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1.1 INTRODUCAO

A utilizagdo de microarranjos de DNA e RNA (pequenos chips com
sequéncias sintéticas de DNA ou RNA utilizados para isolar genes e analisar
sua expressdo) levantou a possibilidade de que anticorpos pudessem também
ser utilizados de maneira similar para a triagem de outras macromoléculas,
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como proteinas e carboidratos. Tentativas foram feitas para o desenvolvi-
mento de microchips de anticorpos. Entretanto, seu sucesso foi limitado
pela falta de anticorpos puros e pela sua sensibilidade a degradagao. Isso fez
com que sequéncias sintéticas de DNA e RNA passassem a ser consideradas
para a triagem de um determinado ligante!. Os 4dcidos nucleicos sdo com-
postos atrativos como ferramentas de triagem por se dobrarem em estru-
turas secunddrias e tercidrias bem definidas, serem de facil sintese quimica
ou enzimdtica e carecerem de imunogenicidade?. De fato, é a conformacao
tridimensional do oligonucleotideo que explica sua capacidade de se ligar
a um determinado alvo, diferente dos microarranjos de DNA ou RNA que
funcionam com base na complementariedade entre as bases nitrogenadas.

Esses ligantes de DNA ou RNA, conhecidos como aptameros, podem ser
definidos como oligonucleotideos sintéticos capazes de interagir com ami-
nodacidos, proteinas e outras moléculas; sio obtidos a partir de uma biblio-
teca combinatéria de acidos nucleicos por meio de um processo interativo
que envolve os passos de ligacdo ao alvo, separacdo das sequéncias ligantes
e amplificacao das mesmas?>.

Muito embora a capacidade de moléculas de DNA e RNA de interagir
com proteinas ou mesmo com outras moléculas de DNA e RNA fosse ja
conhecida antes do advento dos aptimeros, o potencial dos mesmos sé se
tornou evidente quando se observou que tais moléculas de acido nucleico
também eram capazes de interagir com compostos que normalmente nao
interagem com DNA ou RNA. Isso s6 foi capaz gracas ao surgimento da
técnica denominada Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment (SELEX), a qual sera discutida nesse capitulo.

1.2 HISTORICO

A técnica de SELEX permite isolar moléculas de acido nucleico a partir
de uma biblioteca combinatéria de mais de 10" sequéncias individuais e
foi desenvolvida apenas na década de 1990, por dois grupos de pesquisa
separadamente. Na época, Craig Tuerk estava terminando sua tese de dou-
torado, sob orientacdo do professor Larry Gold, na Universidade do Colo-
rado. Ambos estavam interessados em elucidar o funcionamento do opera-
dor traducional do RNA mensageiro que codifica para a DNA polimerase
do bacteriofago T4. Esse operador consiste de um grampo e da sequéncia de
Shine e Dalgarno, aos quais a polimerase se liga para reprimir a sua sintese
quando os niveis de replica¢do estdo apropriados. Para tanto, o grampo foi



SELEX: Conceitos bisicos & metodologia para o desenvolvimento de aptdmeros de RNA como ligantes de receptores de superficie celular 17

substituido por sequéncias aleatérias em seus oito residuos de nucleotideos.
O primeiro experimento de SELEX forneceu duas sequéncias com afinidade
a DNA polimerase do bacteriofago T4 — a selvagem e uma contendo quatro
muta¢des. Foram esses experimentos que definiram a técnica de SELEX*.

No mesmo ano, Andy Ellington e Jack Szostak, trabalhando no Departa-
mento de Biologia Molecular do Hospital Geral de Massachusetts, utiliza-
ram a mesma estratégia geral para selecionar sequéncias de RNA que inte-
ragem especificamente com os corantes organicos Cibacron Blue e Reactive
Blue. Tais ligantes foram chamados aptameros (do latim aptus, que significa
“ligar/encaixar”)’. Desde entdo, aptaimeros de DNA e RNA com afinidade e
especificidade equiparaveis as de anticorpos monoclonais tém sido selecio-
nados contra uma ampla variedade de alvos, desde ions e pequenas molé-
culas a complexos alvos, como receptores de membrana®’. Por exemplo, ja
foram identificados aptimeros que se ligam a proteinas de adesdo na super-
ficie de Trypanosoma cruzi e inibem a invasdo de células do hospedeiro
pelo parasita®.

A partir do seu trabalho inicial, Tuerk e Gold imaginaram que trabalhar
com regides randomicas maiores que oito nucleotideos poderia dar origem
a sequéncias capazes de assumir estruturas secunddarias e tercidrias mais
diversas, tal como ocorre, por exemplo, com os RNAs transportadores. Um
numero maior de aptameros com estruturas tridimensionais distintas, por
sua vez, permitiria a selecdo de ligantes contra praticamente qualquer alvo.
Foi pensando assim que a regido randomica foi expandida de oito nucleoti-
deos para trinta a quarenta. A possibilidade de explorar os aptameros como
agentes terapéuticos foi prontamente observada e levou a cria¢do, em 1992,
da empresa NeXagen (mais tarde, NeXstar). Desde entao, muitos aptimeros
foram identificados, sendo que alguns destes estdo em testes clinicos. O pri-
meiro aptdmero a ser lancado no mercado é um medicamento denominado
Macugen, o qual é empregado no tratamento de pacientes que sofrem de
degeneragao macular associada a idade. Embora esse aptimero de RNA con-
tra o fator de crescimento endotelial vascular (vascular endotelial growth
fator — VEGF) tenha sido liberado pela agéncia norte-americana FDA (Food
and Drug Administration) para uso clinico apenas em janeiro de 20085, seu
desenvolvimento remonta a NeXstar, quando o aptimero ainda estava em
triagem e era denominado NX1838 (sua designa¢ao mudou quando seus
direitos terapéuticos foram licenciados para a Eyetech)’.

Atualmente, varios outros aptameros estao em desenvolvimento clinico
como agentes terapéuticos para as mais diversas doencgas e condigdes para
as quais ainda nio existe nenhum tratamento eficaz ou cujo tratamento
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apresenta alguma limitag¢do (por exemplo, sio imunogénicos, apresentam
baixa biodisponibilidade e/ou efeitos colaterais indesejaveis). Aptime-
ros selecionados contra uma gama de proteinas diferentes, incluindo cito-
cinas, proteases, quinases, receptores de superficie e proteinas de adesio,
representam uma importante alternativa terapéutica para o tratamento
desde infec¢des virais e bacterianas até de doencas como cancer e mal de
Alzheimer!. Por exemplo, ja foram identificados aptimeros de RNA que se
ligam a transcriptase reversa do virus da imunodeficiéncia humana (human
immunodeficiency virus, HIV) e a inibem, além de suprimirem a replica-
¢do viral quando expressos em células humanas. Esses aptameros poderiam,
portanto, ser utilizados no tratamento de infe¢des pelo HIV!'.. Também é
notavel o desenvolvimento de um aptamero contra nucleolina, uma proteina
cuja expressdo € alta em células tumorais. Tal aptamero ja entrou em estu-
dos de fase clinica I e Il e parece ser promissor no tratamento de leucemia
e carcinoma renal'?. Esses dois exemplos apenas ilustram como sequéncias
de DNA e RNA, ligando-se de forma altamente especifica aos seus alvos,
podem ser utilizadas como agentes terapéuticos (para mais exemplos, ver
Tuerk e Gold?).

Embora a técnica SELEX nio tenha sido concebida para ser um método
para a triagem de oligonucleotideos com novas funcoes, ela rapidamente foi
visualizada e adaptada para este fim. O método basico da SELEX foi desen-
volvido para alcangar uma série de objetivos especificos'®!*. Em geral, parece
ser um progresso que, depois de a area ter sido estabelecida, as bibliotecas
de selecao tenham comecado a ser modificadas, a fim de melhorar sua resis-
téncia in vitro. Posteriormente, quando se confirmou a suficiéncia da funcio-
nalidade e da resisténcia, foram testados os aptameros no interior de células.
Nesses experimentos, os aptimeros demonstraram ser adequados para as
condi¢des celulares e a maior preocupagido era a forma de regular e detecta-
-los no interior da célula. Finalmente, apds treze anos, os aptameros estavam
prontos para serem usados como ferramentas biotecnologicas, e a visdo foi
focada em melhorar o método para torna-lo mais eficiente, incorporando
novas tecnologias. Na Tabela 1.1, fornecemos um panorama historico da
maior parte das variantes da SELEX usando os primeiros artigos publicados
como referéncias (Tabela 1.1). E importante mencionar que algumas destas
variantes da SELEX foram desenvolvidas para a obtencdo de aptameros de
DNA, mas o mesmo método pode ser aplicado para as bibliotecas de RNA
nio codificantes e foram descritas como parte da evolu¢do da SELEX.
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Tabela 1.1 Linha do tempo das modificacdes emergentes da SELEX

ANO TIPO DE SELEX REFERENCIAS*
(ldssica, Negativa

1990- Envolve a alterndncia entre ciclos de selecto positiva e negativa para descartar 1515

1993 sequéncias inespecificas. Por exemplo, aquelas que se ligam as colunas ou T

filtros usadas para separar as sequéncias ligantes das ndo ligantes

Contadora ou Substrativa
Empregado para selecionar aptdmeros capazes de diferenciar entre alvos muito
1994 similares. Nesse caso, imobiliza-se o alvo em uma coluna e, apds um certo 16,17
nimero de ciclos de selecto, elui as sequéncias ligantes com uma molécula muito
similar ao alvo, descartando as sequéncias que interagem com a mesma

Ligacdo covalente (Foto-SELEX, ligacGo cruzada, cDNA-SELEX

1995 Na Foto-SELEX, a biblioteca contém um cromdforo fotorreativo capaz de estabelecer 18-20
ligacdo covalente com o alvo quando o complexo & irradiado com UV
1996 Spiegelmer 21
1997 In vivo 22
Quimérica, proteinas de membrana
1998 AptGmeros contra alvos diferentes sto fusionados de modo a obter 23, 24
sequéncias capazes de se ligar a alvos diferentes
1999 SELEX célula-especifica (CS-SELEX), multiestdgio 25
Aptameros Beacon, Indireta
2000 Funcionam como biossensores para DNA e fluorescem 26-28
apenas quando se anelam ds sequéncias-alvo
Alternada
2001 Ciclos alternados de selegdio contra um alvo primdrio (peptideo correspondente 29 30

a parte de uma proteina) e contra o alvo final (proteina inteira) sdo realizados
de modo a garantir a obtencdo de aptdmeros de elevada especificidade

2002 Cassete de expressdo

0 aptdmero é obtido fusionado a algum cassete de expressdo. i
SELEX adaptada ou failored-SELEX
2003 Permite a obtencdo de aptdmeros de sequéncias curtas, o que 32
facilita sua manipulagdo e modificacdes pds-selegdo
2004 CE-SELEX 33
FluMAG
2005 0 alvo é imobilizado em beads magnéticas e, apds o primeiro ciclo 34

de seledio, a biblioteca é marcada com um fluordforo, permitindo a
quantificagdo das sequéncias selecionadas ao longo do processo
TECS-SELEX, NON-SELEX (NCCEM)
2006 A primeira se destina a selecto de aptdmeros contra proteinas de membrana e a segunda tem 35, 36
como caracteristica ndo empregar ciclos de amplificacio por PCR, o que ofimiza o protocolo
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ANO TIPO DE SELEX REFERENCIAS*
Nano-Selection (nM-AFM SELEX), MonoLEX
2007 A primeira utiliza microscopia de forca atémica para identificar os complexos 37 38

aptamero-alvo e capturar as sequéncios ligantes devido @ sua fluorescéncia. MonoLEX
utilizada apenas como um passo de selecdo para obtencio de aptdmeros

2008 (S-SELEX 39,40
2009 Next-generation SELEX 4]

2010 SELEX Microfluidica, andlises de bioinformdtica 42-45
2011 SELEX de maltiplos alvos e alto rendimento 46-49

* Nota: As referéncias correspondem ao primeiro artigo publicado de cada tipo de SELEX. Cada cor ou tonalidade de cinza representa o
estabelecimento de um conjunto de métodos relacionados: Definindo a técnica (1990-1994); Melhoria das bibliotecas (1995-1996);
Entrando no ambiente celular (1997-1999); Regulacdo e deteccdo (2000-2003); atualizando a SELEX com tecnologios modernas
(2004-2011).

1.3 PROCEDIMENTO DE SELEX

O ponto de partida para a técnica de SELEX ¢ a sintese de uma biblioteca
de DNA simples fita (single-stranded DNA, ssDNA) contendo cerca de 10"
a 10" sequéncias diferentes. Cada sequéncia possui uma regido randémica
de 16 a 75 posigdes, flanqueada por duas regides constantes, as quais servem
para o anelamento de primers, digestio com enzimas de restri¢ao e, no caso
de aptameros de RNA, para a transcricao in vitro com a RNA polimerase
do bacteriofago T7 (T7 RNA polimerase). Essa biblioteca pode ser utilizada
diretamente para a selecio de aptimeros de DNA, ou, alternativamente, as
moléculas de DNA dupla fita (double-stranded DNA, dsDNA) sio obti-
das por sintese enzimdtica com a DNA polimerase de Thermus aquaticus
(Taq DNA polimerase) e a biblioteca de RNA é gerada por transcricio in
vitro para a selecao de aptameros de RNA’. A seguir, a biblioteca é incu-
bada com o alvo por um determinado tempo e os complexos ligante-alvo
sao separados das sequéncias livres, ou que se ligaram fracamente, por um
dos varios métodos disponiveis, como adsor¢do em filtro de nitrocelulose,
separacdo em ensaios de gel shift, cromatografia de afinidade ou eletrofo-
rese capilar®l. Os oligonucleotideos ligados sdo eluidos e amplificados pela
PCR (polymerase chain reaction), quando ocorre a selecao de aptameros de
DNA ou pela RT-PCR (reverse transcription — PCR) quando ocorre a sele¢ao
de aptameros de RNA. Um novo pool de sequéncias enriquecidas é gerado
por meio de desnaturacio do dsDNA e purificagao do ssDNA (selecao de
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Figura 1.1 Esquema representativo da técnica de SELEX para o desenvolvimento de aptdmeros de RNA. Este procedimento é caracteriza-

do pela repeticdo de passos sucessivos: incubagdo da biblioteca com a molécula-alvo, separagio das sequéncias ligadas das ndo ligadas,

eluicdo dos oligonucleotideos complexados, transcrictio reversa, amplificagdo e transcricdo das sequéncias recuperadas, para a criacdo de

uma nova biblioteca que serd usada no préximo ciclo de SELEX. Geralmente, de cinco a quinze ciclos sto necessdrios para a geragdo de

aptimeros com afinidade e especificidade pelo seu alvo™.
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aptameros de DNA), ou por transcri¢do in vitro (selecio de aptameros de
RNA). Esse pool é utilizado no préximo ciclo de selecio e amplificacio.
Em geral, sao necessdrios de seis a vinte ciclos para a selecio de aptameros
com elevada afinidade e especificidade (Figura 1.1). Em termos praticos,
ciclos sdo realizados até que a afinidade da biblioteca pelo alvo se estabilize.
Passos de sele¢ao negativa devem ser adicionados para minimizar o enri-
quecimento de sequéncias que se ligam inespecificamente. Por exemplo, na
selecdo de aptameros contra proteinas recombinantes expressas na superficie
celular, ciclos de selecdo negativa contra células que nao expressam o alvo
sdo recomendados para a eliminagdo das sequéncias que se ligam de forma
inespecifica aos demais constituintes da membrana. Neste passo, as molé-
culas que se associam a membrana sao eliminadas, enquanto as demais sdo
coletadas e usadas para dar continuidade ao procedimento’?.

Depois do ultimo ciclo de SELEX, o pool é clonado e sequenciado. Apta-
meros com sequéncias conservadas sdao selecionados e utilizados em ensaios
de ligacdo para determinar sua afinidade e especificidade pelo alvo. Ade-
mais, podem ser feitas muta¢des para definir a sequéncia minima e motivos
necessarios para a interagao com o alvo. Finalmente, os aptameros obtidos
podem sofrer algumas modificagdes a fim de otimizar suas propriedades fisi-
co-quimicas, como a incorporac¢ao de nucleotideos modificados para aumen-
tar a estabilidade ou a conjuga¢do com determinados grupos para aplicacoes
analiticas ou purifica¢dao do alvo'.

1.4 A QUIMICA DOS NUCLEOTIDEOS

A natureza quimica dos residuos de nucleotideos que formam os aptame-
ros é de particular importancia, pois determinara a faixa de possiveis estru-
turas tridimensionais que os aptameros poderdo assumir e também a sua
estabilidade frente a degradacdo. Por exemplo, moléculas de RNA siao muito
mais suscetiveis a hidr6lise em meio basico devido a presen¢a de um grupo
hidroxila na posi¢dao 2’ do anel da ribose que, quando desprotonado, ataca
e quebra as ligacoes fosfodiéster. O DNA, por outro lado, por ser formado
por residuos de desoxirribonucleotideos, ¢ quimicamente mais estavel. A fim
de aumentar a estabilidade dos aptameros e, dessa forma, sua biodisponibi-
lidade em fluidos biolégicos, trés abordagens tém sido utilizadas:

¢ Uso de nucleotideos modificados, por exemplo, pirimidinas modifica-
das na posi¢do 2’ com -NH,, -F e grupos -OCH,. Tais modifica¢des



SELEX: Conceitos hdsicos e metodologia para o desenvolvimento de aptdmeros de RNA como ligantes de receptores de superficie celular

aumentam a meia-vida das moléculas de RNA em fluidos biolégicos
(Figura 1.2)%3%4,

e Modificag¢do da ligagdao fosfodiéster. Isso é conseguido por meio do
uso, por exemplo, de a-tio-desoxinucleosideo trifosfatos e a-borano-
-nucleosideo trifosfatos, que dao origem a aptimeros mais resistentes
a acdo de nucleases*>*¢ (Figura 1.2).

e Uso de aptameros enantioméricos conhecidos como spiegelmers (do
alemao Spiegel, que significa “espelho”). Essa técnica representa uma
solugcdao muito elegante para o problema de estabilidade dos aptame-
ros. O processo envolve inicialmente criar uma imagem especular do
alvo, entdo selecionar aptimeros para essa imagem especular e, final-
mente criar a imagem especular do aptamero selecionado (Figura 1.3).
Usando esta abordagem, ja foram selecionados spiegelmers contra
D-adenosina, L-vasopressina e L-arginina’°7%,

Em resumo, a técnica de SELEX permite a sele¢io de aptameros com
alta seletividade e especificidade contra uma variedade de alvos. Entretanto,
nao existe um protocolo de selecio comum a todos os alvos. O desenho
do procedimento de SELEX depende do alvo, da biblioteca de oligonu-
cleotideos e da aplicacdo e caracteristicas desejadas para os aptimeros que
serdo selecionados’.

1.5 APTAMEROS VERSUS ANTICORPOS

Conforme ja mencionado, os aptameros representam uma promissora
nova classe de agentes terapéuticos e para diagndstico que se ligam aos seus
alvos com alta afinidade e com poténcia similar aquela observada com os
anticorpos; podem ser descobertos via sele¢do in vitro por meio da técnica
de SELEX e sintetizados quimicamente. Portanto, os aptimeros combinam
vantagens de pequenas moléculas e de anticorpos: rdapida sintese e otimiza-
¢ao, facil sintese quimica e caréncia de imunogenicidade. Nio é por acaso
que temos aptameros sendo desenvolvidos contra os mais diversos alvos e
para os mais diversos fins (analitico, diagndstico, terapéutico), alguns ja em
testes pré-clinicos e clinicos®”. Podemos ainda mencionar como vantagens
apresentadas pelos aptdmeros em relagdo aos anticorpos:

e Tamanho: enquanto os anticorpos possuem de 150 KDa a 160 KDa,
os aptameros sao formados por poucas dezenas de nucleotideos.

23
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Figura 1.2 Estrutura quimica dos nucleotideos modificados. O potencial terap&utico e diagndstico dos aptdmeros é aperfeicoado pela

incorporacdo de nucleotideos, com substituicoes no grupo 2-OH da ribose e com modificacdes na cadeia fosfodiéster, @ sequéncia das

moléculas de RNA. Modificada de Ulrich e Trujillo?.

® Produgdo: os anticorpos requerem animais para sua produgao ou sao
obtidos como proteinas recombinantes; os aptameros sdao obtidos por

facil sintese quimica.

e Modifica¢bes pds-sele¢do: os aptdmeros permitem muito mais modifi-
cagdes que os anticorpos, e estas podem ser feitas facilmente.

e Estabilidade: os aptdmeros sdo mais estdveis (DNA, anos em tem-
peratura ambiente; RNA, meses a -80 °C) que os anticorpos (varias

semanas a 4 °C).

® Moléculas-alvo: aptimeros sio selecionados contra uma faixa bem
maior de alvos, desde moléculas de baixa massa molecular, passando
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