

medidas de branco foram realizadas com os tampões e de DENV em tampão, 

para garantir a ausência de interferência no sinal de fluorescência emitido pelos 

fluoróforos. 

 

5.5.3.1 Avaliação do perfil de emissão dos fluoróforos FAM E TAMRA 

ligados ao aptâmero A03 

 

O aptâmero A03, marcado com FAM-5’, foi utilizado para otimizar 

a concentração a ser utilizada para os testes, baseando-se no perfil dos 

espectros de fluorescência apresentados, considerando a realização de leituras 

com 10, 50 e 100 nM do aptâmero. Essas concentrações foram escolhidas para 

realização dos experimentos baseadas nos trabalhos publicados por Nagatoishi 

e cols. (2006), Verdian-Doghaei & Housaindokht (2015) e Mairal e cols. (2014), 

considerando que a intensidade não poderia ultrapassar o limite máximo 

estabelecido (ordem de 106), para evitar danos no detector. 
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O perfil de emissão fluorescente de cada um dos fluoróforos ligados 

ao oligonucleotídeo A03 foi avaliado a partir de leituras com 50 nM do A03 

marcado somente com FAM (F) na extremidade 5’ da fita de ssDNA, A03 

marcado somente com TAMRA (T) na extremidade 3’ e para A03 com dupla 

marcação: F-A03-T (FT). As leituras foram feitas em tampão Tris e tampão 

salino. 

 

5.5.3.2 Efeito da concentração dos íons Mg2+ e Na+ e temperatura na 

estrutura do aptâmero A03 

 

O aptâmero F-A03-T foi utilizado no teste para verificação da 

influência da concentração de íons e variação da temperatura na estrutura do 

aptâmero. Nos experimentos com F-A03-T o comprimento de onda de excitação 

utilizado foi de 490 nm. 

No teste para estudo do efeito da concentração de íons, MgCl2 e o 

NaCl, que possuem cátions bivalentes e monovalentes, respectivamente, foram 

escolhidos por fazerem parte da composição do tampão salino utilizado nos 

experimentos. Para isso, foram feitas leituras com 50 nM do aptâmero 

adicionando 10, 40, 80, 120, 200 e 400 mM de MgCl2, e medidas com 50 nM de 

aptâmero em 10 mM de MgCl2 e adições de 40, 80, 120, 200 e 400 mM de NaCl.  

Na avaliação do efeito da temperatura, a fluorescência das 

amostras em Tris e tampão salino foram medidas em temperatura ambiente e 

em aproximadamente 70 °C.  

 

5.5.3.3 Interação aptâmero A03 e DENV: influência da concentração de 

DENV, tempo de incubação e presença de íons 

 

A interação entre F-A03-T:DENV foi investigada por leituras 

mantendo-se a concentração do aptâmero em 50 nM e variando-se as 

concentrações do pool dos quatro sorotipos de DENV em 25, 50 e 100 nM. 

Para cada concentração do pool de DENV avaliada, analisou-se 

também o tempo de incubação do F-A03-T:DENV, sendo feitas leituras com 1, 

20 e 40 min de incubação. Todas as medidas foram realizadas em tampão Tris 

e repetidas em tampão salino, para observação da influência dos sais na ligação. 



47 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Obtenção do DENV 

 

6.1.1 Inoculação do DENV em células C6/36  

 

Os efeitos citopáticos começaram a ser observados nas células 

C6/36 após cinco dias da inoculação dos vírus no meio, o que confirmou a 

presença dos vírus da dengue e permitiu a extração do RNA viral de cada 

sorotipo após a coleta dos mesmos depois de sete dias de infecção (alta 

concentração viral).  

A Figura 6.1 demonstra as alterações celulares provocadas pela 

infecção das células com o DENV. Nas imagens a, b e c pode-se observar a 

formação de vacúolos, que são espaços vazios devido à morte e agregação 

celular e a formação de sincícios, que se refere à presença de células gigantes, 

multinucleadas, resultantes da fusão de várias células infectadas pelo vírus. A 

imagem d apresenta as células normais, sem a presença dos vírus (controle 

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

 

 

FIGURA 6.1: Fotomicrografia do cultivo de células C6/36, em aumento de 400 x, com 

efeito citopático proveniente da inoculação do DENV. (a) 2 dias após a infecção (DAI); 

(b) 3 DAI; (c) 5 DAI; (d) Controle negativo (não infectadas) 7 dias. Setas: sincícios 

celular. Asterisco: granulação citoplasmática anormal. 

 

Quando inoculados, os vírus iniciam a sua multiplicação logo após 

entrar na célula, provocando uma série de alterações fisiológicas e morfológicas 

na célula infectada. De acordo com Alberts e cols. (2010), as modificações 

observadas na célula após a infecção viral são decorrentes da inibição da síntese 

de ácidos nucleicos e proteínas celulares, da fusão de células, liberação de 
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enzimas lisossômicas, modificações na permeabilidade celular e nas estruturas 

intracelulares e, também, aberrações cromossômicas. 

Essas alterações são denominadas efeito citopático (EC) e podem 

ser visualizadas por microscopia óptica (BVS, 2015). Utilizando um microscópio 

é possível observar a desorganização celular, o aparecimento de espaços vazios 

devido à lise e agregação celular, aumento de tamanho, dentre outras 

características. Além disso, vários vírus induzem apoptose nas células 

infectadas, o que corresponde a um processo ativo de autodestruição celular 

geneticamente regulado, no qual é ativada uma cadeia enzimática complexa. 

Como consequência da morte celular, as células em monocamada, aderidas ao 

vidro ou plástico da parede da garrafa, passam a ser observadas em suspensão 

(ALBERTS et al., 2010). 

A morte celular por apoptose vem sendo descrita para infecções 

por Flavivírus, sendo responsável por um mecanismo citopatológico em resposta 

à infecção por DENV, in vitro e in vivo, em vários tipos celulares. Estudos 

utilizando uma cepa neurovirulenta mutante do vírus DENV-1 (FGA/89) 

mostraram a capacidade desta em induzir apoptose em neurônios corticais e em 

regiões do hipocampo de camundongo neonato (DESPRÈS et al., 1998). 

A função de proteínas virais do DENV na indução de apoptose em 

células-alvo foi sugerido por Catteau e cols. (2003). Esse estudo mostrou 

propriedades pró-apoptóticas de resíduos de aminoácidos da proteína M viral 

(ApoptoM), gerando disfunção mitocondrial e ativação de caspase em linhagens 

de células epiteliais HeLa infectadas com DENV-2. 

Limonta e cols. (2007) demonstraram que citocinas secretadas por 

linfócitos T induzem apoptose de células infectadas, sugerindo um mecanismo 

de controle da viremia. Em uma investigação da interação do vírus da dengue 

com as células, utilizando a infecção de monócitos humanos primários com o 

DENV-2, foi observado o papel da via intrínseca mitocondrial na indução de 

apoptose de monócitos infectados (CARVALHO et al., 2009). 

O DENV pode induzir apoptose de forma a disseminar a progênie 

viral a células vizinhas através da fagocitose de corpos apoptóticos, num 

processo mimetizando a resposta imune ou, inibir a morte celular e garantir sua 

sobrevivência e replicação (CARVALHO et al., 2009). As plaquetas também 

exibem sinais da via intrínseca da apoptose causada por DENV, apresentando 
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aumento da exposição da fosfatidilserina na superfície da membrana, 

despolarização mitocondrial e ativação da caspase 9 e 3 (HOTTZ et al., 2013).  

 

6.1.2 Amplificação e Sequenciamento  

 

Após coleta do lisado celular e extração 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 região 5’UTR possui 

aproximadamente 100 nucleotídeos e os 55 nucleotídeos adicionais foram 

incorporados na obtenção do alvo da 5’UTR uma vez que esses nucleotídeos 

são provenientes da região codificante e contém a sequência conservada (CS) 

e o hairpin (cHP), que estão envolvidos na tradução e síntese de RNA viral 

(POLACEK et al., 2009). 

 

 

FIGURA 6.2: RT-PCR do RNA do vírus 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: dímeros de primers.  

 

A finalização do processo de obtenção do alvo na forma de ssDNA 

(RNA like) da 5’UTR dos quatro sorotipos do DENV está apresentada na Figura 

6.3, demonstrando os produtos com aproximadamente 150 pb. A PCR 

assimétrica por reamplificação foi utilizada, uma vez que possibilita a síntese de 

uma única fita do DNA original a baixo custo, conforme proposto por Avci-Adali e 

cols. (2010) e Citartan e cols. (2012). 
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FIGURA 6.3: PCR assimétrica para obtenção 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 produção 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 secundárias para os aptâmeros A03 e 

C10 que indicaram que os mesmos são termodinamicamente estáveis em 

solução tampão, apresentando valores de energia livre (ΔG) de -25,9 e -22,10 

kcal.mol-1, respectivamente. As duas estruturas são semelhantes entre si e 

possuem loops que podem estar associados aos locais de ligação com o DENV 

(Figura 6.4). 

 

FIGURA 6.4: Representação da predição da estrutura secundária dos aptâmeros A03 

e C10 obtidas pelo web server NUPACK. 
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As estruturas secundárias são construídas a partir de subestruturas 

que contribuem para a energia livre da molécula e são importantes no 

reconhecimento molecular e interação de ácidos nucleicos com ligantes (PATEL 

& SURI, 2000). Os loops e hairpins são as estruturas mais prováveis de 

interagirem com o alvo, pois as bases de RNA desemparelhadas são mais 

flexíveis e podem alterar sua conformação para formar uma “bolsa” de ligação e 

acomodar um ligante e/ou para a formação de ligações de hidrogênio 

(CHUSHAK & STONE 2009).  

Os valores de ΔG obtidos para as hibridizações entre os aptâmeros 

e os quatro sorotipos do DENV variaram entre -42,11 e -50,64 kcal.mol-1, 

conforme pode ser observado na Figura 6.5a. Isso indica que os aptâmeros 

ligados ao alvo são mais estáveis do que em sua interação intramolecular, uma 

vez que os valores de ΔG para a hibridização aptâmero:DENV são mais 

negativos (indicam maior estabilidade nas interações) que os valores de ΔG 

obtidos nas interações aptâmero:aptâmero, o que confirma a afinidade entre A03 

e C10 com o DENV.  

Na Figura 6.5b estão representadas as estruturas conformacionais 

obtidas para a hibridização entre os aptâmeros e o DENV-4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6.5: Resultados dos testes in silico para a hibridização dos aptâmeros A03 e 

C10 com os quatro sorotipos do DENV (MFOLD). Regiões de hibridização e ΔG (a); 

Estruturas conformacionais da interação A03:DENV-4 e C10:DENV-4 (b). 
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As estruturas conformacionais obtidas nos testes de hibridização 

entre A03 e C10 com os quatro sorotipos do DENV apresentaram perfis 

semelhantes de regiões de pareamento de bases e loops, sendo apresentadas 

somente as estruturas obtidas para um sorotipo para fins ilustrativos.  

As semelhanças estruturais observadas entre os aptâmeros A03 e 

C10 podem indicar que suas capacidades de ligação com o alvo são 

semelhantes. Isso foi confirmado pelos testes de hibridização in silico, os quais 

demonstraram valores de ΔG muito próximos para as interações de ambos os 

aptâmeros com o DENV, principalmente para os sorotipos 1 e 4. Os locais de 

início e fim do pareamento de bases (Figura 6.5a) no sentido 5’-3’ da sequência 

do vírus (região de hibridização) são semelhantes para os sorotipos 1 e 4, sendo 

repetidos para a interação com ambos os aptâmeros. 

Esses dados sugeriram que os resultados obtidos nos ensaios de 

interação por dot blot e de captura de ligantes seriam semelhantes para ambos 

os aptâmeros, considerando também que foi utilizado um pool dos quatro 

sorotipos do DENV. 

Os resultados das interações bimoleculares entre o aptâmero A03 

e os demais, definiram a utilização dos aptâmeros A03 e C10 como controles 

negativos um do outro no dot blot. Conforme mostrado na Figura 6.6, a interação 

entre as sequências desses aptâmeros apresentou o maior valor de energia livre 

(ΔG = -6,72 kcal.mol-1), em relação à interação com os outros aptâmeros, o que 

indica a baixa estabilidade dessa ligação, devido a menor espontaneidade. 

Esses oligonucleotídeos funcionam bem como controle negativo, considerando 

que a probabilidade de se ligarem e gerar um resultado falso positivo é mínima. 

 

 

FIGURA 6.6: Estabilidade da interação entre a sequência do aptâmero A03 e os demais 

aptâmeros avaliada por teste de interação bimolecular utilizando o web server MFOLD. 
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A interação do A03 com o aptâmero E07 apresentou o mesmo valor 

de ΔG, entretanto, optou-se por utilizar o C10 como controle negativo, 

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

 

6.3 Hibridização por Dot Blot 

 

A incorporação da biotina nos oligonucleotídeos A03 e C10 foi feita 

por PCR assimétrica com primer senso biotinilado (Figura 6.7a). O tamanho dos 

produtos amplificados, próximos a 100 pb para os aptâmeros A03 e C10, 

correspondem aos pesos moleculares esperados de 98 e 89 pb, 

respectivamente. 

As marcações resultantes da formação do produto final insolúvel, 

NBT diformazano podem ser verificadas na Figura 6.7b, o que comprovou a 

incorporação da biotina nas moléculas dos aptâmeros. A coloração mais intensa 

observada para a marcação do A03 (1) comparada ao C10 (2) foi devida à 

quantidade plotada na membrana, que foi de 45 e 30 ng, respectivamente. Como 

esperado, um forte sinal de marcação foi observado no controle positivo (3), para 

o qual 90 ng de primer biotinilado foram plotados na membrana de nylon e não 

houve sinal correspondente à sequência não biotinilada do A03 no controle 

negativo (4).  

 

FIGURA 6.7: Ensaios de PCR e dot blot para obtenção dos aptâmeros ssDNA A03 e 

C10 biotinilados. a) Eletroforese dos produtos de PCR assimétrica dos aptâmeros A03 

e C10, com peso molecular esperado de 98 e 89 pb, respectivamente; M: marcador de 

100 pb; B: branco de reação. b) Teste de incorporação da biotina nas moléculas dos 

aptâmeros por ensaio colorimétrico: 1) 1,5 µL A03 ssDNA biotinilado (30 ng/µL); 2) 1,5 

µL C10 ssDNA biotinilado (20 ng/µL); 3) 1,5 µL Controle positivo: primer biotinilado (60 

ng/µL). 4) Controle negativo: aptâmero A03 sem biotina. 

 

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

6.8), foram obtidas marcações para os quatro sorotipos virais e o controle 
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negativo (C-) não apresentou sinal, indicando afinidade entre aptâmero:DENV e 

especificidade do aptâmero. O controle positivo (C+: aptâmero dsDNA) resultou 

em uma forte marcação, como esperado, pois a fita complementar se liga 

completamente à fita senso do aptâmero presente na sonda, por 

complementaridade de bases. 

 

 

FIGURA 6.8: Dot blot para análise da afinidade entre o DENV e os aptâmeros A03 e 

C10. As sondas utilizadas foram os aptâmeros 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 aptâmero 

C10 ssDNA sem biotina (400 ng), enquanto o controle negativo do experimento do C10 

foi o aptâmero A03 ssDNA sem biotina (400 ng). O controle positivo de cada 

experimento corresponde ao próprio aptâmero na forma dsDNA (200 ng). 

 

Os ensaios de dot blot foram escolhidos para o estudo de interação 

entre aptâmeros:DENV por serem úteis no monitoramento do processo de 

seleção de ligantes e ensaios de afinidade e especificidade dos mesmos. Essa 

técnica já foi utilizada para avaliação de aptâmero DNAzima ligada (DLAA) para 

detecção de trombina em amostras biológicas (ZHU et al., 2010), detecção de 

imunoglobulina E (IgE) (WANG; YE et al., 2013) e ensaios preliminares de 

afinidade e especificidade de ligantes selecionados para detecção de vírus da 

gripe aviária H5N1 (WANG; ZHAO et al., 2013). 

 

6.4 Captura de Ligantes e Detecção por PCR em Tempo Real  

 

Nos ensaios de captura de DENV pelos aptâmeros A03 e C10 e 

teste reverso (captura dos aptâmeros pelo DENV) foi possível realizar a detecção 

por qPCR de todas as espécies testadas. Na Figura 6.9 pode-se observar as 
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curvas de amplificação obtidas, bem como a análise dos produtos de 

amplificação por eletroforese em gel de agarose e as curvas de dissociação dos 

produtos (melting curve). 

De acordo com o gráfico de amplificação (Figura 6.9I), no teste de 

captura de DENV, foi obtido Ct de 17 (curva a) para amplificação de DENV 

capturado pelo aptâmero A03, enquanto para captura pelo C10 apresentou Ct 

de 14 (curva b). No ensaio reverso, de captura de aptâmeros pelo pool de DENV 

foram observados Cts próximos de 15 e 14 para amplificação de A03 (curva c) e 

de C10 (curva d), respectivamente. Ambos os ensaios são indicativos de que 

uma maior quantidade de C10 se ligou ao DENV em comparação à quantidade 

de A03 ligante.  

A eletroforese em gel de agarose (Figura 6.9II) confirmou a captura 

desses aptâmeros pelo pool de DENV e vice-versa, cujos fragmentos 

amplificados tiveram seus tamanhos próximos ao esperado para DENV (a e b: 

150 pb), A03 (c: 98 pb) e C10 (d:89 pb).  

A inclusão da curva de dissociação é essencial para verificar se 

houve formação de um único produto ou se produtos inespecíficos também 

foram formados. O surgimento de um único pico na curva de melting sugere a 

formação apenas do produto de interesse, enquanto o aparecimento de vários 

picos indica a formação de produtos inespecíficos na reação ou a eventual 

formação de dímeros de primers (NASCIMENTO et al., 2010).  

Conforme representado na Figura 6.9III, para cada reação 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 

amplificação de um mesmo produto. Já 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 ausência de produtos 

inespecíficos. 
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FIGURA 6.9: Curvas de amplificação dos produtos obtidos nos ensaios de captura de DENV e aptâmeros (I), eletroforese em gel de agarose 

das amostras amplificadas (II) e curva de dissociação dos primers (melting) (III). (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 detecção da amplificação por corante intercalante, durante as 

fases de anelamento e extensão, as moléculas do corante se ligam às fitas 

duplas de DNA recém sintetizadas (Figura 6.10). O aumento de fluorescência 

gerado por essa ligação é detectado em tempo real, sendo essa fluorescência 

proporcional à quantidade do segmento de DNA amplificado (NOVAIS & PIRES-

ALVES, 2004). 

 

FIGURA 6.10: Representação esquemática do mecanismo de atuação do corante 

intercalante. Adaptado de Sigma-Aldrich, 2014. 

 

Quando livre em solução, com a presença apenas de ssDNA, o 

corante intercalante emite sinal de baixa intensidade. À medida que a reação 

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 é comumente utilizada como método de 

detecção em ensaios de afinidade entre ligantes e alvo, devido à sua alta 

sensibilidade. Fredriksson e cols. (2002) utilizaram a qPCR em um ensaio de 

proximidade de ligação, empregando o duplo reconhecimento de dois aptâmeros 

de trombina. Os autores obtiveram um limite de detecção três vezes maior, em 

comparação com o método ELISA. 

A ligação de aptâmeros selecionados contra E. coli foi estudada por 

Marton e cols. (2016), utilizando qPCR como método de detecção. Para os 

quatro aptâmeros avaliados, foram obtidas constantes de dissociação (𝐾𝑑) 

estimadas em valores entre 11,97 e 161,0 nM. 

No presente estudo, ainda é necessária a realização de mais testes 

para determinar quantitativamente o grau de afinidade e especificidade entre 

esses aptâmeros e o DENV, uma vez que existem algumas variáveis a serem 

avaliadas nesse experimento, como a pureza das amostras, eficiência dos 
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processos de imobilização nas partículas magnéticas, de eluição das moléculas 

capturadas, testes com sorotipos individualizados, bem como testes em variadas 

concentrações de alvo e aptâmero e com repetições das reações. 

 

6.5 Ensaios FRET 

 

As leituras do aptâmero A03 marcado somente com FAM 

demonstraram picos de emissão característicos do fluoróforo, os quais tiveram 

sua intensidade aumentada de acordo com a concentração (10, 50 e 100 nM), 

como pode ser observado na Figura 6.11. Conforme o esperado, os tampões 

Tris e salino (TS) não exibiram sinal, confirmando a ausência de interferência.  

Nas medidas feitas em Tris, os picos apresentaram o máximo de 

emissão em 516 nm, enquanto nas leituras feitas em TS foi observado um 

deslocamento do comprimento de onda do máximo de emissão para 518 nm. 

Outro efeito verificado foi a redução na intensidade de fluorescência, causado 

pela presença dos sais.  

 

 

FIGURA 6.11: Espectro de emissão fluorescente do fluoróforo FAM (excitado a 490 nm) 

ligado ao aptâmero A03 na extremidade 5’, nas concentrações de 10, 50 e 100 nM, na 

presença de Tris e tampão salino (TS). 

 

A partir dos espectros obtidos, a concentração intermediária (50 

nM) foi adotada para realização dos demais testes. Nas leituras realizadas para 
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o A03 marcado somente com TAMRA foi observada uma pequena redução na 

intensidade de fluorescência na presença dos íons provenientes dos sais, e um 

deslocamento no comprimento de onda máximo do pico de emissão de 578 para 

576 nm quando há dupla marcação, como está demonstrado na Figura 6.12. 

Além disso, na presença do TAMRA, o fluoróforo FAM apresenta uma grande 

queda na intensidade de fluorescência, quando comparados aos espectros da 

molécula marcada somente com FAM. Pode-se notar também o pequeno 

aumento na intensidade do TAMRA, na presença do FAM. Na dupla marcação 

também é possível observar um comportamento semelhante na presença de 

sais, com redução na intensidade de fluorescência de ambos, FAM e TAMRA. 

 

 

FIGURA 6.12: Espectro de emissão fluorescente das moléculas de A03 marcadas 

individualmente com FAM (F) na extremidade 5’ (λex – 490 nm), TAMRA (T) na 

extremidade 3’ (λex – 560 nm) e com marcação dupla FT (λex – 490 nm). As medidas 

foram realizadas com 50 nM do aptâmero, na presença de Tris e tampão de salino (TS). 

 

Essas alterações verificadas nas intensidades de fluorescência 

apresentadas pelos fluoróforos, quando estão presentes simultaneamente na 

molécula do aptâmero, indicam que a conformação estrutural do 

oligonucleotídeo possibilita a ocorrência de FRET, onde FAM transfere energia 

para TAMRA, ocasionando a diminuição da fluorescência do reporter e um 

aumento na intensidade de fluorescência apresentada pelo quencher. 

Quando a molécula doadora está distante do quencher, a mesma 

emite fluorescência normalmente, porém, quando estão próximas, devido à 
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transferência de energia que ocorre entre o doador e o aceitador, a fluorescência 

do doador diminui, e, dependendo do grau de proximidade, pode ser suprimida. 

Esse comportamento está esquematizado na Figura 6.13. 

 

 

FIGURA 6.13: Relação entre a distância dos fluoróforos fluoresceína (F) e quencher 

(Q); emissão e supressão de fluorescência. Adaptado de Biosearch Technologies, 2016. 

 

O espectro de fluorescência obtido é altamente sensível ao 

ambiente bioquímico do fluoróforo. Assim, a partir das medidas de fluorescência 

realizadas, o estudo estrutural do aptâmero A03 pode ser feito, bem como a 

avaliação de alterações estruturais em função de sais, temperatura e possíveis 

ligantes. 

Diversos fatores como a temperatura, pH, solvente e a presença de 

outras espécies podem ter um profundo efeito nas características fluorescentes 

de uma substância, afetando não somente a velocidade dos processos 

fluorescentes, mas também a natureza e a energia relativa do estado excitado 

de menor energia (MAXWELL, 2010). 

A presença de íons dissociados no solvente altera a polaridade do 

meio, provocando deslocamentos nos espectros de emissão e afetando energia 

do estado excitado (LAKOWICZ, 2006). Nas transições entre os orbitais Pi 

ligantes e Pi* antiligantes, comuns na fluorescência, a molécula no estado 

excitado é mais polar e tem caráter mais básico do que quando ela se encontra 

no estado fundamental. O aumento da polaridade do solvente ocasiona uma 

diminuição da energia relativa do estado excitado, uma vez que o excesso de 

energia vibracional é perdido para o solvente. Assim, a emissão de energia pode 

diminuir devido a estabilização do estado excitado pelo solvente polar (INGLE & 
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CROUCH, 1988; LAKOWICZ, 2006). Esse efeito é denominado contact 

quenching (extinção de contato) (LI et al., 2008). 

Analisando individualmente a influência dos cátions Na+ e Mg2+, 

pode-se notar que o Mg2+ tem maior influência na emissão de fluorescência pelo 

fluoróforo, uma vez que, à medida que a concentração de MgCl2 foi sendo 

aumentada, ocorreu uma diminuição da emissão fluorescente de FAM e um 

aumento no pico do TAMRA, conforme mostrado na Figura 6.14a, com maiores 

diferenças observadas na variação entre 10 e 40 mM e poucas diferenças na 

variação entre 80 a 400 mM. Esse comportamento sugere o favorecimento da 

transferência de energia entre doador e aceitador com o aumento de magnésio 

no meio. Não foi verificada variação da emissão fluorescente em decorrência do 

aumento da concentração de sódio (Figura 6.14b) e as variações nas 

concentrações comportaram-se nas curvas de fluorescência como repetições. 

Chen e cols. (2012) verificaram em suas investigações sobre a 

dependência da força iônica no dobramento e na dinâmica das moléculas de 

ssDNA e RNA, através de medidas de comprimentos de persistência (lp), que os 

íons divalentes Mg2+ apresentam influência significativamente maior sobre a 

estrutura de ácidos nucleicos do que íons monovalentes Na+
,
 devido ao maior 

efeito de blindagem das cargas negativas da fita. 

Um estudo de força iônica com os cátions Na+ e Mg2+ realizado por 

Li e cols. (2008), onde desenvolveram uma sonda-aptâmero (duplamente 

marcado com FAM e TAMRA) baseada em FRET, para detecção rápida e 

quantitativa de angionina (Ang), demonstrou a diminuição da intensidade de 

fluorescência dos fluoróforos na presença desses íons e um aumento da razão 

entre ID e IA, apresentada em maior grau na adição de Mg2+. Esses resultados 

estão de acordo com os aqui obtidos, onde foi observada uma grande influência 

do Mg2+ na fluorescência emitida pelos fluoróforos, entretanto o Na+ não 

apresentou efeito. 

A temperatura também é outro fator importante a ser analisado no 

comportamento das biomoléculas. Em geral, o aumento da temperatura tem 

como consequência um aumento na eficiência dos processos de relaxamento 

vibracional na desativação do estado excitado. No entanto, por ser um fenômeno 

de tempo de vida relativamente curto, esse fator é menos crítico no caso da 
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fluorescência, o que permite fácil observação de emissão fluorescente em 

temperatura ambiente (INGLE & CROUCH, 1988). 

Utilizando a razão entre as intensidades de fluorescência do 

doador-FAM (ID) e aceitador-TAMRA (IA), obtida utilizando os valores de 

integração sobre todo o espectro, constatou-se uma diminuição da razão entre 

as intensidades de emissão dos fluoróforos e um aumento da estabilidade 

estrutural do aptâmero na presença de TS após o aumento da temperatura 

(Figura 6.14c).  

 

 

FIGURA 6.14: Espectros de emissão fluorescente demonstrando o efeito da adição de 

Mg2+ e Na+ e da temperatura na conformação estrutural do aptâmero A03. (a) Adição de 

MgCl2: resulta em abaixamento do pico de fluorescência do FAM e aumento do TAMRA; 

(b) Adição de NaCl: não gera efeito; (c) Gráfico da razão entre as intensidades de 

fluorescência do doador (ID) e aceitador (IA) obtidas nas leituras do A03 marcado com 

FT em temperatura ambiente e a aproximadamente 70 °C, demonstrando diminuição da 

razão da intensidade dos picos com o aumento da temperatura. 

 

Ao elevar a temperatura para 70 °C ocorreu redução da emissão 

de FAM e aumento da emissão de TAMRA, o que é indicativo de FRET, 

resultando na redução da razão entre as intensidades de fluorescência. Na 

presença de íons (TS) essa diminuição da razão incidiu em menor grau, 
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indicando uma menor influência da temperatura. Esse resultado sugere o 

aumento da estabilidade estrutural do oligonucleotídeo, causado pela presença 

de íons na solução. 

A estabilidade térmica da estrutura quadruplex de um aptâmero 

ligante de trombina foi avaliado por Rache e Mergny (2015). Nesse estudo, 

leituras foram realizadas entre 25-95 °C e tampão cacodilato de lítio10 mM (pH 

7,2) e 100 mM de sais (KCl e LiCl), sendo demonstrada uma influência da 

concentração de sais na estabilidade térmica do oligonucleotídeo. O aumento da 

força iônica da solução gerou aumento da estabilidade do aptâmero, resultando 

em uma elevação no ponto de fusão do mesmo. Esses resultados corroboram 

com os dados obtidos para o aquecimento do oligonucleotídeo na presença de 

sais, onde foi observada uma maior estabilidade estrutural, uma vez que foi 

verificada uma menor razão entre as intensidades de fluorescência em função 

do aumento da temperatura, em comparação ao teste com ausência de sais 

(tampão tris).  

 

6.5.1 Interação aptâmero A03 e DENV: influência da concentração de DENV, 

tempo de incubação e presença de íons 

 

Ao ser incubada com o alvo (pool dos quatro sorotipos de DENV) 

em tampão Tris, a molécula F-A03-T não apresentou variações na distância 

entre doador (FAM) e aceitador (TAMRA) (Figura 6.15a). Entretanto, nas leituras 

feitas em tampão salino, a adição de DENV provocou a alteração estrutural do 

aptâmero (Figura 6.15b). 

Nos espectros de fluorescência normalizados (Figura 6.15), 

observa-se que a presença dos sais provoca aproximação das extremidades da 

fita do aptâmero e, consequentemente, a ocorrência de FRET. A transferência 

de energia entre doador e aceitador é demonstrada pela diminuição no pico de 

emissão fluorescente apresentado pelo FAM e consequente aumento no pico 

referente ao TAMRA.  

Ao adicionar DENV, a interação entre as moléculas é evidenciada 

pelo aumento do pico de fluorescência do FAM e diminuição de TAMRA, 

indicando um distanciamento dos fluoróforos devido à alteração na estrutura 
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tridimensional provocada por um possível desdobramento da molécula, 

resultante da formação do complexo aptâmero:alvo (Figura 6.15b).  

Com a adição do dobro da quantidade de DENV (50 nM), a 

intensidade de fluorescência do fluoróforo doador apresentou um pequeno 

aumento e, proporcionalmente, uma pequena diminuição na intensidade de 

fluorescência do aceitador. Ao dobrar novamente a quantidade de DENV (100 

nM), foi verificado o mesmo comportamento anterior, cuja diferença maior na 

intensidade de fluorescência do doador comparado ao controle foi observada 

para a concentração de 25 nM de DENV.  

 

 

FIGURA 6.15: Espectros de emissão fluorescente das moléculas de A03, 

marcadas duplamente com FAM (F) na extremidade 5’ e TAMRA (T) na 

extremidade 3’, na presença de DENV (25, 50 e 100 nM).(a) A03 + DENV em 

tampão Tris/ espectros de fluorescência do A03 marcado com FT em Tris e TS; 

(b) A03 + DENV em tampão salino; (c) Gráfico da razão entre as intensidades 

de fluorescência do doador (ID) e aceitador (IA) obtidas nas leituras do A03 

marcado com FT na presença de DENV (25, 50 e 100 nM) e tempos de 

incubação de 1, 20 e 40 min. 

 

A diferença de fluorescência pode ser analisada também pela 

razão das intensidades do doador (ID – 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 adição de DENV, representada na Figura 6.15c.  

Na presença de 25 nM de DENV o tempo de incubação não 

apresenta influência na ligação, indicando que todo o DENV presente no meio 

se ligou nos primeiros minutos de incubação. No teste com 50 nM de DENV, 

devido a maior quantidade de alvo, houve variação na fluorescência de acordo 

com o tempo de incubação, sugerindo a ocorrência de modificação estrutural 

com o passar do tempo. A adição de 100 nM de DENV demonstrou uma 

influência do tempo bem menor, comparada ao teste com 50 nM de DENV.  

Esses dados sugerem que a estequiometria de ligação entre A03 e 

DENV é de 1:1, considerando as curvas obtidas, as quais demonstram a 

ocorrência de uma maior quantidade de alterações estruturais das moléculas de 

aptâmero (50 nM) após a adição de 25 nM e 50 nM de DENV, e uma tendência 

à estabilização após adição de 100 nM de DENV, onde as diferenças de 

fluorescência observadas foram menores devido a possível saturação das 

ligações entre aptâmero e alvo.  

Os experimentos mostraram que a presença dos íons provenientes 

do tampão salino é de extrema importância para a visualização de ligação entre 

aptâmero e alvo. As leituras feitas em tampão Tris não apresentaram indícios de 

modificação estrutural, enquanto as medidas realizadas em tampão salino 

evidenciaram a ocorrência de transferência de energia. 

Esses íons, provavelmente, geram uma alteração na estrutura do 

aptâmero que resulta na aproximação das extremidades e ocorrência de FRET. 

Para que haja ligação entre o alvo e o aptâmero, os sítios de ligação são 

liberados pelo desdobramento da molécula, o que resulta em um aumento da 

distância entre os fluoróforos, diminuindo a ocorrência de FRET e, dessa forma, 

permitindo a visualização da ligação.  

Nagatoishi e cols. (2006) estudaram os efeitos da adição do íon 

potássio (K+) na estrutura de um aptâmero ligante de trombina (TBA), marcado 

com FAM e TAMRA. Em seus experimentos, constatou-se uma diminuição das 

intensidades de fluorescência dos fluoróforos com o aumento da concentração 

do íon (0-100 mM) e um aumento na razão entre as intensidades do doador (ID) 

e aceitador (IA). A adição do íon proporcionou a aproximação dos fluoróforos, 

favorecendo a ocorrência de FRET devido à formação de uma estrutura 
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quadruplex, corroborando com os resultados obtidos nas medidas com presença 

e ausência de sais, em que os íons provocaram uma diminuição da distância 

entre os fluoróforos, aumentando a transferência de energia. 
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7. CONCLUSÃO 

 

A investigação sobre as conformações dos aptâmeros A03 e C10, 

avaliada por meio de técnicas de biologia e física molecular, demonstrou suas 

afinidades e especificidades de ligação à porção 5’UTR do vírus da dengue. As 

alterações ocorridas nos aptâmeros e alvo, em suas estruturas secundárias e 

terciárias, indicaram suas interações. Particularmente os íons Na+ e Mg2+ 

exerceram influência direta sobre a molécula do aptâmero A03, influenciando na 

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

 

Para uma melhor compreensão da cinética de ligação entre os 

aptâmeros A03 e C10 e o DENV, faz-se necessário repetir e otimizar os testes 

de captura de ligantes com detecção por PCR em Tempo Real e os ensaios de 

FRET realizados nesse trabalho, bem como a realização do estudo utilizando a 

técnica FRET para o aptâmero C10. Todas essas medidas devem ser feitas com 

repetições, a fim de garantir a reprodutibilidade dos experimentos e a 

confiabilidade dos resultados obtidos.  

A influência dos sais na estrutura conformacional dos aptâmeros e, 

consequentemente na interação com o DENV, precisa ser investigada de 

maneira mais aprofundada e, para isso, são necessários mais testes com 

diferentes combinações de sais e concentrações. 

Após a compreensão dessas variáveis citadas, a constante de 

dissociação (𝐾𝑑) pode ser calculada, a partir da varredura de um amplo espectro 

de concentrações para cada um dos quatro sorotipos do DENV. 

Esse estudo também pode ser complementado pela análise dessas 

interações entre os aptâmeros A03:DENV e C10:DENV por meio das técnicas 

de SPR e RAMAN e pela avaliação da afinidade e especificidade da ligação 

aptâmero:alvo mediada por mutações sítio-dirigidas nos aptâmeros.  
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