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4-Resultados
4.1- Caracterizacdo das células 1321IN1 selvagens e expressando o0 receptor

recombinante P2Y2 humano

A técnica de evolucdo sistematica de ligantes por enriquecimento exponencial,
SELEX, utiliza bibliotecas combinatorias de oligonucleotideos para selecionar ligantes, por
meio de ciclos reiterativos de enriquecimento, que possuem alta afinidade contra uma
variedade de alvos protéicos.

Neste trabalho, nos propomos a identificar ligantes de RNA para o receptor
purinérgico P2Y2. O passo inicial para alcangarmos o nosso objetivo foi definir como o alvo
seria apresentado nos ciclos de selecdo. Optamos por trabalhar com uma linhagem celular
que, teoricamente, possuisse uma alta expressao do receptor P2Y2. A linhagem utilizada neste
estudo foi a de astrocitoma humano 1321N1 transfectada com o vetor pLXSN contendo a
sequéncia codificante do receptor purinérgico P2Y2 humano (1321N1-hP2Y2) (Parr et al.,
1994). Foi previamente descrito que as células 1321N1 selvagens (WT) ndo respondem a
nucleotideos (Parr et al., 1994), este dado é particularmente importante para 0 nosso estudo
pelo fato de que, no decorrer do desenvolvimento da técnica SELEX, caso julgassemos
necessario, poderemos realizar um ciclo de selecdo negativa, para diminuir a ligacdo dos
aptameros de RNA a alvos inespecificos.

Desta forma, iniciamos 0 nosso estudo caracterizando as linhagens 1321N1-hP2Y?2
guanto a expressao génica, protéica e funcional dos receptores P2Y2. As células 1321N1
selvagens também foram analisadas em relagdo aos mesmos aspectos.

A avaliacdo da expressdo do mRNA deste receptor se deu pela transcri¢do reversa do
RNA total das celulas, seguida por uma PCR utilizando iniciadores especificos para a regido
codificante do gene. Como pode ser observado na figura 4.1A, verificamos, tanto para as

células selvagens quanto para as que expressam P2Y2R, a presenca de uma banda que
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corresponde a um fragmento da sequéncia génica do receptor amplificada, o que foi
confirmado por sequenciamento. Contudo, quando o mesmo procedimento foi realizado com
0 RNA total tratado com DNAse, a banda, correspondente ao RT-PCR da WT, diminuiu
consideravelmente. Este dado pode ser explicado se considerarmos que o0 nosso RNA total
possivelmente possui contaminacdes com DNA gendmico; o qual foi eliminado com o
tratamento com a DNAse.

A expressao proteica do receptor foi confirmada por experimentos de Western Blot.
Como pode ser visualizado na figura 4.1B, a linhagem 1321N1-P2Y2 apresenta uma
expressao consideravel do receptor P2Y2, contudo, em contradicdo a outros autores que
mostraram que a linhagem 1321N1 ndo expressa endogenamente o subtipo P2Y?2 ou qualquer
outro receptor P2Y (Flitz et al., 1994, Schachter et al., 1996, Sromek and Harden, 1998,
Mamedova et al., 2006), uma banda fraca também foi observada para o procedimento
realizado com as células 1321N1 selvagens, indicando que esta linhagem, apesar de néo
responder a nucleotideos, pode expressar em niveis baixos, mas detectaveis, o subtipo
purinérgico P2Y2. Desta forma, por precaucdo, optamos ndo realizar ciclos de selecdo
negativa com a linhagem selvagem, ja que este procedimento poderia levar a eliminacdo de
sequéncias com alta afinidade pelo receptor P2Y2.

Como, fisiologicamente, os nucleotideos liberados pelas células induzem elevacGes
nas concentracdes de célcio citosolico, via ativacdo dos receptores purinérgicos, a analise
funcional do receptor P2Y2, expresso pelas células 1321N1, foi estudada por imagiamento de
célcio em microscopia confocal. As variagdes na [Ca®]i mediada pelo receptor P2Y2, foi
avaliada na presenca de algumas moléculas caracterizadas como ligantes dos receptores

purinérgicos (figura 4.2).
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Figura 4.1- Deteccdo do perfil da expressdo génica e protéica do receptor purinérgico
P2Y2 nas células de astrocitoma humano 1321N1 selvagens e transfectadas com o vetor
pLXSN contendo a sequéncia codificante do receptor purinérgico P2Y2 de humano. (A)
A expressdo génica do receptor P2Y2 foi detectada através de RT-PCR usando RNA total
tratado (*) ou ndo com DNAse. A avaliacdo da expressdo génica da B-actina foi utilizada
como controle interno para normalizar e averiguar a integridade do RNA total. Utilizou-se o
padrédo de massa molecular de 100 pb, SM0241, da Fermentas. (B) Deteccdo da expresséo
protéica de P2Y2R por Western Blot. WT: 1321N1 selvagem.
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A mobilizacdo de calcio intracelular pelos agonistas ATP e UTP é um importante
marcador funcional do receptor purinérgico P2Y?2. A estimulacdo deste receptor desencadeia
a ativacdo da fosfolipase C, via proteina Gag/11, levando a producéo de inositol trifosfato e
diacilglicerol, segundos mensageiros para a liberagdo de célcio dos estoques intracelulares e
para a ativacdo da proteina quinase C, respectivamente. Como pode ser observado na figura
4.2, os agonistas ATP e UTP induzem uma elevacdo tipica na [Ca*'];; um pico seguido por
platd. A variacdo na concentracdo de calcio intracelular pela aplicagdo de 100 uM de ATP
(A[Ca?']; 1.629 + 360 nM) ndo possui uma diferenca significativa da variagdo induzida por
100 pM de UTP (A[Ca’*]; 1308 + 219 nM), condizente com os dados da literatura que
indicam que o receptor P2Y?2 € ativado por concentracBes equivalentes de ATP e UTP (Parr et
al., 1994)

Avaliamos a resposta desencadeada por 100 uM do analogo do ATP, a adenosina 5°-
O-3-tiotrifosfato (ATPyS) (Lazarowski et al., 1995a). Esta molécula, descrita como um
agonista do receptor P2Y2, desencadeou uma elevacdo na [Ca®*]; que corresponde a 60% da
resposta do ATP. Como esperado, 0 a,B-metileno ATP, um agonista dos subtipos P2X
(Burnstock, 2007b), ndo induziu uma resposta detectavel (figura 4.2).

O ECs, do ATP e do ATPyS (concentracdo do agonista que desencadeia 50% da
resposta maxima), determinado por microfluorimetria usando Flexstation 3, foi 261,82 + 1,50
nM e 1,29 + 1,14 uM, respectivamente (figura 4.3). Estes valores estdo de acordo com 0s
obtidos por Lazarowski et al. com a mesma linhagem. Pela medida da formagé&o de fosfato de
inositol pelos nucleotideos, eles determinaram que o ATP é aproximadamente dez vezes mais
potente que o ATPyS, sendo os valores do ECsy, respectivamente, 230 + 0,1 nM e 1,72 £ 0,15

MM (Lazarowski et al., 1995a)
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Figura 4.2- Elevacdo na [Ca®]; induzida pela ativagdo do receptor purinérgico P2Y2 em
células 1321 N1 expressando o receptor purinérgico P2Y2 de humano. Os painéis
superiores representam tracados tipicos da variacdo de [Ca*’]i mediada pela ativacdo do
receptor P2Y2 por 100 uM de ATP, 100 uM de UTP, 100 uM de ATPyS, 100 uM de
o,BMeATP e 100 uM de ATP em celulas pré-incubadas por 10 min com 30 uM ou 100 uM
de suramina (Sura). As setas indicam o momento de aplicacdo dos agonistas. Os painéis
inferiores apresentam os valores correspondentes & A[Ca*']i. Os dados apresentados sdo os
valores médios + E.P.M de 3 experimentos independentes. O numero de células estudadas em
cada experimento foi de aproximadamente 45. * p < 0,05 comparado aos valores obtidos com
a aplicacdo de 100 uM de ATP, **P< 0,001 comparado aos valores da aplicagdo do de 100
uM de ATP.
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Figura 4.3- Curvas de concentracdo-ativacdo das células 1321N1-P2Y2 pelos agonistas
ATP e ATPyS. A mobilizacdo de [Ca®*];, induzida por diferentes concentracdes dos agonistas
ATP (A) e ATPyS (B) foi monitorada por microfluorimetria usando Flexstation 3. Os dados
apresentados no grafico representam a média dos valores + E.P.M de trés experimentos
independentes. RFU: unidade relativa de fluorescéncia. Os dados foram analisados usando o

programa GraphPad Prim 4.
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Avaliamos a interferéncia de um antagonista classico dos receptores purinérgicos, a
suramina (Sura) (Charlton et al., 1996a, 1996b, Burnstock, 2006b, 2007b), na resposta
desencadeada por 100 uM de ATP sobre o receptor P2Y2. Como pode ser observado na
figura 4.2, a suramina, descrita como um fraco inibidor competitivo do receptor P2Y2 de
humanos (Charlton et al., 1996a), levou a uma inibicdo parcial da resposta de [Ca®'];
induzidas pelo ATP. Quando incubamos as células, por 10 minutos, com 30 UM de suramina,
houve uma diminuicdo de 60% da resposta desencadeada pelo ATP, enquanto a incubacéo
com 100 pM de suramina diminuiu a resposta em 80%.

O ensaio de imagiamento de calcio, também, foi realizado para as células 1321N1
selvagens. Condizente com os dados da literatura, estas ndo respondem ao ATP, ao ATPyS e
ao o,pB-metilenoATP, indicando que apesar do receptor P2Y2 ter sido detectado por western
blot, esta linhagem ndo expressa subtipos purinérgicos, do tipo P2, funcionais. Como controle

positivo verificamos a resposta a 1 mM de carbamoilcolina (Parr et al., 1994) (figura 4.4).

4.2-Escolha do competidor utilizado durante o procedimento de SELEX

Embora a linhagem celular 1321N1-P2Y2 expresse em niveis consideraveis e
funcionalmente, somente, o receptor P2Y2R, ha a possibilidade do enriquecimento de
aptdmeros contra outros constituintes da membrana celular, caso ciclos de selegéo negativa
ndo sejam empregados. Contudo, como ndo consideramos conveniente empregar as células
1321N1 selvagens para este proposito, optamos, como outros trabalhos também o fizeram
(Ulrich et al., 1998, 2002), por utilizar uma molécula que se ligasse ao dominio extracelular
do receptor P2Y2 e que, dessa forma, fosse capaz de eluir especificamente as sequéncias de
RNA que interagissem com o seu dominio de ligacdo ao alvo. Isso diminuiria a probabilidade

da selecdo de sequéncias com afinidade a alvos inespecificos.
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Figura 4.4- Variacdo da [Ca®']i nas células de astrocitoma humano 1321N1
selvagens. Imagens representativas da variacdo da [Ca®']; seguida pela estimulacdo das
células 1321N1 por 100 uM de ATP, 100 uM afmetilATP e 1 mM de carbamoilcolina. Ao
final de cada medida o ionéforo 4-Br-A23187 era adicionado para verificar a viabilidade
celular e a resposta méxima ao Ca* .Os experimentos foram realizados pelo menos trés vezes

em triplicata.

Dessa forma, o proximo passo foi a escolha de um ligante para ser usado como
competidor nos ciclos de SELEX. Nossa primeira op¢do foi a suramina. Para avaliar a
afinidade desta molécula em relacdo ao receptor P2Y2, utilizamos ensaios de competicdo
radioligante receptor. De acordo com esta analise, a afinidade de ligantes pelo receptor pode
ser determinada indiretamente por sua habilidade de competir, e assim inibir, a ligacdo de
uma droga radiomarcada ao seu receptor. Em experimentos de competicdo, Vvarias

concentragcdes de um ligante ndo radiomarcado compete com uma concentra¢ao fixa de um
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radioligante por seus sitios de ligacdo ao receptor. Como as concentracfes da droga nédo
marcada aumentam, a quantidade de ligacdo do radioligante diminui. O parametro obtido com
este experimento é a concentracdo de um ligante ndo marcado que inibe 50% da ligacdo de
um radioligante ao seu receptor, esta € a constante de inibicdo (ICsp) (Deupree and Bylund,
2002, Motulsky, 1995-1996). A constante de dissociacdo para o ligante ndo radiomarcado é
frequentemente referida como K e seu valor pode ser obtido a partir do valor do I1Csy usando
a equacdo de Cheng-Prusoff (Cheng and Pusoff, 1973):

Ki=ICso/1+L/Ky

Onde L é a concentragdo do radioligante usada no experimento e o Kd € a constante de
dissociacdo do radioligante determinado nas mesmas condi¢cdes do ensaio (Deupree and
Bylund, 2002, Motulsky, 1995-1996). A determinacdo do Kd para o ATP foi realizado por
meio de um ensaio de competicdo homdloga que pode ser visualizado na figura 4.7.

As concentracdes da suramina utilizadas neste experimento variaram de 0,5 a 3000
UM e a concentracdo do radioligante, [o-**P]JATP, foi de 1,7 nM. O tempo de incubago
necessario para que a associagdo do [a-**P]JATP ao receptor estivesse em equilibrio foi de 40
minutos (figura 4.5). O K; para a suramina foi de 127.8 uM (intervalo de confianca de 95%:
62,73 a 260,50 uM) (figura 4.6A).

Contudo, os efeitos da suramina ndo sdo observados somente sobre os receptores
purinérgico do tipo P2 (Voogd et al., 1993), ela, também, inibe a funcdo de proteinas G
(Freissmuth et al., 1999) e da proteina quinase C (Khaled et al., 1995), é antagonista de varios
receptores de fatores de crescimento (Firsching et al., 1995), entre outras funcBes. Desta
forma, consideramos que provavelmente o uso da suramina, como um competidor durante os
ciclos de SELEX, nédo fosse uma boa escolha, j& que poderiamos selecionar aptdmeros de

RNA gue néo fossem especificos ao P2Y2R.
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Deste modo, outro ligante foi alvo do nosso estudo, o ATPyS, um analogo menos
sensivel a hidrolise por nucleotidases do que o ATP (figura 4.6B). Os ensaios de competicdo
foram realizados com concentragdes de ATPyS que variavam de 0,001 a 3000 uM. Pela

andlise da curva de competicdo verificamos que K; do ATPyS ¢é de 6,23 uM (intervalo de

confianca de 95%: 3,12 a 12,43 puM).

Ligacéo (cpm)

0 L] L] L] L] L] L] L

0 100 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)

Figura 4.5-Tempo decorrido para a associacdo do radioligante, [a-*2P]JATP, ao receptor.
Experimentalmente, este ensaio € suficiente para determinar o tempo no qual ndo ha mais
aumento da ligacdo, uma condicdo chamada estado estacionario, em que a taxa de associacédo
do radioligante € igual a sua taxa de dissociacdo. O estado estacionario é determinado pela
medida da quantidade de radioligante associado ao receptor em varios tempos ap6s o inicio da
incubacdo. Para este grafico o estado estacionario esta entre 40 e 60 minutos. A concentracédo
do [a-**P]ATP foi de 1,7 nM, 1uCi. Os dados representam a média de dois experimentos

independentes realizados em triplicata.
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Figura 4.6- Experimento de competicdo. Varias concentragdes do ligante ndo marcado
(ATPyS, suramina) foram incubadas com o receptor na presenca de uma concentragdo fixa do
radioligante. Os dados estdo apresentados como porcentagem da ligacdo do [a-*?P]JATP as
células 1321N1-hP2Y2 na auséncia do competidor. Em A esta 0 ensaio com a suramina e em
B com o ATPyS. As curvas foram plotadas utilizando o programa GraphPad Prism 4. Os
dados apresentados sdo os valores médios + E.P.M de 3 experimentos independentes para a

curva de competicdo da suramina e 2 experimentos para a do ATPyS.



85

A afinidade do ATP pelo receptor P2Y2 e a densidade do P2Y2R nas células 1321N1-
hP2Y?2, foram determinadas por experimento de competicdo homdloga radioligante-receptor
com [a-P]JATP (figura 4.7). Este ensaio segue 0s mesmos principios do ensaio de
competicdo usado anteriormente, diferindo no fato de que 0 mesmo composto é usado como
radioligante e como competidor (Deupree and Bylund, 2002, Motulsky, 1995-1996). O K4 do
ATP pelo receptor P2Y2 (concentracdo da droga necessaria para ocupar 50% dos sitios de
ligagdo) é de 3,37 £ 1,16 UM e 0 Bnax (densidade do receptor na amostra em estudo) do

P2Y2R nas células 1321N1-hP2Y2 é de 1046,35 + 165,95 fmol/10* células.

4.3-Preparacao da biblioteca combinatoria de RNA para o procedimento de SELEX

Apds a analise das células 1321N1 transfectadas com cDNA do receptor purinérgico
P2Y2 e da selecdo do ligante utilizado durante os ciclos de selecdo, iniciamos a preparacéo da
biblioteca combinatéria de RNA (figura 4.8). Assim, purificamos a biblioteca de DNA
simples fita, sintetizada quimicamente pela Operon Biotechnologies, utilizando gel de
poliacrilamida desnaturante 8%. Apds purificacdo, a mistura de DNA simples fita foi
convertida em dupla fita por um ciclo unico de PCR seguido por amplificacdo por PCR
sujeito a erro (Cadwell and Joyce, 1994, Ulrich et al., 2005). A PCR sujeita a erro consiste em
uma PCR padrdo em que algumas condicdes sao alteradas: adiciona-se MnCl, e aumentam-se
as concentracdes de MgCl,, da Taqg polimerase e dos desoxinucleotideos de pirimidina. O
intuito é aumentar a frequéncia de erros da PCR e diminuir o viés no tipo de mutacéo gerada,
reduzindo, desta forma, a chance da amplificacdo da biblioteca resultar na diminuigéo da sua

diversidade (figura 4.8).
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Figura 4.7- Ensaio de competicdo homologa para a ligacdo do ATP as células de
astroglioma humano 1321N1 expressando o receptor recombinante P2Y2. As células
1321N1-P2Y2 (2x10° células) foram incubadas com [a-3*P]JATP (1,7 nM, 1 uCi) na presenca
e auséncia de crescentes concentrages de ATP (0.001 uM to 3000 uM). Os dados foram
analisados no programa GraphPad Prism 4 segundo a equacéo
Y=(Bmax*[radiomarcado])/([radiomarcado] + [ndo marcado] + Kd) + I. Onde Y é a ligacéo
total, Bmax é a medida da densidade do receptor na amostra, [radioligante] é a concentracdo
do radioligante, [ndo marcado] € a concentracdo da droga ndo radiomarcada, Kd é a
concentracdo do ligante radioativo necessario para ocupar 50% dos receptores e | é o valor de
Y no patamar inferior da curva e corresponde a ligacao inespecifica do radioligante. Os dados

apresentados séo os valores médios + E.P.M de 2 experimentos independentes
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Os ciclos de amplificacdo foram padronizados para evitar a formacdo de produtos
fragmentados ou dimeros, o que também resultaria em perda de diversidade. Apos este
procedimento, uma aliquota da PCR foi utilizada para uma transcrigdo teste com [a->2PJATP
e com os ribonucleotideos modificados 2°-F’dCTP e 2’-F’dUTP (figura 4.8).

Para a andlise da randomicidade, uma aliquota da PCR sujeita a erro foi clonada em
vetor bacteriano. Trinta e nove clones foram sequenciados e suas sequéncias foram analisadas
quanto a porcentagem de cada nucleotideo presente na regido randdémica e quanto a
distribuicdo dos motivos estruturais (tais como AA, AC, AG, AT) (Ulrich et al., 2005). Como
pode ser observado na figura 4.9, a biblioteca apresenta uma alta complexidade, todas as 39
sequéncias sdo diferentes e ndo apresentam similaridade entre si. No entanto, ela ndo
apresenta uma distribuicdo homogénea dos nucleotideos e dos motivos estruturais, o que pode
ser resultado da sintese quimica ou do proprio procedimento de amplificacdo da biblioteca,
devido a inabilidade da Taq polimerase de replicar sequéncias com lesdes geradas durante a
sintese quimica e de porc¢des ricas em sequéncias repetidas, eventos que tentamos evitar com a
PCR sujeita a erro. Contudo, estes resultados ndo sdo suficientes para confirmar o viés da
biblioteca, uma amostra de 39 oligonucleotideos, sobre um conjunto de aproximadamente

10" sequéncias, é muito pequena para, diante dos valores observados, inferir essa conclusao.
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Figura 4.8- Preparacdo da biblioteca de RNA. Trezentos e trinta microgramas da biblioteca
de DNA simples fita foram aplicados em um gel de poliacrilamida desnaturante 8%. A banda
correspondente ao oligonucleotideo de interesse, 100 bases, foi purificada e a mistura de DNA
simples fita foi utilizada para a sintese da segunda fita de DNA através de uma reacao
enzimética com a Taqg polimerase. O proximo passo foi a padroniza¢do do numero de ciclos
para a PCR sujeita a erro. Consideramos que em aproximadamente 8 a 10 ciclos ha a
amplificagdo de uma quantidade razoavel de material sem a formagéo de multimeros. Apos a
PCR sujeito a erro, uma aliquota deste material foi utilizada para uma transcrigdo in vitro com
[a-32P]JATP. O produto da transcrigdo foi submetido & eletroforese em gel desnaturante a 8%,

o0 qual foi auto-radiografado.
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5’-CGTCCGGGCTGTATGAGGGCGGACGAGCTAGC-3’
5’-TTCGAAACGTAGCTGCGAGGTTTACGAGACGG-3’
5’-ATAAAGTGCATGTTGGGAAAGTCTGCAGCAA-3’
5’-GGGATGGGGTGGGTTACGGGTATCGCAGAGAG-3’
5’-TGAACGGCAAAGTAGCGGGGAGGCATGTCGAAC-3’

*-GTGCCAACTGAGGCCAAGATAGCTGATGTGCT-3’
>-CGCGTCAAGGTGGGCTATGTTCGGCCATGTTA-3’
*-GAGGGGATGGTCAGGAGTTAGGTATGCGTGTG-3’
>-AGGGTAGGGAACGTCTTAAGATAGGGGCCAAG-3’
>-ATTTGGAGCTNAATGGGAGGTGCCCAGAANTT-3’
*-TACACAGGTCAGATAATGGGGCGAGCGAGAAA-3’
>-CTTGTCGGGGGATCCAAGGGGANCGGAATTCTANA-3’
’-GACTCAGAAGAAACGGGAGAGGGATGGGTTGA-3’

5.

*-AACGGAGGGGGAAGGCGCGGGTGAGGGCCGGG-3’
*-GTGGCCGGTGAAGGAAAGGGACGAATGGGTCC-3’
>-TGAGACTGGAACGCGATAGGCCACTAGGTAGG-3
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ATGTTTATCGTTCAAATCCNTNNGAGNGGCCGAA-3’
-ATCCTGTTATGGTAATACGGGGAAATGAGGGC-3’
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5’-GTGCCAACTGAGAGCCAAGATAGCTGATGTGCT-3’
5’-AACGGAGAGGGGAAGAGCGCGGGTGAGGGCCGGG-3’
5’-GTGGCCGGTGAAGGAAAGGGACGAATGGGTCC-3’
5’-ATGTGGCGGGGATACGGGAGAAAAGGGCGACT-3’
5’-AATGGGGAGCCGTAGAGGTTCGATCTAGGAGCAGA-3’
5’-GTGCCAACTGAGGCCAAGATAGCTGATGTGCT-3’
5’-TGAGACTGGAACGCGATAGAGCCACTAGGTAGG-3’
5’-AATCGGAATAAATAGANATCACGCAGCTCGGGTG-3’
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’-GGTAGANGGGNAGAGAGGGATANCACGGCGTNGCCN-3’
>-CAATGTAAGTTTGGGCGATCGAACCGGCCTAC-3’
*-AANGATTGGCGATGGTCAGGAGGAGAGTCCAG-3’
>-GCATCTTAGGGCAAAATGATTACATAGGGCCC-3’
>-TCCTANATCTCGTGACGATAAATNAAGTGTGGCAG-3’CA
>-CAGCCATAAATCGGNAANGTAGGGTATNTNTACTG-3’
>-AGGAACTAGGGGACGAAATCCTGGTAAAGCTG-3
>-GGGTAGCACATGAGGGAGGACAGAGAGTAGGC-3’
>-TTGACAGGGTAAAAAGGTTGCACTACACTCAGA-3’
>-TGGGGCATATGGGGGCGAGCCTTTATATAGGG-3’
>-TTAGTTGTGGGCCCTGTGTTGGAAAGGGTA-3’
>-TCCTTCAAAAATAACGATGACGTGAATGGGTGCA-3’
>-AGGGGAGTACCACTATCGTTAAGTGGGGATCG-3’

Porcentagem dos nucleotideos na biblioteca
2%

35% 28%
0

19%

16%

Figura 4.9- Analise da randomicidade da biblioteca de SELEX. A biblioteca de DNA

simples, purificada previamente, foi utilizada como molde para a sintese enzimética da

segunda fita, a qual é amplificada por uma PCR sujeita a erro. Uma aliquota desta reacéo é

clonada em pGem Teasy. (A) Trinta e nove clones foram seqlienciados. A analise da

randomicidade da biblioteca é avaliada pela porcentagem de cada nucleotideo na amostra (C)

e pela frequéncia dos pares dos nucleotideos (B). A: desoxiadenosina monofosfato, G:

desoxiguanosina monofosfato, C: desoxicitidina monofosfato, T: desoxitimidina monofosfato,

N: desoxinucleotideos ndo identificado na reagdo de sequenciamento.
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A biblioteca foi sintetizada pela Operon Biotechnologies na escala de 1 pM, sendo
composta de aproximadamente 10*" sequéncias, a aliquota preparada para a selec&o in vitro
foi de 360 pmol, com 10 variantes, contudo estima-se que 10% a 40% destas n&o sdo
amplificada devido a problemas na sintese quimica (Ulrich et al., 2005), o que reduz a
diversidade para aproximadamente 10 sequéncias. Apés amplificacdo e transcricéo,
iniciamos o procedimento de SELEX com 4 nmol da biblioteca de RNA, o que corresponderia

a 10*° transcritos.

4.4- Procedimento de SELEX

Apds avaliarmos todas as condi¢cdes que consideramos importantes para o sucesso do
procedimento de SELEX, iniciamos os ciclos de selecdo. A colecdo de RNAs foi incubada
com a preparacdo de proteinas de membranas das células 1231N1-hP2Y2. Apos incubacdo, o
complexo proteina-RNA foi filtrado em membrana de nitrocelulose e as moléculas
inespecificas foram eliminadas. A membrana de nitrocelulose foi incubado durante 40
minutos com excesso do competidor ATPyS (2 mM). As moléculas ligadas ao sitio do
competidor no receptor P2Y?2 foram deslocadas, eluidas, purificadas por fenol-cloroférmio e
precipitadas com etanol e acetato de sdédio. Os oligonucleotideos recuperados foram
reversamente transcritos e entdo amplificados por PCR. O produto resultante foi utilizado
como molde para a sintese da biblioteca de RNA enriquecida, a qual foi utilizada em um novo
ciclo de selecdo.

Para confirmar, se o protocolo que desenvolvemos para efetuar os ciclos de sele¢do da
técnica de SELEX estava sendo realmente eficaz, usamos um experimento de competicdo
com as colecBes de oligonucleotideos obtidos nos ciclos 0 (biblioteca), 3 e 4. Os RNAs foram

radiomarcados com ATP(a-**P) por meio de uma transcricdo in vitro. Como competidor
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utilizamos 2 mM de ATPyS. O ensaio foi realizado com a linhagem 1321N1 selvagem e
expressando o receptor P2Y2.

Como esperado, utilizando as células 1321N1-hP2Y2, a ligagdo especifica cresceu no
decorrer dos ciclos (22% da ligagéo total no ciclo 0; 47% no ciclo 1; 37% no ciclo 2; 53% no
ciclo 3 e 74% no ciclo 4), indicando que esta ocorrendo o enriquecimento das moléculas de
RNA com maior afinidade pelo receptor P2Y2. Em relacdo as células selvagens, a ligacdo
especifica do ciclo 3 foi de apenas 6% em relacdo a ligacdo total, sendo que a ligacdo total a
estas células corresponde a apenas 28% da ligacdo total as células 1321N1-hP2Y2. Estes
resultados sugerem que o protocolo que desenvolvemos para 0 SELEX estd sendo eficiente
(figura 4.10).

Tentamos utilizar a mesma abordagem anterior para monitorar o enriquecimento das
sequéncias nos ciclos subsequentes, contudo, ndo conseguimos detectar um aumento na
ligagdo total e na ligacdo especifica, ao contrério, a ligacdo especifica diminuiu para
aproximadamente 40% da ligacdo total, acreditamos que este resultado se deve ao fato de que
com o enriquecimento das sequéncias com afinidade pelo receptor P2Y2, a concentracdo do
competidor (2mM de ATPyS) ndo foi suficiente para deslocar as moléculas de RNA com
afinidade pelo alvo. Somado a isso, como a contagem de radioligante utilizada era elevada (=
1 milhdo de cpms por poco), provavelmente, o background da ligacdo inespecifica ocultou o

real valor da ligacéo total e da especifica.
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Figura 4.10- Ensaio de ligacdo radioligante-P2Y2 usando as colecbes de RNAs
selecionadas durante os ciclos reiterativos da técnica SELEX. O enriquecimento das
moléculas de RNA com afinidade pelo receptor purinérgico P2Y2 foi monitorado pela ligacdo
especifica do pool de RNAs radiomarcado com [0*P]JATP & linhagem celular 1321 N1
selvagem (WT) e expressando o receptor recombinante P2Y2 humano (P2Y2). A ligacao
inespecifica foi determinada na presenca de 2 mM de ATPyS. A ligacédo especifica se refere a
ligagdo total menos a ligagdo inespecifica. Em A: ensaio realizado com as células 1321N1-
hP2Y?2 e os ciclos 0, 1,2,3 e 4. Em B: monitoramento da afinidade do ciclo 3 pelas células
1321N1 selvagem e expressando o receptor P2Y?2 recombinante. Os dados foram plotados
como a razdo entre a concentracdo de radioligante que se liga a célula pela concentragdo de

radioligante livre.
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No decorrer do procedimento de SELEX, a pressdo de selecdo foi progressivamente
elevada. Aumentou-se o numero de lavagens do filtro de nitrocelulose contendo o complexo
RNA-proteina, de 2 lavagens no primeiro ciclo a 6 no ciclo 9, e a massa do transcrito, de 4
nmols no primeiro ciclo a 25 nmol no ciclo 9.
Ap0s 9 ciclos de SELEX (o numero de ciclos foi baseado nos trabalhos de Ulrich et
al., 1998 e 2002), a colecdo de oligonucleotideos resultante foi clonada em vetor bacteriano e
0s respectivos insertos foram identificados por sequenciamento. Como pode ser observado na
tabela 4.1, cingienta clones foram obtidos e divididos em trés classes de acordo com a
presenca de sequéncias consensos: classe | CCUCGCUG, classe Il AGUUCACUUC e classe
Il AAUUCUC. Para a identificacdo destas, as regides randémicas dos aptameros foram

alinhadas e comparadas na procura de regides conservadas (tabela 4.1).
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Tabela 4.1- Estruturas primarias dos aptameros de RNA selecionados contra o receptor
purinégico P2Y2. Apos nove ciclos de selecdo, as sequéncias de RNA foram reversamente
transcritas, ligadas ao vetor pGEM T easy e transformadas em E. coli cepa DH5a. Cingiienta
clones foram identificados e seqiienciados. Os oligonucleotideos foram divididos em trés
classes de acordo com as regibes consensos: classe | CCUCGCUG, classe Il
AGUUCACUUC e classe 11l AAUUCUC. Na tabela podem-se visualizar as posic¢Ges, 0s
nucleotideos, e as frequéncias dos nucleotideos conservados dentro das regides randémicas
das sequéncias analisadas.

Classe |
Aptéamero Sequéncia (5'-3")
A5 CACUGGCCUCGCUGGAACGCUCCGALCUCUCGC
B1 GCACUUAGUGUGCCUCGCUGGUCCACCCACAU
C5 UUAAUGCCUCGCUGGAAGUCUCCACUAAUAGC
D7 UGCUCGCACCUGGAUGUCCUGAUGUCUCUGGCC
D2 GGCGUAACUCGCGCCUGAUGACUUGACCCUGA
B7,E6,G4 GGUCGAUUGAUCCUCGCGCCUUACUCCAGGCU
C4 AUUGACCUCGCCCACAACCGAUCCAUUAGGU
E3 CACCUGCAAGGGCCUGGGUGUCAGUCGCUCCA
E4 AGCUCUCGGUUCGCUCUCUAGCGAUUUAUUUG
Cc7 AAGUCUGCCGGUGUUGUCUUUUCCCUAACUGA
A7 GCGCUGCCUAGCGUGACAGCUUGCAUUGCGGU
B2 AGUAGAUAUCGCCACGCCGCUGCUGGUCCAUC
D5 AAGCCAGCUUGCUUAGACUCCUCCCUAUAUGC
F5,H3 CACUCGGUGGUAGCUCGAUCCGCCCAAUUGUC
C2,H1 AGUACGUCUCGAUGCACCAGUGAAUUGUCCCU
F4 AAACCUAGAUCUCUGUGAGUUCUCUCCUCCUAG
H6 ACCGCGGGAUGCUCACUGAGCAUCUUGUCCCA
C1l CGUUAAGUUCUUACCACCCCCCUCCAUCGGUA
Fl GCCCACUAAUUGGCACUGAUUGAACGCUCCGAC
Ab GUUAACGCUAGUUUGGCGUUUCCCCAGUCGAA
Go6 AUCCUGCAGAGCCUGG UGGUAGUGUCACCUGA
consenso CCUCGCUG
posicéo 1 2 3 4 5 6 7 8
consenso C C U C G C U C OU G

frequéncia 16 24 22 20 20 15 17 22
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Tabela 4.2- Estruturas primarias dos aptameros de RNA selecionados contra o receptor
purinégico P2Y2. Apos nove ciclos de selecdo, as sequéncias de RNA foram reversamente
transcritas, ligadas ao vetor pGEM T easy e transformadas em E. coli cepa DH5a. Cingiienta
clones foram identificados e seqiienciados. Os oligonucleotideos foram divididos em trés
classes de acordo com as regiBes consensos: classe | CCUCGCUG, classe |l
AGUUCACUUC e classe Il AAUUCUC. Na tabela pode-se visualizar as posicdes, 0S
nucleotideos, e as frequéncias dos nucleotideos conservados dentro das regides randémicas
das sequéncias analisadas.

Classe 11

Aptéamero Sequéncia (5'-37)

Al AGUUCACUUCAGAGUUGUCUCAGCCUAAUUCCU

Co6 AGUUCACUUCGAUCAGCAUGCUGAUCUUCCCA

F2 AGUUCACUUCAUGCAAUUUGCGUGUUCUCCAA

F3 AGUUGGGUUGCUAGUCUCCUUGGCACUAGGCC

B8 UUACGCCUGAUGGAAGU CGGUUCACCAUGGUA

G3 CUUAAUGCGCGAUGUCAGU CGAUUCGCUCcCA

El AGU CCUUUCUUUGUCGACCCCCCAAUCCCcUC

D4 UAAUAAGAUGGUAAGGUGACUUCUCUCAGGUG

B4 CCGUGGUUUCGGUGGCAGUU UUCCCUAAGGUC

B3 CGUCUUGCGGCUUAGGUGUCCUGAUCACUUCC

E7 AGUUCGGAUUCGUGCGCGUGUCUGCGUAUCCU

G5 AGUUUUGAUCGUCCUUGACGCUCCUUAGGUUG

G2 CGCUAGGGCUUAGAGUGGCGUUCAUCCCGAGG

H2 ACGCCAGACUAUGCGGUAGUUGA UGCcUuccA

A8 AG UCG UCUAAUCUCUACUCCCAAUGGGAGGUA

D6 GUGAGCCGGAUGACCGUUGGCAUCAUUCCGUG

consenso AGUUCACUUC

posicéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

consenso A G U U C A C ou G U U C

frequéncia 14 16 13 12 9 6 11 12 15 14

Classe 111

Aptémero Sequéncia (5'-37)

A2 UGUUGGUCCACAAUUCUCUCUUCUUGUCCUCG

A4 CAGCUGGUCAUGGUGGCGGACGAAUUCUGGCC

G7 AAUUGGGUUCCAUCCGCCUUCUCCGCAGGGA

H5 AACUCUGCAUUCUACCGCUUCACAGCGACCA

G1 GCUAAUGCUUCUUGCAUUAGCAGUCcUUGUC

C3 AGUCUAGCUUUCCUGAUAGGGACAUUCUCGCA

H7 GCGCUACACGCCUAGUUGUCCUGAAUCCCAAG

Fo6 AGUAGCAUCCGUUAUGUGAUUAAAUUCGCCCA

D1 UGACCGUGGUUAUACCGCACAUUGAGAUCGCC
consenso AAUUCUC
posicéo 1 2 3 4 5 6 7
consenso A QU C A OU G U U C U C

frequéncia 8 7 9 9 5 9 5
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Como os experimentos com radioligante ndo foram bem sucedidos em detectar o
enriquecimento de sequéncias individuais no decorrer dos ciclos de selecdo, utilizamos uma
nova abordagem para alcancarmos este objetivo. Digerimos as colecGes de oligonucelotideos
recuperados em cada ciclo do SELEX com as enzimas de restricdo Alul, Hhal, Ddel, Acil.
Para este ensaio, fizemos uma andlise de restricdo dos clones seqlienciados do ciclo 9
(http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/template.php) e selecionamos as enzimas que
digeriam o maior nimero de sequéncias (Hhal possui pelo menos um sitio em 16 % das
sequéncias, Alul em 14% , Ddel em 18%, Acil em 22%), que possuiam condicdes de
digestdo semelhantes (temperatura e tampdo) e estivessem disponiveis para compra no
mercado.

Como pode ser observado na figura 4.11, com as condi¢des empregadas no ensaio, 0
perfil de restricdo dos ciclos permaneceu semelhante até o ciclo 6. Nos ciclos 7, 8 e 9 ¢
possivel observar uma banda fraca de aproximadamente 60 pb, sugerindo o enriquecimento de
sequéncias individuais e/ou de familias no decorrer do procedimento. Trabalhos que
conseguiram visualizar um padréo definido de bandas de restricdo realizaram as reacGes de
digestdo com a biblioteca de DNA marcadas com *2P (Bartel and Szostack, 2003, Pestourie et
al., 2006). E provavel que a sensibilidade do método que usamos n&o seja adequada ou que a
composicdo das sequéncias obtidas com os nove ciclos de selecdo ainda seja bastante

heterogénea para verificarmos um padréo de bandas de restricdo definido.
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Figura 4.11- Monitoramento da evoluc¢édo do procedimento de SELEX contra o receptor
purinérgico P2Y?2. Para estimar a complexidade do pool durante cada ciclo de SELEX,
realizamos uma analise por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): 2 ug de
DNA dupla fita, correspondentes a populacao de oligonucleotideos de cada ciclo, foi digerido
com uma combinacdo das endonucleases de restricdo Ddel, Alul, Hhal e Ssil e analisado por
eletroforese em um gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 16%. Os fragmentos de DNA
foram corados com SYBR safe DNA gel stain. A banda de 100 pb corresponde ao material
ndo digerido, enquanto as de 86 pb e 14 pb corresponde as moléculas de DNA digeridas pela
Alul na posicdo 14 da regido constante. Linhas 1-9: ciclos1-9, linha 10: digestdo da mistura
dos 46 clones identificados por seqlienciamento, linha 11: sequéncias ndo digeridas, linha 12:
padréo de massa molecular FastRuler Ultra Low Range (SM1238, Fermentas), seta vermelha:
posicdo da banda de aproximadamente 60 pb que indica o enriquecimento de moléculas no

decorrer do procedimento de SELEX.
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4.5- Caracterizacdo dos aptameros

Para avaliar se o conjunto dos 46 aptdmeros identificados por seqlienciamento, apés 9
ciclos de SELEX, possui afinidade pelo receptor P2Y2, misturamos estas sequéncias
(dsDNA), de forma que cada uma delas estivesse presente com a mesma concentragao,
usamos este material como molde para transcricdo in vitro e realizamos um ensaio de
saturacdo. Neste experimento, varias concentragGes do radioligante (conjunto de aptdmeros
marcados com [a-*’P]JATP) sdo incubadas com o receptor (preparado de membrana das
células 1321N1-hP2Y2), produzindo crescentes concentra¢fes do complexo ligante-receptor.
A equacdo para a hipérbole resultante é:

Y=Bmax*X/(Kd+X)

Onde Y é o valor da ligacdo especifica do radioligante ao receptor e se refere a ligacéo
total do radioligante menos a ligacdo ndo especifica deste. A ligacdo ndo especifica representa
a radioatividade na presenca de 1uM dos aptdmeros ndo radiomarcados. X € a concentracao
do radioligante livre e, portanto capaz de interagir com o receptor. O K4 € a concentracdo em
que 50% dos receptores sdo ocupados pelo ligante radioativo.

Como a concentragdo do ligante radioativo aumenta, um ponto é alcancado quando a
quantidade de radioligante ligado ao receptor ndo mais aumenta. Este € o valor do Bnax € € a
medida da densidade do receptor na preparacdo de células que interage com o ligante.
(Deupree and Bylund, 2002).

As concentracgdes dos aptameros radiomarcados utilizadas neste experimento variaram
de 0,77 a 118,70 nM. A concentracdo do competidor, aptamero ndo radiomarcado, foi de 1
MM,

O grafico do ensaio de saturacédo esta apresentado na figura 4.12. O valor do Kd foi de
164,3 nM e o do Bméx foi de 333,3 pmol/mg de proteinas do preparado de membrana das

celulas 1321N1-P2Y2.
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Figura 4.12- Curva para a determinagdo do Bnax € do Kyq da mistura dos 46 aptameros
caracterizados no ciclo 9, em relacdo a ligacdo destes a preparacdo de proteinas de
membrana da célula 1321N1-hP2Y2. Vérias concentra¢Ges dos aptameros, radiomarcados
com ¥Pp, foram incubados com 3pg de proteina do extrato de membranas das células 1321N1-
hP2Y2. Apds incubacdo, o complexo foi aplicado em um gel de poliacrilamida néo
desnaturante 5%. Ap0s eletroforese, o gel foi exposto ao cassete phosphor imaging para
digitalizacéo e analise. A ligacdo inespecifica foi verificada na presenca de 1uM da mistura
dos aptameros ndo radiomarcados. A curva foi plotada utilizando o programa GraphPad Prism

4.

Observando que a mistura dos 46 transcritos se ligava ao preparado de membrana das
celulas 1321N1-hP2Y2 com uma afinidade na faixa de nanomolar, escolhemos trés
aptameros, representantes das trés classes, para iniciarmos os ensaios de caracterizacdo: o
clone B7, cuja sequéncia se repetiu trés vezes, e Al e A2, representantes das familias 2 e 3
respectivamente, que dentro do que consideramos como Sequéncia consenso, eram 0S que
possuiam 0s motivos mais conservados.

Os aptameros B7, Al e A2, representantes das classes I, 1l e Ill, tiveram suas

estruturas secundarias preditas utilizando um algoritmo com base na minimizacdo da energia
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livre das estruturas formadas, o programa M-fold (Mathews et al., 1999, Zuker, 1999). A
estrutura secundaria é construida de subestruturas, as quais contribuem aditivamente para a
energia livre da molécula. As energias livres sdo calculadas de amplas tabelas contendo
parametros derivados de investigagcdes cinéticas e termodinamicas de compostos modelos
(Schuster, 2006). Em geral, é esperado que os nucleotideos das regides consensos estejam
localizados em grampos ou alcgas, estruturas candidatas a interagirem com o receptor. Como
pode ser observado na figura 4.13, um dos clones que optamos por trabalhar inicialmente, o
aptamero A2, ndo tem sua sequéncia consenso localizada em regifes como grampos ou alcas.
Contudo, isto ndo invalida a utilizacdo deste aptdmero. Os programas de minimizacdo da
energia livre geram estruturas secundarias subdtimas e Otimas termodinamicamente que
podem ajudar o pesquisador a apontar regides potenciais dentro da sequéncia de nucleotideos.
No entanto, esta ferramenta computacional ndo leva em consideracdo caracteristicas
peculiares da amostra.

O programa utilizado neste trabalho, Mfold V3.2, faz suas predi¢fes considerando a
concentracdo de NaCl de 1M e auséncia de cations divalentes. O tampao em que 0s aptameros
foram solubilizados possui 140 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 1 mM de MgCl; e 2mM de
CaCl,. A cadeia fosfodiéster dos oligonucleotideos € polianibnica, a presenga de cétions
propicia o apropriado dobramento das sequéncias (Lilley et al., 2003). Os metais requisitados,
em especial cations divalentes, podem ser muito especificos. Por exemplo, a ribosima ligase
da classe I, bem como ela foi originalmente selecionada, requer Mg?* (Glasner et al., 2002),
enquanto outros oligonucleotideos selecionados in vitro necessitam de Pb* (Pan and
Uhlenbeck, 2002) ou Ca?*(Okumoto et al., 2003). Por outro lado, também podem ser
selecionadas estruturas com a especificidade alterada por cations divalente (Lehman and
Joyce, 1993, Riley and Lehman, 2003). Ainda ha exemplos em que os céations divalentes

podem ser dispensados, mesmo quando o RNA foi selecionado em condi¢cdes com alta
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concentracdo de sal (Dieckmann et al., 1996, Carothers and Szostak, 2006). Desta forma, a

presenca e a concentracdo de cations ndo é um parametro trivial quando se trata da estrutura
secundaria de oligonucleotideos.

Além disso, os aptameros possuem nucleotideos modificados em suas sequéncias (0

CTP ¢ o UTP tém o grupo hidroxila 2’ substituido por um atomo de Fluor) o que, também,

ndo ¢ levado em consideracdo pelo programa. Desta forma, estas ferramentas computacionais

nem sempre geram a estrutura real da sequéncia nas condicdes em que estas foram

selecionadas.
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Figura 4.13- Estruturas secundarias dos aptameros Al, A2 e B7. As sequéncias dos

aptameros foram inseridas no programa mfold para predizer a estrutura secundaria dos RNAs.

Os aptamero B7, A2 e Al sdo representantes das classes I, Il e Ill, respectivamente. Os

nucleotideos das sequéncias consensos estdo indicados com setas vermelhas.
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Optamos por definir a afinidade dos aptameros em células inteiras, e ndo em preparado
de membrana, com o qual foram realizados os ciclos de selecdo e os ensaios de ligacéo.
Contudo, alguns parametros precisavam ser otimizados. A massa de aptameros que
obtinhamos, ap0s a transcricao in vitro e a purificagdo dos transcritos, ndo era adequada para
ensaios com volumes elevados. O melhor desempenho para os experimentos radioligante-
receptor com as células 1321N1-hP2Y2 era obtido quando se utilizava placas de 24 pocos,
com um volume final de 200 pl, o que dispensaria massas elevadas dos transcrito. Desta foi
necessario encontrar outras células 1321N1 que expressassem o receptor P2Y2 em um nivel
adequado para que 0s experimentos pudessem ser realizados em placas de 96 pocos com um
volume final de 50 ul. O laboratério do Dr. Weisman nos cedeu uma nova linhagem de
1321N1, contudo, estas eram transfectadas com o cDNA do receptor P2Y2 de camundongo.
Assim, considerando que o receptor P2Y?2 de camundongo possui 89% de similaridade
na sequéncia de aminoacidos com o de humano (Parr et al., 1994), o que torna os dados
obtidos com estes altamente preditivos da atividade do receptor P2Y2 humano (Weyler et al.,
2008, Sauer et al., 2009), e que nds pretendemos no futuro utilizar os aptdmeros no estudo da
diferenciacdo neuronal de células de teratocarcinoma murino P19, nas quais 0s nossos dados
sobre receptores purinérgicos estdo concentrados, optamos por dar continuidade ao trabalho
utilizando as linhagens 1321N1 expressando o receptor purinérgico P2Y2 de camundongo
(1321N1-mP2Y2).
Pelo ensaio de competicdo homédloga radioligante-receptor com [a-*?P]JATP e a
linhagem 1321N1-mP2Y2, verificamos que 0 K4 do ATP é de 2,14 + 1,18 pM, mesma ordem
de grandeza encontrada para as células 1321N1-hP2Y2 (3,37 £ 1,16 uM), e que 0 Bmax foi de

3154,7 + 512,7 fmol/10%células, um valor trés vezes superior ao obtido para a 1321N1-hP2Y?2

(1046 + 166 fmol/10%cels) (figura 4.14).
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Figura 4.14- Ensaio de competicdo homologa para a ligacdo do ATP as células de
astroglioma humano 1321N1 expressando o0 receptor recombinante P2Y2 de
camundongo. As células 1321N1-P2Y2 (3x10* células) foram incubadas com [a-3*P]JATP
(1,7 nM) na presenca e auséncia de crescentes concentragdes de ATP (0.1 uM a 1000 uM)
para um volume final de 50 pl. Os parametros Kd e Bmax foram determinados pela analise
dos dados por regressdo ndo linear usando o programa GraphPad Prism 4. Os dados

apresentados sdo os valores médios + E.P.M de 2 experimentos independentes.

Em experimentos de competicdo radioligante-receptor, utilizando como radioligante o
[a-**P]JATP e como competidor concentracdes crescentes dos aptameros, verificamos que o
controle, transcrigdo do ciclo 5 de um procedimento de SELEX contra Trypanosoma cruzi,
era capaz de deslocar o [0-**P]JATP da mesma forma que os aptdmeros (concentracio
dependente) (figura 4.15A). Decidimos fazer novos ensaios utilizando o ciclo zero como
controle, o mesmo resultado foi verificado. Inferimos que, possivelmente, as amostras
estivessem contaminadas com nucleotideos livres, e estes seriam 0s responsaveis pelo
deslocamento do [a-3?P]JATP. Esta hipétese foi descartada quando as transcricbes foram
tratadas com apirase. Para confirmar se estes resultados eram inespecificos, utilizamos como
competidor tRNA de levedura (yeast tRNA), e de fato observamos que este diminuiu a

ligacdo do [0-*2P]ATP as células (figura 4.15B). Diante do observado, provavelmente, estes
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resultados sdo devido a efeitos ndo especificos, tal como a captura de certos componentes do
tampé&o ou a neutralizacdo de cargas de proteinas da membrana celular ou mesmo do ATP. De
fato, Ohuchi et al., examinando a capacidade de um aptamero selecionado contra o receptor
TbRIII (receptor do tipo 111 do fator de crescimento ) em inibir a interacdo deste com TGFp2
(fator de crescimento B2), verificou que a biblioteca, usada como controle, aumentava a
interacdo do TGFB2 com ThRIII, este resultado, semelhante ao nosso, foi atribuido a efeitos
inespecificos (Ohuchi et al., 2006).

Em uma segunda tentativa para calcular a afinidade dos aptameros, empregamos uma
nova abordagem para os ensaios de competicdo, os aptameros marcados com *2P foram
utilizados como radioligante e 0 ATP como competidor. Da mesma forma que observado nos
ensaios para monitorar o enriquecimento dos ciclos de SELEX, 2 mM de ATP foi capaz de

deslocar apenas 35% do radioligante da amostra.
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Figura 4.15- Ensaio de competicdo. A- Curva de competicdo radioligante receptor. Vérias
concentracdes dos aptdmeros ndo radiomarcados (Al, A2, B7 e o ciclo 5 de um procedimento
de SELEX contra Trypanosoma cruzi) foram incubadas com 3x10° células 1321N1-P2Y2 na

presenca de uma concentracdo fixa de [o-*’P]JATP (1,7 nM). B- Ensaio avaliando a
capacidade dos compostos ATPyS; Aptameros Al, A2 e B7; ciclo 0, ciclo 5 do SELEX contra
Trypanosoma cruzi e yeast tRNA de competir com [a-*PJATP. As concentragdes dos
compostos utilizadas estdo especificadas no grafico. (*) Transcricdo tratada com apirase. Os
dados estdo apresentados como porcentagem da ligacdo do [a-*?P]JATP as células 1321N1-
mP2Y?2 na auséncia de um competidor. Os dados apresentados sdo os valores médios + E.P.M

de pelo menos 4 experimentos independentes.
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Optamos por caracterizar inicialmente o aptamero B7. Calculamos a sua afinidade
pelas células 1321N1-mP2Y2 por um ensaio de competicdo homologa, como controle
realizamos o mesmo experimento com o ciclo 0 (biblioteca). A concentracdo do radioligante
(aptamero B7 marcados com [a->?P]ATP) foi de 2,8 nM e as concentracdes do competidor
(aptdmero ndo radiomarcados) variaram de 0,01 uM a 16 pM . Como esperado, a ligagéo do
ciclo 0 as células 1321N1 expressando o receptor P2Y2 é inespecifica (mesmo na maior
concentracéo, 16 UM, o ciclo 0 n&o radiomarcado foi incapaz de deslocar 2,8 nM do *2P-ciclo
0). O Ky para o aptamero B7 foi de 187,5 + 1,32 nM (concentragdo onde 50% dos receptores
estdo ocupados pelo radioligantes) (figura 4.16).

A fim de avaliar a especificidade do aptdmero B7 pelo receptor P2Y2, 0 mesmo ensaio
descrito acima foi realizado em células 1321N1 expressando, separadamente, os subtipos
purinérgicos recombinantes P2Y1 (1321N1-P2Y1) e P2Y4R (1321N1-P2Y4) (figura 4.17).

A similaridade na sequéncia de aminoacidos entre P2Y1R e P2Y2R é de 38%
(Abbracchio et al., 2006). O receptor P2Y1 possui uma ampla distribuicdo tecidual e esta
envolvido em processos como agregacio plaquetaria e vasodilatacio (von Kiigelgen, 2006). E
ativado fisiologicamente pelo ADP, sendo o ATP descrito como um agonista parcial de
P2Y1R e o ATPyS como agonista com poténcia similar ao do ADP (Avyanathan et al., 1996,
Palmer et al. 1998 Abbracchio et al., 2006).

O receptor P2Y4 tem uma distribuicdo mais restrita, é expresso na placenta e em
menor nivel no pulméo e no masculo liso vascular (von Kiigelgen, 2006), apresenta 41 % de
identidade na sequéncia de aminoacidos com o P2Y2 e o subtipo de humano possui uma forte

preferéncia para o UTP como agonista (von Kigelgen, 2006, Abbracchio et al., 2006)
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Figura 4.16- Ensaio de competicdo homdéloga Aptamero B7 e ciclo 0. Uma concentracao
de 2,8 nM (137,5 fmol) do aptamero radiomarcado com **P-ATP foi incubada com 3x10”
células 1321N1-P2Y2 na presenca ou auséncia de concentracdes crescentes do mesmo néo
radiomarcado para um volume final de 50 pl. Os ensaios foram realizados a 25°C com um
tempo de incubacdo de 30 min. Decorrido o tempo necessério para o equilibrio de ligacdo ser
atingido, as células foram lavadas duas vezes com 50 pl de meio extracelular e entdo
solubilizadas em solucdo contendo 1% de SDS e 100 mM de citrato de sodio por 30 min. A

radioatividade foi quantificada na presenca de liquido de cintilacdo. Os dados foram plotados
utilizando o programa GraphPad Prism 4.
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Para este ensaio, a concentracdo do radioligante foi de 1,1 nM e as do competidor
variaram entre 0,001 a 8 puM. Como pode ser visualizado na figura 4.16, apesar de ser
observada uma competicdo entre o aptamero B7 e o mesmo radiomarcado, com as
concentracdes do competidor utilizadas, a curva ndo alcancou um platé em sua base (o0 que
subestima o valor do Kg) e a ligacao inespecifica foi de 45% e 47% da ligacdo méaxima para as
células 1321N1-P2Y1 e 1321N1-P2Y4, respectivamente. O coeficiente de determinagdo (R?),
gerado pela andlise dos dados, foi de 0,66 para 1321N1-P2Y1 e 0,82 para 1321N1-P2Y4.
Mesmo diante destas observacfes, os valores do Kd foram calculados e correspondem a
aproximadamente 17 (3,3 £ 2,64 uM, 1321N1-P2Y1) e 49 vezes (9,3 = 2,66 uM 1321N1-
P2Y4) o valor obtido para as células 1321N1-P2Y2.

Para examinar a capacidade do aptdmero B7 em intervir em um processo celular
envolvendo a sinalizacdo de nucleotideos via P2Y 2, observamos se esse seria capaz de inibir a
protecdo a apoptose induzida pelo ATP em células P19 indiferenciadas.

A apoptose, ou morte celular programada, € um mecanismo de suicidio celular que
permite os organismos filogeneticamente mais recentes em controlar o namero de células nos
tecidos e eliminar células individuais que ameacam a sua sobrevivéncia. A morte por
apoptose esta presente tanto na vida adulta quanto no desenvolvimento embrionario, e falhas
neste processo podem resultar em patologias como o cancer e doengas neurodegenerativas
(Tonelli and Colli, 2008).

A morte celular programada pode ser induzida por varios estimulos, sendo que todos
tém o mesmo resultado final: morte celular deliberada e sistematica. Este processo é marcado
por alteragdes morfologicas bem definidas, incluindo a condensacao da cromatina, diminuigéo

celular e formacao de corpos apoptéticos (Tonelli and Colli, 2008).
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Figura 4.17- Ensaio de competicdo homdloga Aptamero B7. Uma concentracdo de 1,1 nM

(55 fmol) do aptdmero radiomarcado com *’P-ATP foi incubada com 3x10* células na

presenca ou auséncia de concentraces crescentes do mesmo ndo radiomarcado, para um

volume final de 50 pl. Os ensaios foram realizados a 25°C com um tempo de incubacgéo de 40

min. Em A: curva de competicdo realizada com as células 1321N1 expressando o receptor

recombinante P2Y1. Em B: curva de competicdo utilizando a linhagem 1321N1 expressando

0 receptor P2Y4. Os dados foram plotados utilizando o programa GraphPad Prism 4.
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Um dos meétodos de estudo da apoptose detecta mudancas na posicdo da
fosfatidilserina na membrana celular. Em células ndo apoptoticas, a maioria das moléculas de
fosfatidilserina estdo localizadas na camada interna da membrana plasmatica, contudo logo
que a apoptose € induzida, a fosfatidilserina se redistribui para a superficie externa da
membrana e torna-se um sinal para o reconhecimento e remocéo das células pelos macréfagos
(Fadok et al., 1993, Martin et al., 1995).

O deslocamento da fosfatidilserina pode ser detectado com o anticoagulante anexina
V, o qual tem alta afinidade por este fosfolipidio. A conjugacdo do corante isotiocianato de
fluoresceina (FITC) a anexina V, permite identificar e quantificar as células apoptéticas
através da citometria de fluxo (van Engeland et al., 1998),

Com a progressdo da apoptose, ha alteragdes na permeabilidade da membrana. A
utilizacdo concomitante de marcadores de DNA de alta massa molecular, como o iodeto de
propidio, e anexina V-FITC permite a distingdo entre as células apoptdticas em estagio inicial
e final.

Nos ensaios usando esta metodologia, verificamos que a privacdo de soro reduziu
significativamente (figura 4.18, tabelas 4.2 e 4.4) o nimero de celulas P19 vidveis (anexina
V-FITC e PI negativos). O tratamento com 100 uM de ATP reverteu este efeito, indicando
que o ATP tem uma acdo protetora a apoptose induzida pela auséncia de soro. Quando as
células P19 indiferenciadas foram incubadas com 100 nM do aptdmero B7, o nimero de
células apoptéticas (anexina V-FITC e anexina V-FITC/PI positivas) cresceu
consideravelmente, tanto nas células carenciadas quanto nas mantidas em soro, o que indica
que o aptamero esta atuando sobre um receptor purinérgico ou induzindo a apoptose por outra
via (figura 4.18, tabelas 4.2, 4.3 e 4.4).

Para testarmos a hipdtese de que o aptdmero B7 estaria agindo sobre um receptor

purinérgico, tratamos as ceélulas simultaneamente com 100 uM de ATP e 100 nM do
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aptamero. Neste caso, observamos que os niveis das células vivas e apoptéticas retrocederam
aos do controle, indicando que houve uma competicdo entre 0 ATP e o0 aptdmero B7. Nas
células privadas de soro, a incubacdo com 100 uM de ATP e 100 nM do aptamero reverteu a
protecdo a apoptose promovida pelo ATP, a porcentagem de células vivas decaiu de 73,79%
para 27,25%, o mesmo ndo foi observado para a cultura mantida em meio com soro, uma
plausivel explicacdo para este dado seria a ligacédo inespecifica dos aptameros a componentes
do soro, o que diminuiria 0 nimero de moléculas disponiveis para competir com o ATP pelo
seu alvo (figura 4.18, tabelas 4.2, 4.3 e 4.4).

Estes dados sugerem que o aptamero B7 se liga a um receptor purinérgico e que este
provavelmente é o receptor P2Y2. Estudos prévios realizados em nosso laboratorio
caracterizaram a expressdo diferencial dos subtipos purinérgicos durante a diferenciacdo
neuronal das células de carcinoma embrionario P19 (tabela 4.5). Os dados obtidos indicam,
que dentre os subtipos purinérgicos expressos em células P19 indiferenciadas, os principais
responséaveis pelos aumentos transitérios na [Ca®'];, induzidos pelo ATP, sdo os receptores
P2Y1, P2Y2 e P2X4 (Resende et al., 2007, 2008), sendo que destes trés subtipos, somente
P2Y2R est4 associado a protecdo induzida por nucleotideos a apoptose (Chorna et al., 2004,
Coutinho-Silva et al., 2005, Arthur et al., 2006, Burgos et al., 2007). Descri¢des da literatura
sugerem que a ativacdo do receptor P2Y1 induz a apoptose em células tratadas com
nucleotideos (Sellers et al. 2001, Mamedova et al., 2006, Coutinho-Silva et al., 2005), e Solini
et al., indicaram o envolvimento do receptor P2X4 na inducdo da apoptose por nucleotideos
em células mesangiais humanas (Solini et al., 2006).

Ainda € necessario que outros ensaios sejam realizados no sentido de averiguar se o
aptamero B7 possui afinidade por outros subtipos de receptores purinérgicos. O nosso grupo
dard continuidade a este trabalho respondendo a este questionamento e tambeém

caracterizando os demais aptameros identificados.



113

m Necroticas ®mMortas =\Vivas ®Apoptoticas

100% -
80% :
60% :
40% !
20% :

% do Total de Células

0% -

Controle

Controle
B7 + ATP =

B7 + ATP

Células Carenciadas Células mantidas em soro

Figura 4.18- Inducdo a apoptose de células P19 indiferenciadas. As células P19,
carenciadas e cultivadas na presenca de SFB, foram submetidas aos seguintes tratamentos: 10
uM de ciclo 0 (biblioteca); 100 uM de ATP; 100 nM do aptdmero B7; 100 nM do aptamero
B7 e 100 uM de ATP, e entdo coradas com anexina V-FITC e iodeto de propidio (PI). As
barras mostram a distribuicdo das células (média de trés experimentos) analisadas por
citometria de fluxo. O grafico permite a comparacao direta das porcentagens de células que se
encontram nas seguintes condigdes: células necrdticas (Pl positivo, anexina V negativa);
células mortas (anexina V/PI positivos); células apoptéticas (anexina V positiva) e células

vivas (anexina V e Pl negativas). Controle: células ndo tratadas.
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Tabela 4.2- Inducdo a apoptose de células P19 indiferenciadas. As células P19,
carenciadas e cultivadas na presenca de SFB, foram submetidas aos seguintes tratamentos:
100 nM de ciclo 0 (biblioteca); 100 uM de ATP; 100 nM do aptdmero B7; 100 nM do
aptamero B7 e 100 uM de ATP. Apds duas horas de incubacdo, elas foram coradas com

anexina V-FITC e iodeto de propidio e entdo analisadas por citometria de fluxo.

Células cultivadas na presenca de soro

Tratamento Necréticas Mortas Vivas Apoptéticas Pl (total) Anexina V (total)
Controle 3,05+0,87 4,45+1,26 80,42 +3,46 12,09 +£1,35 7,49 +2,12 16,54 + 2,6
Ciclo0 3,22+1,04 6,75 +3,23 74,59 £ 3,49 15,45+ 0,77 9,96 + 4,26 22,2+2,46
B7 9,36+0,75 14,86+1,23 40,66*1,66 35,13 +2,22 24,21 +1,46 49,99 + 2,33
ATP 2,6 £0,70 6,47 £ 2,69 87,2 +£3,27 3,72+1,99 9,07 £2,28 10,19 £ 3,92
B7 + ATP 3,06 +1,16 517+1,90 82,46 +4,51 9,32 +4,42 8,23 +1,00 14,48 £5,61

Células Carenciadas

Tratamento Necréticas Mortas Vivas Apoptéticas Pl (total) Anexina (total)
Controle 5,61+0,16 18,62 +0,15 26,14 +£0,23 49,63 + 0,24 24,23 +0,22 68,25 + 0,32
Ciclo0 2,77 £1,07 15,2 +2,21 28,79 £ 2,59 53,24 +2 17,97 £ 2,35 68,44 + 1,64
B7 3,16 £1,02 13,81 +0,31 3,056+1,17 79,98 £1,55 16,97 £1,26 93,79+1,24
ATP 3,09 +£1,39 8,15 +4,74 73,79 £5,76 14,97 £1,83 11,23 +6,13 23,12 +4,43
B7 + ATP 3,26 £0,83 23,39+0,27 27,25+4,52 46,1 +4,4 26,65 +2,12 69,49 + 2,43

Os dados representam a média + E.P.M de trés experimentos (expressos em porcentagem do
namero total de células). PI: iodeto de propidio. Células Necréticas (Pl positivo, anexina V
negativa); Células mortas (anexina V/PI positivas); Células apoptéticas (anexina V positiva);
Células vivas (anexina V e Pl negativas); PI total (Pl positivo e anexia V/PI positivas);

Anexina total (anexina V positiva e anexia V/PI positivos)
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Tabela 4.3- P-valores obtidos da comparacao estatistica utilizando o teste t de Student.

Células cultivadas na presenca de soro

Tratamento  necréticas  Mortas Vivas Apoptéticas Pl(totall]  Anexina V (total)
Controle x Ciclo 0 0,4530 0,3199 0,1556 0,0438* 0,3336 0,1013
Controle x B7 0,0014* 0,0010** 0,0007** 0,0005** 0,0011* 0,0002**
Controle x ATP 0,3266 0,2339 0,0781 0,0086* 0,2840 0,0922
Controle x B7/ATP 0,4958 0,3606 0,3423 0,2639 0,3644 0,3566
Ciclo 0 x B7 0,0246* 0,1084 0,0193* 0,0019* 0,0818 0,0047*
B7 x ATP 0,0007** 0,0223* 0,0003** 0,0001** 0,0021* 0,0006**
ATP x B7/ATP 0,3526 0,3277 0,1806 0,1294 0,3536 0,2452
Ciclo 0 x B7/ATP 0,4601 0,3576 0,1133 0,1139 0,3772 0,1197
Ciclo 0 x ATP 0,3332 0,4753 0,0475* 0,0049* 0,3772 0,0296*

Células carenciadas

Tratamento  necréticas Mortas Vivas Apoptéticas PI (total) Anexina V (total)

Controle x Ciclo 0 0,0388* 0,0992 0,1680 0,0780 0,0404* 0,4495

Controle x B7 0,0468* 0,0009** 0,0006** 0,0007** 0,0106* 0,0006**
Controle x ATP 0,0761 0,0568 0,0048* 0,0008** 0,0606 0,0031*
Controle x B7/ATP 0,0331* 0,0001** 0,3960 0,2143 0,0156* 0,3861

Ciclo 0 x B7 0,3796 0,2328 0,0011* 0,0001** 0,3108 0,0001**

B7 x ATP 0,4797 0,1473 0,0016* 0,0000** 0,1929 0,0006**

ATP x B7/ATP 0,4517 0,0292* 0,0009** 0,0030* 0,0448* 0,0004**
Ciclo 0 x B7/ATP 0,3396 0,0217* 0,3699 0,0873 0,0190* 0,4063
Ciclo 0 x ATP 0,4175 0,1011 0,0021* 0,0000** 0,1553 0,0014*

*P < 0,05; **P< 0,001. PI: iodeto de propidio. Células Necréticas (Pl positivo, anexina V
negativa); Células mortas (anexina V/PI positivos); Celulas apoptdticas (anexina V positiva);
Células vivas (anexina V e PI negativas); Pl total (Pl positivo e anexia V/PI positivos);

Anexina total (anexina V positiva e anexia V/PI positivos)
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Tabela 4.4- Nivel descritivo do teste t (P-valor) para a comparacdo estatistica entre

células mantidas em soro e as células carenciadas.

Células em soro X Células carenciadas

Tratamento

Células Controle Ciclo 0 Aptamero B7 ATP Aptamero B7 + ATP
Necréticas 0,0323* 0,3839 0,0026* 0,3648 0,4363
Mortas 0,0024* 0,0881 0,2031 0,3651 0,0032*
Vivas 0,0013* 0,0062* 0,0000%* 0,0425* 0,0002**
Apoptéticas 0,0003** 0,0002** 0,0000** 0,0036* 0,0010**
Pl (total) 0,0050* 0,1384 0,0052* 0,3587 0,0001**
Anexina V (total) 0,0220* 0,0043* 0,0001** 0,0282* 0,0004**

* P < 0,05; **P< 0,001. PI: iodeto de propidio. Células Necréticas (Pl positivo, anexina V
negativas); Células mortas (anexina V/PI positivos); Células apoptdticas (anexina V positiva);

Células vivas (anexina V e PI negativas); Pl total (Pl positivo e anexia V/PI positivos);
Anexina total (anexina V positiva e anexia V/PI positivos).
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Tabela 4.6- Expressdo Diferencial dos Receptores Purinérgicos Durante a Diferenciagéo

Neuronal de células de carcinoma embrionario murino P19. A expressdo protéica dos

subtipos dos receptores P2X e P2Y foi avaliada, por imunofluorescéncia, em células P19

indiferenciadas (Ind), progenitores neurais (dia 4, D4), durante a fase final da diferenciacédo
(dia 6, D6) e em neurénios P19 (dia 8, D8) (Resende et al., 2007).

Dias da diferenciacéo

Receptores Ind D4 D6 D8
P2X1 n.d + + n.d
P2X2 + ++ + +++
P2X3 +++ ++ + n.d
P2X4 ++ + ++ +
P2X5 n.d n.d n.d n.d
P2X6 + ++ ++ +++
P2X7 nd n.d n.d n.d
P2Y1 +++ ++ ++ n.d
P2Y2 + ++ +++ +++
P2Y4 +++ ++ ++ n.d
P2Y6 + ++ ++ +++

Os sinais + indicam a intensidade da expressdo de cada receptor em

diferenciacdo neuronal. n.d: marcacdo ndo detectada.

cada estagio da
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5-Discussao

O receptor purinérgico P2Y2 possui ampla distribuicdo no corpo humano e estd
envolvido em uma série de mecanismos fisioldgicos e patolégicos (Burnstock, 2006a, 2007a).
A ativacdo desses no epitélio das vias aéreas aumenta a secrecdo de muco, a frequéncia de
batimentos dos cilios e o transporte de ions cloreto e dgua através da superficie luminal
(Lazarowski and Boucher, 2009). Além disso, 0 P2Y2R esta associado a vias de sinalizacdo
pro - inflamatdrias (Weisman et al., 2005), pode inibir a neurodegeneracdo (Chorna et al.,
2004, Franke et al., 2006, Burgos et al., 2007), modular a proliferacdo e diferenciacdo (Arthur
et al.,2005, Coutinho-Silva et al., 2005, Resende et al., 2007, 2008), e regular o ciclo celular
(Miyagi et al., 2006, Malam-Souley et al., 2006). Devido a essas caracteristicas, 0 P2Y2R ¢
um intrigante alvo para o desenvolvimento de novas drogas.

De fato, agonistas com estrutura de dinucleotideos, Up4U e Up4dC, estdo sendo
submetidos a testes clinicos como novos tratamentos para a sindrome dos olhos secos e
fibrose cistica, respectivamente (Nichols, 2004, Deterding et al., 2005). Contudo, a poténcia, a
eficacia e a seletividade desses dinucleotideos sdo apenas moderadas (Brookings et al., 2007;
Davenport et al., 2007; Sauer et al., 2009, Hillmann et al., 2009), e embora eles sejam
metabolicamente mais estaveis do que os mononucleotideos ATP e UTP, eles geralmente
possuem uma curta meia-vida devido a hidrélise enzimatica, especialmente por pirofosfatases
(NPPs) (Vollmayer et al., 2003). Assim, potentes e seletivos agonistas e antagonistas seriam
muito importantes para aumentar o conhecimento sobre os papéis patofisiologicos desse
receptor e para explorar o seu potencial terapéutico.

A técnica SELEX é proposta como uma nova abordagem para a selecdo de ligantes, a
partir de uma biblioteca combinatoria de oligonucleotideos, com alta afinidade e
especificidade contra uma ampla variedade de alvos, que vao desde pequenas moléculas a

proteinas, acidos nucléicos, células e organismos (Ciesiolka et al., 1995, Blank et al., 2001,
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Wang et al., 2000, Daniels et al., 2003, Ulrich et al., 2002). Os aptameros geralmente
possuem 0s requisitos necessarios para a sua aplicacao terapéutica: além da especificidade e
afinidade, eles ndo sdo imunogénicos e o procedimento de SELEX aceita nucleotideos
qguimicamente modificados, o que melhora a estabilidade deles em fluidos biologicos (Ulrich
et al., 2006, Stoltenburg et al., 2007).

A maioria dos aptameros descritos até 0 momento foram selecionados contra proteinas
solveis e purificadas (Ohuchi et al., 2006, Shamah et al.,2007). Em geral, os melhores
resultados da técnica de SELEX sdo obtidos quando a proteina alvo possui uma conformacao
estavel, permitindo a constante apresentacéo do epitopo estrutural de um ciclo de selecéo para
0 proximo. Muitas moléculas com potencial terapéutico e para diagnéstico sdo constituintes
naturais da membrana, e quando o alvo exige a presenca da membrana (como receptores
acoplados a proteina G ou canais i6nicos) ou de co-receptores para assumir sua conformacéo
estavel, ¢ dificil ou impossivel planejar um experimento de SELEX com a proteina soltvel e
purificada (Ohuchi et al., 2006, Shamabh et al.,2007).

Aptameros, contra alvos expressos na superficie celular, podem ser selecionados
realizando o procedimento de SELEX contra ectodominios da molécula, como efetuado por
Du et al. na identificacdo de aptameros do receptor AMPA (Du et al., 2007), o que, contudo,
nem sempre garante a atividade do aptdmero contra a proteina no seu ambiente fisioldgico
(Pestourie et al., 2006), ou contra o alvo presente em uma mistura complexa, como
preparacfes de membrana ou a superficie de células intactas (Shamah et al., 2007).

Um dos trabalhos pioneiros, demonstrando que os aptadmeros podem ser selecionados
contra alvos complexos e ndo somente contra proteinas soltveis, foi realizado por Ulrich et al.
em 1998. Neste procedimento de SELEX, o alvo foi apresentado em uma preparacdo de
membrana do orgéo elétrico do Torpedo california, o qual é rico em receptores nicotinicos de

acetilcolina. Foram empregados os métodos de separacdo: adsor¢do em filtros de nitrocelulose
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e gel mobility shift, e a fenciclidina, inibidor dos receptores de acetilcolina, foi usada, nos
ciclo de selecdo empregando filtracdo em nitrocelulose, para eluir os aptdmeros que interagem
com o seu dominio de ligacdo aos receptores de acetilcolina. Apds nove rodadas de SELEX,
duas classes de aptdmeros foram identificadas. As moléculas da Classe | sdo potentes
inibidores da atividade da acetilcolina nas celulas musculares BC3H1, enquanto que as da
classe Il sdo capazes de bloquear a ligacdo da fenciclidina e da cocaina aos receptores
nicotinicos de acetilcolina sem afetar a atividade destes, podendo,desta forma, ser eficazes em
reduzir a toxicidade associada com a dependéncia a drogas de abuso.

Neste trabalho, optamos por utilizar como alvo o receptor P2Y2 recombinante
expresso em um preparado de membrana da linhagem de astrocitoma humano 1321N1. Antes
de iniciar o procedimento, esta linhagem foi caracterizada quanto a atividade do P2Y2R frente
aos agonistas ATP, UTP e ATPyS e o antagonista suramina e demonstrou respostas similares
as descritas na literatura (para revisdo Abbranchio et al., 2006).

E importante ressaltar que as células 1321N1 selvagens, naturalmente, ndo expressam
receptores de nucleotideos do tipo P2 funcionais (Parr et al., 1994) o que, por consequéncia,
diminui a probabilidade de selecionarmos moléculas com ligacdo inespecifica a outros
subtipos purinérgicos.

Contudo, dada a complexidade da membrana celular, é de se esperar, que além do
receptor P2Y2, outros constituintes da membrana também possam ser ligantes das moléculas
de RNA, o que € um inconveniente no desenho do presente estudo. Para contornar esta
limitacdo do ensaio, seria oportuno utilizar um ciclo de selecdo negativa contra a linhagem
1321IN1 selvagem, entretanto, como mencionado anteriormente, ndo consideramos isto
adequado ja que identificamos uma expressao infima de receptores P2Y 2 nestas células, o que

poderia ocasionar a perda de sequéncias com afinidade pelo alvo.
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Desta forma, optamos por outro procedimento: o ATPyS foi usado em todos os ciclos
de selecdo para eluir especificamente as sequéncias de RNA ligadas ao seu dominio de
ligagdo ao P2Y2R. Entre as drogas descritas como ligantes do P2Y2R, escolhemos o ATPyS
porque sua afinidade e especificidade pelo P2Y2 sdo superiores as da suramina e devido a
presenca do tiofosfato terminal, ele € menos suscetivel a degradacédo por ecto-nucleotidases do
que os agonistas fisiolégicos ATP e UTP (Abbracchio et al. 2006).

A mesma abordagem foi utilizada com sucesso em outros trabalhos, como na selecao
de aptdmeros contra o receptor de acetilcolina (citado anteriormente) e na selecdo de
aptameros contra receptores do Trypanosoma cruzi que interagem com moléculas da
superficie da célula hospedeira mediando a adesédo e a invasao destas pelo parasita (Ulrich et
al., 2002). Neste estudo, as macromoléculas laminina, fibronectina, sulfato de heparana e
trombospondina foram utilizadas para eluir os aptdmeros que interagiam com seus receptores
na superficie do T. cruzi, rendendo, ao final deste procedimento, aptameros foram
identificados capazes de inibir a invasdo das células de rim de macaco LLC-MK; pelo T.
cruzi.

A Dbiblioteca de RNA, utilizada na selecdo, foi transcrita de uma biblioteca
combinatéria de DNA em que cada sequéncia possui 100 nucleotideos (nt) com 32 posicdes
aleatorias. O tamanho da por¢do randomizada comumente varia de 25 a 75 nt; sendo que
bibliotecas com 30 a 40 posi¢des randdmicas foram empregadas com sucesso em outros
procedimentos de SELEX contra alvos complexos como: na selecdo de aptdmeros contra
receptores nicotinicos de acetilcolina, receptores de adesdo do Trypanosoma cruzi e contra
tenascin-C (Ulrich et al., 1998, 2002, Hicke et al., 2001).

O procedimento foi iniciado com aproximadamente 56 copias de cada um dos 10*
variantes, os ciclos foram conduzidos com presséo de selecéo crescente. Apos nove 9 rodadas

de SELEX, identificamos 46 sequéncias, que apesar de ainda serem heterogéneas, foram
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agrupadas, baseado na conservacdo parcial de regides consensos, em trés familias e se ligaram
ao preparado de membrana com Ky de 164,3 nM.

Em experimentos de selecdo contra alvos complexos nem sempre € obtido um
conjunto homogéneo de oligonucleotideos. Por exemplo, a selecdo de aptameros de DNA
contra a superficie de eritrocitos, resultou, apos 25 ciclos, em uma colecdo de moléculas com
alta complexidade, que possuia poucas sequéncias repetidas. As duas familias identificadas se
ligavam ao alvo com afinidades entre 1,6 a 1,8 nM (Morris et al., 1998). Apos 15 ciclos de
SELEX contra receptores de tirosina quinase expresso em células PC12, 67 clones foram
analisados. Duas sequéncias constituiam juntas mais de 50% dos clones, quatro outras
representavam 25% e oito foram identificadas apenas uma vez. Elas ndo possuiam
semelhanca entre si e 0 Ky dos aptameros avaliados variou de 30 a 70 nM (Cerchia et al.,
2005). Ulrich et al. identificou, tendo como alvo os receptores nicotinicos de acetilcolina,
apos 9 ciclos, duas classes de aptameros com afinidades de 2 e 12 nM (Ulrich et al., 1998).

A predicdo da estrutura secundaria, das sequéncias das trés familias, demonstrou que
nem todos os aptdmeros possuiam seus motivos conservados dentro de algas ou grampos.
Contudo, como discutido anteriormente, isto ndo invalida a caracteriza¢do destas sequéncias.

O aptdmero B7, cuja sequéncia se repetiu em dois outros clones, teve sua afinidade de
ligacdo a superficie das células 1231N1-mP2Y2, 1321N1-P2Y1 e 1321N1-P2Y4 determinada
por ensaios de competicdo homdloga. Observamos que a constante de dissociacdo para a
linhagem 1231N1-mP2Y?2 foi de 187,5 nM, um valor aproximadamente 10 vezes inferior ao
calculado para o ATP na mesma linhagem e, pelo menos, 17 e 49 vezes inferior ao valor
obtido para as células 1321N1-P2Y1 e 1321N1-P2Y4, respectivamente.

Dando continuidade ao trabalho, determinamos a atividade biologica e B7 verificamos
que este é capaz de interferir em uma funcéo celular envolvendo a sinaliza¢ao de nucleotideos

via P2Y?2.
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O desenvolvimento e o0 crescimento de um organismo sdo processos altamente
regulados que envolvem a manutencdo do equilibrio entre a proliferacdo e a apoptose
(Hipfner et al., 2004). Na apoptose, as celulas, ndo mais necessarias ou que causardo danos ao
organismo ou tecido, sdo eliminadas de uma maneira ordenada e limpa. Isto previne o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria que esta, freqiientemente, associada com a
morte celular por necrose. Injuria, estresse oxidativo e niveis extracelulares reduzidos de
fatores troficos, sdo exemplos de estimulos indutores que podem levar as células a apoptose
(Twomey and McCarthy, 2005).

A manutencdo da vida celular € um componente crucial para a funcdo de uma célula-
tronco. A sobrevivéncia destas células, em particular a inibicdo da apoptose, é dependente da
presenca de fatores troficos e ndo-troficos (Park et al., 2010, Miguel-Aliaga and Thor, 2009).
As células P19 sdo uma linhagem de carcinoma embrionario de camundongo com capacidade
de se diferenciarem em tipos celulares dos trés folhetos embrionarios (endoderma, mesoderma
e ectoderma). Quando manipuladas na presenca de DMSO, elas se diferenciam em células de
origem endodérmica e mesodérmica, tais como células musculares cardiacas e esqueléticas
(Edwards et al., 1983, McBurney et ., 1982). Quando tratadas com &cido retindico, elas se
diferenciam em neurénios e células da glia (Jones-Villeneuve et al., 1982, Martins et al.,2005,
Resende et al., 2007). Nosso grupo usou esta linhagem como modelo para estudar a expressao
e a atividade dos receptores purinérgicos P2X e P2Y durante a diferenciacdo neuronal dessas
células e verificou que o ATP modula tanto a proliferacdo quanto a diferenciacdo neuronal
das celulas P19 (Resende et al., 2007, 2008).

De fato, trabalhos da literatura tém apontado o papel protetor do P2Y2R em eventos
degenerativos (Chorna et al.,, 2004, Burgos et al., 2007). Por exemplo, Arthur et al.

demonstrou que células PC12 e neurdnios da raiz dorsal sdo protegidos, da apoptose
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desencadeada pela privacdo de soro, pelos nucleotideos ATP, UTP e ATPyS. Um efeito
mediado pelo receptor P2Y2 que requer Scr, ERK e Akt (Arthur et al. 2006).

Condizente com os dados até entdo descritos, ndés demonstramos que o ATP exerce
uma funcgdo protetora em células P19 indiferenciadas privadas de soro, provavelmente via o
receptor P2Y2, e que o aptamero identificado neste trabalho foi capaz de reverter a acéo
protetora do ATP, diminuindo a porcentagem de células vivas de 74% para 27%, semelhante
ao nivel das células controle (células privadas de soro que ndo receberam tratamento). Tendo
em vista que o processo de selecdo dos aptdmeros foi realizado utilizando como competidor
um analogo estrutural do ATP, ATPyS, é provavel que o aptdmero B7 iniba a atividade
protetora do ATP competindo com este pelos mesmos sitios de ligacdo. A observacdo mais
interessante destes dados foi que a concentracdo do aptdmero que promoveu este efeito, 100
nM, era 1000 vezes menor do que a concentragdo utilizada do ATP, 100 uM.

Semelhante ao aptamero identificado neste estudo, outros procedimentos de SELEX
também selecionaram oligonucleotideos com atividade bioldgica. Além dos exemplos citados
anteriormente, Cerchia et al., utilizando como alvo receptores de tirosina quinase (RET)
expressos na superficie de células PC12, identificaram o aptdmero D4, que ndo somente se
ligou ao dominio extracelular de RET com constante de dissociacdo de 35 nM, como,
também, na concentracdo de 200 nM, inibiu a autofosforilagdo de RET em até 70%,
reduzindo drasticamente a fosforilacdo de ERK. Este aptamero foi capaz, inclusive, de inibir o
crescimento de neuritos induzido por GDNF nas células PC12 (Cerchia et al., 2005).

O aptamero B7 foi o primeiro, dos 46 aptdmeros selecionados, a ter suas propriedades
de ligag&o ao receptor P2Y2 caracterizadas. NOs acreditamos, que dentre os demais clones, é
alta a probabilidade de encontrarmos aptdmeros com uma maior poténcia e seletividade pelo
P2Y2R, uma vez que nem sempre 0 aptdmero, cuja sequéncia tem a maior representacdo no

total de clone identificados, possui os melhores parametros de interagdo com o alvo. Por
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exemplo, como no trabalho citado acima, dos 67 clones identificados apos 15 ciclos de
SELEX contra 0 RET, a sequéncia do aptdmero D4, o qual apresentou as melhores
propriedades de interacdo com RET, sendo capaz inclusive de inibir sua via de sinalizacdo,
era Unica; engquanto o aptamero D14, cuja sequéncia representava 34% dos clones, nédo
apresentou ligacdo significativa ao alvo, a uma concentracdo de 100 nM, quando comparado
ao controle (biblioteca) (Cerchia et al., 2005, Pestourie et al., 2006). Desta forma, um dos
nossos proximos objetivos sera caracterizar os demais aptdmeros identificados neste
procedimento de SELEX.

O aptamero B7 demonstrou propriedades que o tornam uma ferramenta relevante para
definir as funcgdes fisiopatoldgicas do receptor P2Y2. Outros ensaios ainda deverdo ser
realizados para complementar a caracterizacdo do aptdmero B7 e para aperfeicoar suas
propriedades, como verificar a especificidade do aptamero frente aos subtipos purinérgicos
ainda ndo examinados; determinar o 1Cso do aptdmero (concentracdo do aptamero necessaria
para inibir 50% da resposta do agonista) em relacdo & variacéo da [Ca?']; desencadeada pelo
ATP; avaliar a capacidade deste de intervir em outros processos celulares envolvendo a
sinalizacdo de nucleotideos via P2Y2, como na diferenciagdo neuronal das células P19;
empregar técnicas de modificacbes pds-SELEX para aperfeicoar a afinidade, a atividade
funcional e estabilidade metabdlica deste aptamero, por exemplo, determinar a extensdo da
sequéncia do aptamero requerida para a interacdo com o receptor P2Y 2.

Tais ensaios contribuirdo para o desenvolvimento de compostos com propriedades
farmacologicas otimizadas e com potencial terapéutico maior, até mesmo do que as
apresentadas pelo préoprio aptamero B7. Em outras palavras, o aptdmero B7 podera servir
como prototipo para o desenvolvimento de novos compostos. Nesse interim, podemos
mencionar o desenvolvimento do aptdmero Macugen™. Jellinek et al. foram os primeiros a

utilizar a metodologia de SELEX para selecionar aptameros que bloqueavam a interacao entre
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0 VEGF e seu receptor. Estas moléculas ndo possuiam relevancia terapéutica, mas foram
primordiais para que o procedimento de selecdo fosse aperfeicoado gerando posteriormente o
Macugen™ (Jellinek et al., 2004).

Acreditamos que o conjunto de dados obtidos neste trabalho sdo promissores e
relevantes no estudo dos receptores purinérgicos, sendo que uma das suas principais
contribuicdes consistiu em provar a viabilidade do procedimento de SELEX para a
identificacdo de moléculas bioativas contra o receptor P2Y2, o que, também, se estende para
os demais subtipos purinérgicos, abrindo, desta forma, para 0 nosso grupo e também para
outros pesquisadores, uma gama de possibilidades para a geracdo de ligantes subtipos-
especificos dos receptores purinérgicos. Destaca-se aqui mais uma vez o desenvolvimento do

aptamero Macugem™, como citado acima.
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6-Conclusdes

Neste estudo, nés utilizamos a metodologia de SELEX para selecionar aptameros de
RNA contra o receptor purinérgico P2Y2 humano expresso em células de astrocitoma
humano 1321N1.

Ao final de nove ciclos de SELEX, nos isolamos 46 sequéncias que foram agrupadas em
trés familias de acordo com a presenca de regides consensos. A mistura destas moléculas se
ligou a preparacdo de membranas da linhagem 1321N1-hP2Y2 com uma constante de
dissociacdo de 164 nM.

Um dos oligonucleotideos identificados, denominado aptamero B7, se ligou ao subtipo
purinérgico P2Y2 murino expresso na superficie da linhagem 1321N1 com Ky de 184 nM
(valor pelo menos 17 e 49 vezes inferior aos da sua ligacdo as células 1321N1-P2Y1 e
1321N1-P2Y4, respectivamente). A interacdo deste aptamero ndo foi dependente da espécie,
uma vez que ele foi capaz de se ligar tanto ao receptor P2Y2 de origem humana como murina.

A atividade biologica do aptamero B7 foi avaliada em células P19 indiferenciadas
(sabidamente expressando receptores P2Y?2 enddgenos), na qual a protecdo conferida pelo
ATP a apoptose, provavelmente via o receptor P2Y 2, foi revertida na presenca deste aptamero
em uma concentracao mil vezes menor do que a do ATP.

O aptdmero B7 demonstrou propriedades que o tornam uma ferramenta relevante para
definir as demais funcdes fisiopatoldgicas do receptor P2Y2, sendo que passos de otimizacéo
das suas propriedades como ligante e biodisponibilidade poderdo tornd-lo um composto de
alta relevancia farmacéutica.

Este estudo confirmou a viabilidade da técnica SELEX para identificar ligantes
subtipos-especificos dos receptores purinergicos, abrindo uma gamma de possibilidade para o

N0SsO grupo e para demais pesquisadores.
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