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Resumo: O método, in vitro, de selecdo de ligantes por enriquecimento
exponencial (SELEX) vem sendo amplamente aplicado na caracterizagdo
de dcidos nucleicos estruturalmente funcionais, chamados aptdmeros
ligantes a um alvo. Os aptdmeros sdo pequenas moléculas de DNA em
fita simples ou RNA, os quais apresentam alta sensibilidade e afinidade a
um alvo, que pode ser proteina, células, virus, dcidos nucleicos, vitaminas,
dentre outros. A selecdo de aptémeros é feita por meio de biblioteca
randdémica de oligonucleotideos sintetizados quimicamente, sendo estas
constituidas por uma regido aleatéria flanqueada por regides conservadas.
Para a selecdo dos aptémeros de RNA, a biblioteca randémica de
oligonucleotideos de DNA deve ser transcrita in vitro em uma biblioteca
de RNA. Dessa forma, o presente trabalho teve como obijetivo otimizar um
processo para a sintese de uma biblioteca randémica de oligonucleotideos
contendo o promotor da T7 RNA Polimerase (T7 RNAP) para posterior
aplicacdo na selecdo de aptémeros de RNA. Um pool de DNA gendmico
humano foi utilizado como fonte para a biblioteca, este pool foi sonicado
em diferentes tempos, para se verificar a melhor condicdo para geragdo
da biblioteca. O produto obtido apés 60 minutos foi amplificado por PCR,
incorporando sequéncias fixas por meio de primers, dentre os quais o
primer senso continha o promotor da T7 RNAP. Os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose e fotocumentados,
sendo que os fragmentos variaram de aproximadamente 80a 600
nucleotideos. O método utilizado demonstrou ser Gtil na construcdo
de bibiliotecas randémicas de RNA com aplicabilidade na selecdo de
aptdmeros.
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1. Introducéio

A quimica combinatéria é uma tecnologia importante para a indistria, assim como
para a investigagdo biotecnolégica, que tem sido utilizada para o desenvolvimento de novos
materiais. Os dcidos nucleicos sdo compostos atraentes para a quimica combinatéria, uma
vez que se dobram em estruturas secunddrias e tercidrias definidas e pode ser amplificado
por sintese enzimdtica. Dentre os métodos utilizados para a selegdo, in vitro, de RNAs
funcionais chamadas aptémeros a evolucdo sistemdtica de ligantes por enriquecimento
exponencial (SELEX) se destaca na selecdo em larga escala de ligantes especificos a uma
molécula alvo (STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007). Esta técnica foi descrita
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simultaneamente por Tuerk e Gold (1990), Ellington e Szostak (1990) e Robertson e Joyce
(1990) e vem sendo amplamente aplicada .

O SELEX envolve a selecdo progressiva de aptémeros (figura 1) por repeticdo de séries
de ligagdo, particdo e amplificacdo a partir de uma biblioteca degenerada de dcidos
nucleicos (TUERK; GOLD, 1990; ELLINGTON; SZOSTAK, 1990). Esse método representa uma
ferramenta 0til na identificagdo de aptémeros que se ligam a uma molécula, podendo gerar
alvos com potencial diagnédstico e também terapéutico para o tratamento de doencas que
acometem a salde humana (STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007).

Incubagdo do acido
- nucleico com o alvo

- Particdo de acidos
Repeticdo do nucleiocos ligantes e
Processo ndo-igantes

1
g Amplificacdo dos &cidos <::D

nucleicos selecionados

Figura 1: Esquema simplificado do SELEX. Inicialmente ocorre da biblioteca com o alvo, em
seguida a separacdo das sequéncias ligadas das ndo ligadas. Os dcidos nucleicos ligantes s@o
selecionados e submetidos & transcricdo reversa, amplificagdo e transcricdo, para a geragdo de uma
nova biblioteca que serd usada no préximo ciclo de SELEX.

Os aptémeros sdo oligonucleotideos de cadeia simples (ssDNA) e RNA) capazes de
formar bem definida estruturas tridimensionais e se ligam com alta afinidade e especificidade
contra uma variedade de alvos, que incluem pequenas moléculas orgénicas e inorgénicos,
proteinas, hidratos de carbono e antibidticos. Entre as vantagens apresentadas pelos
aptémeros podem ser mencionados o tamanho relativamente pequeno em comparagdo com
os anticorpos, o que facilita a sua sintese quimica e modificagdes (ULRICH et al, 2006;
STOLTENBURG; REINEMANN; STREHLITZ, 2007).

Além disso, #&m sido relatados como agente terapéutico demonstrando grande eficécia
em testes em cultura de células e em animais (LEE et al., 2006). Foram descritos como sendo
pouco imunogénicos e ao contrdrio da producdo de anticorpos monoclonais, a sua producdo
em larga escala é menos dispendiosa e sua drea de atuacdo é versdtil (GOPINATH et al.,
2006). Segundo Miyazaki e Fujita (2012), cerca de duas décadas se passaram desde a
descricio do método de selecdo de aptdmeros por SELEX e suas aplicacdes estdo
aumentando e se tornando cada vez mais sofisticadas, sendo o atual momento uma
oportunidade para que as pesquisas em viroses considerem o uso de aptdmeros.

Ponto de partida de um processo SELEX é uma biblioteca aleatéria de
oligonucleotideos de DNA quimicamente sintetizados. Esta biblioteca consiste de uma grande
nimero de fragmentos de ssDNA (~10'> moléculas) que abrange uma regido central aleatéria
de aproximadamente 20-80 nucleotideos que sdo flanqueado por diferentes sequéncias
especifica (ULRICH et al., 2006). A indstria farmacéutica utiliza bibliotecas combinatérias de
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moléculas naturais, artificiais, de peptideos e de oligonucleotideos na identificagdo de
moléculas especificas ao alvo para fins terapéuticos (MAJUMDER et al., 2005).

Para selecdo de aptédmeros de DNA, a biblioteca pode ser usada diretamente no
primeiro round do SELEX, pois os primers (senso e antisenso) derivam das sequéncias
especificas nas terminagdes 5'e 3’, permitindo assim a amplificagdo dos oligonucleotideos
selecionados. Admiti-se que moléculas de DNA sintetizadas quimicamente sdo amplificadas
pela polimerase com diferentes eficiéncias, assim, podem ocorrer perdas de algumas
sequéncias ligantes apés o primeiro round. No que se refere para aptémeros de RNA, a
biblioteca randémica de DNA deve ser transcrita in vitro em uma biblioteca de RNA antes de
comegar os rounds do SELEX, por isso é essencial que o primer senso da 5’ possua a
sequéncia promotor da T7 RNA Polimerase (T7 RNAP). Assim durante cada round do SELEX é
feito uma transcricdo reversa e uma subsequente amplificacdo (STOLTENBURG;
REINEMANN; STREHLITZ, 2007).

Bibliotecas de oligonucleotideos quimicamente modificadas foram utilizadas em alguns
experimentos de SELEX a fim de aumentar a complexidade da biblioteca, incorporando assim
novas caracteristicas de grupos funcionais, possibilitando novas interagdes da molécula - alvo,
além de estabilizar as estruturas conformacionais ou aumentar a resisténcia & nucleases,
propriedades que s@o importantes para muitas aplicacdes de aptdmeros (KLUSSMANN,
2006).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como o objetivo realizar a sintese de uma
biblioteca randémica de RNA a partir da fragmentagdo de um pool de DNA gendmico
humano e inser¢do da sequéncia promotora da T7 RNAP utilizando primers especificos, a fim
de posterior uso na selecdo de aptdmeros ligantes & regido 3-UTR do RNA do virus da
dengue.

2. Material e métodos

2.1 DNA Genomico

Comumente, para a construgdo da biblioteca qualquer fonte de DNA gendmico pode
ser utilizada, desde que o DNA seja qualidade e representa de forma confidvel o genoma de
interesse. Neste trabalho foi utilizado um pool de DNA genémico humano.

Os procedimentos empregados neste estudo para manipulagdo do material bioldgico
adotaram as normas do Cédigo de Etica Médica, com No. 005/2001 de aprovagdo no
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberléndia (UFU). A identificacdo
das amostras foi feita conforme os nimeros de prontudrios e o nimero de entrada do
individuo na pesquisa.
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2.2 Sonicacdo do DNA humano genémico:

O pool de DNA gendmico humano com 12 ng, foi submetido & sonicagdo por 40, 45
e 60 minutos, para se obter fragmentos de tamanhos variados. Os produtos sonicados foram
analisados em gel de agarose 1% e fotodocumentados utilizando o aparelho LPix (Loccus).

2.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O pool de DNA foi sonicado, em aparelho Ulirasonic Cleaner (1440D, Odontobras),
em diferentes tempos e em seguida submetido & PCR, de acordo com Singer et al.(1997),
onde foram incorporadas as sequéncias fixas (figura 2) utilizando primers com sequéncia fixa
e randdmica. Inicialmente foi realizada uma PCR para incorporagdo do primeiro primer
denominado Bran. A amplificacdo da biblioteca ocorreu de acordo com a seguinte reacdo de
PCR: DNA gendmico (12 pg), primer Bran (5 pmols), Platinum Tag DNA Polimerase (1 U),
dNTPs (200 mM) , MgClI2 (1.5 mmol/L) e tampdo 1X da Taq para volume final de 50pL. A
reacdo foi incubada por 20 ciclos de 93°C - 20 s, 50°C — 40 s, 72°C - 40 s, precedida por
desnaturacdo inicial de 93°C - 3 minutos e extensdo final de 72°C - 10 minutos.

Figura 2- Diagrama da construcdo da biblioteca. Por meio da sonicacéo geraram-se cortes
aleatérios de DNA para a insergdo do primer Bran na primeira PCR, apés a purificagdo uma nova PCR
foi realizada para inser¢do do primer Aran. Por fim, uma nova amplificagéo foi feita usando o primer
A juntamente com o primer B. Fonte: Adaptado de SINGER et al., (1997).
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O produto desta reagdo foi purificado utilizando acetato de sédio (3M) e o pellet foi
ressuspendido em 10 pL de dgua ultrapura. Posteriormente, este material foi sujeito a uma
nova PCR com o primer Aran nas mesmas condicdes supracitadas, cujo produto também foi
purificado. Uma terceira PCR foi realizada incorporando o primer A, que além da sequéncia
fixa de pareamento ao produto anterior, continha uma sequéncia randdmica para geracdo da
biblioteca e a sequéncia do promotor da T7 RNAP. O primer B foi utilizado a fim de
amplificar produtos com base no anelamento ao & sequéncia Bran previamente introduzida &
biblioteca.

Com a finalizagdo da construgdo da biblioteca randémica apés a incorporagdo dos
primers A e B, o produto da rea¢do foi analisado por eletroforese utilizando gel de agarose
1% e as variagdes nos pesos moleculares entre aproximadamente 80 a 600 nucleotideos
foram purificadas a partir da agarose e precipitados com acetato de sédio (3M).

3. Resvultados e discussées

O melhor tempo de sonicacdo do pool de DNA humano foi de 1 hora, pois com este
tempo ocorreu maior fragmentacdo do produto no aparelho aqui utilizado, conforme
apresentado na Figura 3A. A fragmentacdo do DNA foi importante para que ocorra a
geracdo de diferentes tamanhos do produto, aumentando assim a aleatoriedade na
construcdo da biblioteca (Figura 3B). Geralmente a fragmentacdo é feita por procedimentos
fisicos (sonicador, hydroshear), mas também pode ser realizada por métodos enzimdticos,
onde reagentes clivam o DNA, como por exemplo, enzimas de restricdo e nucleases ndo
especificas (MARINE et. al., 2011).

Figura 3: Eletroforese dos produtos obtidos para a construgdo de biblioteca de RNA. A)- Pool de
DNA: 1- Sonicado por 40 minutos; 2- Sonicado por 45 minutos; 3- DNA Sonicado por 60 minutos. B)
Eletroforese correspondente ao produto das reagdes sucessivas para incorporagdo do promotor da 77 RNAP,
demonstrando haver fragmentos gendmicos variando de aproximadamente 80-400 nucleotideos. Estes
fragmentos foram cortados do gel de agarose e purificados para uso posterior na selecdo de aptdmeros

ligantes & regides de RNA funcionais presentes no genoma do virus da dengue.
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Para realizar a selecdo de aptémeros de RNA, a biblioteca randémica de DNA
precisa ser convertida em uma biblioteca de RNA antes do inicio dos rounds. Dessa forma, foi
importante a incorporagcdo de um primer que possuisse a sequencia do promotor da T7
RNAP, conforme descrito por Stoltenburg, Reinemann e Strehlitz (2007). A enzima T7 RNAP &
conhecida por ser uma das mais simples na sintese de qualquer tipo de RNA. Contrastando
com a maioria das RNA Polimerases conhecidas, tais como aquelas codificadas por
bacteriéfagos T3, SP6 e K11, esta enzima é composta por uma Unica subunidade
catalisadora (KOCHETKOV; RUSAKOVA; TUNITSKAYA, 1998).

Por reconhecimento de seu promotor especifico e por meio de uma catdlise, a T7
RNAP realiza sintese de RNA na direcdo 5'— 3' com a presenca de um molde de DNA

podendo ser utilizada na geragcdo de sondas marcadas com RNA de alta atividade
especifica e RNA para tradugdo in vitro (SCHENBORN; MEIRENDORF, 1985).

4. Concluséo

O método de sintese aqui empregado permitiv a construgdo de uma biblioteca
randémica de oligonucleotideos que serd dtil para diversas aplicacdes do SELEX gendmico.
Dentre as perspectivas deste trabalho estdo a sinfese, in vitro, da biblioteca randémica e a
utilizagdo da mesma na selecdo de aptdmeros de RNA contra elementos regulatérios
presentes no genoma do virus da dengue, tais como a regidgo 3"-UTR.

Agéncias Financiadoras: FAPEG, CNPq.
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Construction of a Random Oligonucleotide Library containing the T7
polymerase promoter for in vitro synthesis of RNA.

Abstract: The method in vitro called selection of ligands by exponential enrichment
(SELEX) has been widely applied in the characterization of structural and functional
nucleic acid ligands to a target called aptamers. Aptamers can be single strand DNA and
RNA molecules, which have high sensitivity and affinity to a target, which may be protein,
cell, virus, nucleic acids, vitamins, in others. The selection of aptamers is made by means
of a random library of chemically synthesized oligonucleotides, which are comprised of a
random region flanked by conserved regions. For the selection of RNA aptamers, the
random library of DNA oligonucleotides must be transcribed in vitro in an RNA library.
Thus, this study aimed to standardize a process for the synthesis of a random library of
oligonucleotides containing the T7 RNA polymerase (T7 RNAP) promoter for subsequent
application in the selection of RNA aptémeros for dengue virus. A human genomic DNA
pool was used as a source for the library, this pool was sonicated at different times, to
assess the best condition for generation of the library. The product obtained after 60
minutes was amplified by PCR, incorporating sequences fixed by a set of four primers,
one of them contained the T7 RNAP promoter. The amplified products were analyzed by
agarose gel electrophoresis and photodocumented, and the fragments ranged from about
80-600 nucleotides. The method used has proved useful in the construction of base
libraries of random RNA with applicability in the selection of aptamers in vitro binding to
a particular target.

Keywords: Selex; aptamer; nucleic acid.
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