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APRESENTACAO

Os canceres ocorrem devido ao acumulo de modificagcdes genéticas e
epigenéticas que interferem nas fungdes de controle das células afetadas,
levando a sua proliferacdo descontrolada, sobrevivéncia e disseminagcao. Apesar
de a doenca se desenvolver lentamente e sem sintomas na maioria dos casos, 0
diagnédstico precoce € crucial para um tratamento eficaz. Particularmente, o
cancer de préstata (CaP) € o tipo de tumor mais comum entre homens acima de
50 anos, estabelecendo-se como um grave problema de saude publica global.

Nesse cenario, os aptameros, que consistem em sequéncias de fita
simples de DNA (ssDNA) ou RNA (ssRNA), surgem como uma ferramenta
promissora controle terapéutico do CaP. Sua capacidade de se dobrar em
estruturas tridimensionais permite que se liguem a alvos especificos com alta
precisdo. Também oferecem outras vantagens significativas, tais como a
possibilidade de detectar biomarcadores em células cancerigenas e em fluidos
corporais, a capacidade de ligacao a drogas ou nanoparticulas que possam atuar
como veiculo, direcionando o tratamento as células tumorais. Outra vantagem dos
aptameros € o possivel monitoramento continuo da doenca, ja que a deteccao
continua de células cancerigenas ou biomarcadores permite acompanhar a
resposta ao tratamento e identificar precocemente recidivas da doenca. Além
disso, nao produzem efeitos imunogénicos e apresentam alta estabilidade sob

diversas condigdes.

Neste trabalho, as analises estdo dispostas da seguinte maneira: No capitulo |
descrevemos o contexto do cancer, com énfase no segundo tipo de cancer mais
prevalente entre homens acima dos 50 anos, o CaP, trazendo seus dados

estimados de diagnostico, morbidade e mortalidade, bem como seus fatores de
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risco e plataformas atuais para o diagnéstico. Propomos o estudo de aptameros
como complexo terandstico, explicando sua origem, selecdo e vantagens. No
Capitulo I, utilizamos dois aptameros de ssRNA, A6 e A11, previamente
selecionados por sua capacidade de se ligar especificamente as células tumorais
do cancer de préstata (CaP), em particular a linhagem celular PC-3. Embora
eficazes, apresentam limitagcbes significativas que comprometem sua
aplicabilidade clinica. Pois se comportam como RNAs nao codificantes, podendo
interferir na regulacdo da expressado génica e estdo sujeitos a degradacao nao
controlada ou indesejada por diversas enzimas, como ribonucleases (RNases),
exoenzimas e RNases extracelulares, que afetam a execucdo experimental
(laboratorial), perda de funcao, fragmentacao da molécula, comprometimento da
terapia, impacto na estabilidade para aplicacédo de drug delivery. Além disso, a
interacdo com essas enzimas pode ativar respostas inflamatérias do sistema
imunoldégico inato, que identifica essas sequéncias sintéticas, como os aptameros,
como possiveis ameacas, semelhantes ao material genético de alguns virus. Isso
pode levar a inducao de uma sindrome de liberacédo de citocinas, provocada por
inflamacdes descontroladas, resultando em faléncia de érgaos e choque séptico.

Diante dessas limitagdes, o objetivo foi fazer a modificacdo dos aptameros
de ssRNA para ssDNA, criando os novos aptameros LN-A6 e LN-A11. Ao
substituir o RNA pelo DNA de fita simples (ssDNA), removemos o grupo hidroxila
(OH) na posicao 2' do agucar ribose, o qual aumenta significativamente a
resisténcia a hidrolise e degradacao por RNases, pois elas sdo especificas para o
RNA, fazendo seu reconhecimento e executando sua clivagem. Ja o ssDNA, que
possui a desoxirribose (sem o OH 2’) as RNases ndo conseguem atuar com
eficiéncia, conferindo maior estabilidade a molécula, protegendo-a contra a

degradacgao enzimatica e contaminagdes que ocorrem no ambiente extracelular.
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Assim, os aptameros de ssDNA podem se adequar melhor para aplicacbes
clinicas. Frisando que sao mais estaveis, oferecendo maior resisténcia as
interagdes prejudiciais ao organismo humano, durabilidade em ambientes onde o
ssRNA seria rapidamente degradado. Portanto a modificacdo de ssRNA para
ssDNA otimiza a aplicabilidade dos aptameros na area cinica como ferramenta

terandstica para o CaP.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de prostata, aptameros ssRNA e ssDNA,

bioinformatica, estabilidade, plataformas diagndsticas e terapéuticas.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1Caracterizacao do cancer

O cancer é caracterizado pelo acumulo de modificagbes genéticas e
epigenéticas, que impactam o comportamento celular de forma complexa e
multifacetada. As alteracbes genéticas referem-se a mutagdes na sequéncia do
DNA, a molécula que codifica as instrugbes para o funcionamento celular. Por
outro lado, as modificagbes epigenéticas, influenciadas por fatores ambientais e
estilo de vida, modulam a expressao génica sem alterar a sequéncia do DNA. De
acordo com o modelo proposto por Douglas Hanahan (2022), essas alteracdes
promovem a aquisicdo de capacidades que definem as células cancerigenas,
conhecidas como hallmarks do céncer. Essas caracteristicas incluem: a
proliferacao celular sustentada, resisténcia a morte celular, potencial replicativo
ilimitado, inducao de angiogénese, ativacao da invasdao e metastase, evasao do
sistema imunologico, instabilidade genémica, inflamacao tumoral, reprogramacao
do metabolismo celular, e resisténcia a morte celular induzida por estresse. Esses
fatores combinados interferem nas funcdes regulatérias essenciais e permitem a
progressao e disseminacao tumoral. (Sierra, et al, 2020) (Takeshima, et al, 2019)

O estudo de Bray et al. (2024) analisou a carga global do cancer no ano de
2022, com base em estatisticas de incidéncia e mortalidade, além dos tipos de
cancer mais frequentes. Os dados utilizados foram obtidos do Observatério Global
do Cancer (GLOBOCAN), que compila informagdes da Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC), uma organizagcao criada pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS). O artigo classifica o cancer como a segunda principal
causa de morte no mundo, representando uma importante questao de justica
social e saude publica. A proje¢ao indica um aumento no numero de novos

diagnédsticos de cancer até 2050, impulsionado por fatores demograficos e



U

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE BERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
GENETICA E BIOQUIMICA

epidemioldgicos. Diante desse cenario, torna-se crucial delinear estratégias

globais de prevencao e controle da doencga.

1.2 CaP: um problema global de saude publica com alta incidéncia e

mortalidade

No panorama atual, a neoplasia maligna prostatica conhecida como cancer
de préstata (CaP) classifica-se como problema de saude publica situando-se em
segundo lugar de prevaléncia de carcinoma masculino na esfera mundial.
Ademais o CaP apresenta um indice de mortalidade elevada, uma vez que a
doenca é classificada como agressiva em funcao das células cancerosas do
tumor primario migrarem para outros locais do corpo, originando novos tumores,
essa disseminacao de células tumorais denomina-se metastase. (Siegel, et al,
2020). Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC), mostram registros
de 1.414.259 novos casos e 375.304 obitos no ano de 2020, indicando uma
expansao no CaP de 34,8% de incidéncia diagndéstica, com mortalidade de 40,9%
dentro de uma década’. Ja no contexto brasileiro, a previsdao € de 71.730 novos
casos de diagnésticos entre os anos de 2023 a 2025, equivalendo a uma taxa de
67,86 a cada 100 mil habitantes masculinos segundo as informacdes do Instituto
Nacional de Cancer (INCA, 2022)2. Ademais, fora registrado um total de 15.841
mortes ocasionadas por essa doenca no pais no ano de 2020, representando
15,3 falecimentos a cada 100 mil homens. Destaca-se ainda que as regides com

maiores taxas de incidéncia desse cancer, sendo o norte e oeste europeu, 0

" Informacao disponivel em : https://gco.iarc.who.int/media/globocan/factsheets/cancers/27-
prostate-fact-sheet.pdf

2 Informacao disponivel em : https://www.inca.gov.br/publicacoes/livros/deteccao-precoce-do-
cancer
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Caribe, Australia, Nova Zelandia, as Américas do Norte e do Sul, e a Africa do

Sul, conforme relatérios da IARC de 20203.

1.3 Fatores de risco para o CaP: idade, genética, epigenética e impacto

das desigualdades sociais.

Os principais fatores de risco associados ao CaP incluem idade, histoérico
familiar, fatores genéticos e epigenéticos, raca e etnia (Bancroft et al., 2021). A
incidéncia dessa neoplasia maligna se intensifica apés os 60 anos, consolidando
a idade como o maior fator de risco. Outro fator de alta relevancia é o histérico
familiar, que aumenta a chance de diagnéstico em até 2 a 3 vezes (Salmi et al.,
2021). Diante dessa condicdo, € possivel que haja uma tendéncia ao
desenvolvimento de um CaP mais agressivo € com maior risco de metastases,
embora nao seja uma certeza. A herdabilidade da doencga esta presente em cerca
de 58% dos casos, sendo associada a mutacées em genes de reparo do DNA
(HOXB13, BRCA1, BRCA2, ATM, CHEK2, RAD51D, PALB2), o que se
correlaciona ao aumento da progressao e prevaléncia do CaP metastatico (Breyer
et al., 2012). Alteracbes epigenéticas, como o envelhecimento, a exposicdo a
produtos quimicos mutagénicos, radiacao, luz ultravioleta (UV) e radicais de
oxigénio que aumentam em condi¢cées inflamatérias, em conjunto com a
ocorréncia da metilacao do DNA (processo pelo qual grupos metila sao
adicionados ao DNA, podendo silenciar genes e impedir sua expressao), também
sdo aspectos importantes na carcinogénese prostatica (Salmi, et al, 2021),
(Breyer et al 2012). Todavia, homens negros tendem atingir patamares mais

agressivos do CaP em virtude aos contextos sociais precarizados associados a

3 Informacao disponivel em : https://gco.iarc.who.int/media/globocan/factsheets/cancers/27-
prostate-fact-sheet.pdf
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ancestralidade, local de origem, fatores ambientais, problemas com planos de

saude e determinantes sociais da saude (Bergengren, et al, 2023).

1.4 Anatomia e fungcado da prostata: relevancia para a identificacao de
patologias prostaticas.

Compreender a anatomia e o funcionamento da préstata € importante para
identificar e distinguir suas patologias. Ela desempenha dupla fungao, crucial no
sistema reprodutivo masculino, atuando tanto como um érgao anatémico
estrutural, como uma glandula produtora de fluidos prostaticos, como o liquido
seminal que compde o0 sémen e mantém a viabilidade do esperma (Michael,
2018), (Rebello, et al, 2021) . A prostata é localizada na regiao inferior da pelve,
abaixo da bexiga e ao redor da uretra. Anatomicamente ela € segmentada em
zona central, transitoria e periférica, além de conter regides fibromusculares e
periuretrais (figura 1) (Rebello, et al, 2021). Representando mais de 70% do
volume glandular, a zona periférica € a principal responsavel pelo funcionamento
normal da prostata. No entanto, € nessa mesma zona que o surgimento de
tumores em homens mais velhos estdo propensos a se desenvolver. Em termos
médicos, a identificacdo do sulco central durante o toque retal € essencial para
que seja realizada a avaliagao da préstata, permitindo a distingdo entre os lobos

laterais, afim de facilitar a deteccao de anomalias. (Verze, et al, 2016).
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Bexiga

Zona Central

Vesicula - Regido das Glindulas Periuretrais
Seminal
Zona de Transigdo

Regido Fibromuscular
Zona Periférica

Ducto
Ejaculatorio

Uretra

Figura 1.* Regides da préstata: zona central, transitoria e periférica, além de conter regides
fibromusculares e periuretrais.

1.5 Importancia do diagndstico precoce e desafios na detecg¢ao do CaP.

O diagnostico precoce do CaP € fundamental, devido a resposta ao
tratamento e ao prognostico ser significativamente mais eficaz quando a doenca é
detectada em seus estagios inicias. O diagnéstico atual é realizado através dos
exames de toque retal, dosagem sanguinea do antigeno prostatico especifico
(PSA, do inglés Prostatic-Specific Antigen), bidpsia tecidual guiada por
ultrassonografia, bem como a utilizagdo da ressonancia magnética
multiparamétrica (MRI) (Sekhoacha, et al, 2022). O PSA & o exame mais utilizado
para diagnéstico em larga escala do CaP. Um valor de PSA inferior ou igual a 4
ng/ml é geralmente considerado dentro da normalidade. No entanto, ha casos em
gue o homem pode apresentar niveis elevados de PSA sem ter CaP (alta taxa de
falso positivo). Esse aumento pode ser causado por patologias benignas, como

hiperplasia benigna da prostata (BPH), prostatite, trauma ou até mesmo apoés a

4 llustragéo adaptada e traduzida do artigo (Rebello, et al, 2021).
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ejaculacao. Além disso, com o aumento da idade, os valores de PSA
considerados normais também tendem a aumentar, o que deve ser levado em
conta na avaliacédo dos resultados. Cabe ressaltar que, em cerca de 15-20% dos
casos, homens podem apresentar niveis baixos de PSA (inferior a 4 ng/ml) e, ao
mesmo tempo, identificar nédulos palpaveis na préstata durante o exame de
toque retal. Essa discrepancia entre os resultados do PSA e do exame fisico
configura um caso de falso negativo do antigeno, evidenciando a importancia da
avaliacao conjunta dos resultados para o diagnoéstico preciso do CaP (Dathathri,
et al, 2022) (Prensner, et al, 2012).

Via de regra, a maioria dos casos iniciais de CaP & assintomatica ou
apresenta sintomas leves e inespecificos. No entanto, a progressao da doenca
pode variar significativamente, em alguns casos evoluir de forma lenta e
indolente, enquanto outros se tornam metastaticos e letais em pouco tempo. Essa
heterogeneidade do CaP exige o desenvolvimento de técnicas que permitam
distinguir os diferentes tipos de cancer (localizado, localizado avancado,
metastatico e reincidente), monitorar sua progressao além de prever a resposta
do paciente ao tratamento proposto diante das caracteristicas avaliadas. Dessa
forma, a conduta médica pode ser individualizada e direcionada as necessidades

especificas de cada paciente (Dathathri, et al, 2022).

1.6 Biomarcadores Moleculares e Aptameros: Inovagées no Diagndstico e
Tratamento do Cancer de Prostata.

Os biomarcadores moleculares e celulares se configuram como elementos
essenciais para o desenvolvimento de novas plataformas para o diagndstico,
monitoramento e tratamento do CaP. Eles sao indicadores objetivos e
mensuraveis que refletem processos bioldégicos normais ou anormais, condicbes

fisiol6gicas ou patolégicas, ou respostas a uma intervencao terapéutica. Os

10
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biomarcadores podem estar presentes em diversos materiais biolégicos, como
sangue, urina, saliva, tecido, dentre outros (Varaprasad, et al, 2023) (Bethesda,
2001). Pesquisadores nao se limitam somente a busca por novos biomarcadores,
mas também exploram moléculas que possam se ligar a eles, para que sejam
desenvolvidas plataformas que possibilitem o diagnostico precoce do CaP, afim
de minimizar tanto os impactos negativos a saude dos pacientes, quanto as taxas
de morbidade e mortalidade (Wasim, et al, 2022 ), ( Kouspou, et al, 2020). Ao
buscar moléculas que possam identificar os biomarcadores do CaP, é necessario
que sejam de alta capacidade de identificacao, afinidade, seguranca, facilidade e
baixo custo na sintese, versatilidade quimica e estaveis. Além disso, precisam ser
acessiveis ao desenvolvimento em larga escala visando aplica¢ées clinicas. Sob
essas circunstancias os aptameros sdo moléculas inovadoras que se adequam a
todas essas expectativas (Hu, et al, 2022). Os aptameros sao oligonucleotideos
caracterizados por pequenas sequéncias de fita simples tanto de RNA (ssRNA)
quanto de DNA (ssDNA), que se dobram em estruturas tridimensionais Unicas e
se ligam de forma especifica a um alvo molecular, com alta afinidade e
seletividade. Eles podem se ligar a uma ampla gama de alvos, incluindo
proteinas, peptideos, lipideos, carboidratos, células e até mesmo virus. Os
aptameros sao biomarcadores promissores, uma vez que apresentam baixa
imunogenicidade e podem ser modificados quimicamente. Além disso, existe a
possibilidade de que possam se internalizar nas células, o que abre perspectivas
de aplicacao em diversas areas, como ferramentas para diagnostico, progndstico,
monitoramento, terapia do cancer de préstata, além de serem potenciais
moléculas-alvo em biossensores. (Wu, et al, 2022).

Além disso, os aptameros podem ser considerados analogos aos
anticorpos devido ao reconhecimento especifico, estrutura tridimensional,
diversidade molecular, alta sensibilidade e versatilidade (Alhamhoom, et al, 2022).

No entanto, os anticorpos comerciais podem agir de forma imunogénica, sofrer

11
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mutacdes, sao limitados para realizar o Direcionamento de Antigenos Associados
a Tumores (TAAs), podem ocasionar reatividade cruzada, possuem meia-vida
curta, penetracao celular limitada, além de terem um alto custo de sintese. Devido
a essas limitacdes, os aptameros se sobressaem em comparagcao aos anticorpos
comerciais. (Alhamhoom, et al, 2022) (Maimaitiyiming, et al, 2019) (Nimjee, et al,
2017).

1.7 Técnicas SELEX, Cell-SELEX e 3D cell SELEX: Evolugao, Aplicagcoes e
Avancos no Desenvolvimento de Aptameros para o CaP.

Os aptameros primordialmente sdo selecionados através da técnica in vitro
de SELEX (Systematic Evolution of Ligants by Exponential Enrichment ) descrita
por Ellington e Szostak em (1990) publicada na revista Nature, com o titulo: “In
vitro selection of RNA molecules that bind specific ligands” e por Tuerk e Gold
publicado no mesmo ano na revista Science com o titulo de “Systematic evolution
of ligands by exponential enrichment. RNA ligands to bacteriophage T4 DNA
polymerase”. Ambos os artigos descrevem a selecdo de moléculas de ssRNA
para fins de ligacao especifica. O primeiro artigo citado trata de forma mais ampla
a selecao, demonstrando a versatilidade da técnica de SELEX para diversos tipos
de ligantes. Ja o segundo foca em uma enzima especifica que seja capaz de se
ligar na DNA polimerase T4 e detalha todo o processo do SELEX.

O SELEX convencional consiste em trés etapas: selecao, subdivisdo e
amplificacao (figura 2). A selecdo ocorre a partir de uma biblioteca de
oligonucleotideos que é incubada com a molécula alvo para selecionar os
aptameros mais especificos. Apds a incubagao vem a subdivisdo, que separa as
sequéncias que nao se ligaram ao alvo das que se ligaram. Em seguida vem a
amplificacdo das sequéncias que permaneceram ligadas ao alvo, esse processo
pode ocorrer por PCR (SELEX de DNA) ou PCR de transcrigao reversa (SELEX

de RNA), ambas as técnicas utilizam o mesmo processo iterativo de selecéo e

12
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amplificacdo para a obtencao de aptameros de alta afinidade ao alvo, o que muda
entre elas € a molécula inicial, que pode ser tanto de DNA quanto de RNA. Os
produtos dessa PCR formam um novo subconjunto, que sao utilizados novamente
para a proxima rodada de selecdo. Esse processo ocorre em meédia de 10 a 20
vezes até obter somente as sequéncias que mantiveram ligadas ao alvo. Por fim,
essas sequéncias passam pelo sequenciamento para que possam ser realizados
testes que avaliam sua capacidade de ligacdo. Apesar do SELEX ser uma
ferramenta de grande potencial para a selecdo de aptadmeros, o processo é
demorado, desafiador e com taxas de sucesso variaveis. Devido a isso, outras
variantes dessa técnica foram desenvolvidas a fim de expandir suas aplicagdes e
solucionar suas limitagées, como por exemplo o cell SELEX (Zhuo, et al, 2017),
(Bing, et al, 2019).

13
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Figura 25 llustragdo esquematica do processo SELEX para a biblioteca de DNA/RNA: O
procedimento envolve repetidos ciclos de:1°Incubagdo da biblioteca com os alvos (ligagao); 2°
Remocdo de sequéncias ndo ligadas e recuperagdo dos oligonucleétideos ligados
(particionamento); 3° Amplificagdo das sequéncias ligadas por PCR (para biblioteca de DNA) ou
RT-PCR e transcrigao (para biblioteca de RNA) - Imagem adaptada (Catuogno; Esposito, 2017).6

O cell-SELEX baseia-se na selecdo de aptameros com alta especificidade
para células, utilizando-as como alvo. Essa metodologia explora as diferencas
moleculares entre duas ou mais linhagens celulares para gerar aptameros que
reconhecem exclusivamente cada uma delas. Através do cell SELEX é possivel
identificar um painel de aptameros que se ligam de forma especifica a linhagem
celular escolhida. Durante o processo de enriquecimento, que seleciona e
amplifica as sequéncias de aptameros com maior afinidade pelo alvo, a utilizagéo
de células vivas garante a preservacdo das caracteristicas naturais dos alvos

presentes na membrana celular. Essa estratégia assegura que as sequéncias

5 llustracdo esquematica do processo SELEX para a biblioteca de ssDNA/ssRNA com
modificagdes na ilustragéo, e legenda retirada do artigo (Catuogno; Esposito, 2017) disponivel em:
https://www.mdpi.com/2227-9059/5/3/49
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obtidas mantenham sua afinidade e especificidade para este tipo de aplicacao
(Wang, et al, 2014), (Chen, et al, 2018), (Zhuo, et al, 2017).

Biblioteca de ssDNA/ssRNA Célula Controle
- negativa para o 8|VO;
- o fendtipo n&o € de interesse

\@573’ Célula Alvo

- células superexpressando um alvo conhecido;

N - com fenétipo de interesse
{34

3°Amplificagédo das x
A A PCR/RT-PCR e 1°Passo de contra selegao
sequéncias ligantes  Transcricao 3 it ¢
L SELEX A Sequé
rvyrTY guéncias
I T Celular 3 ligadas
o
©
Q
3
Q0
O L
Sequéncias L\a A - E‘-
ligadas & n\'_-. > 2°Etapa de
® selecao
@
Recuperacédo E
o
Sequéncias
néo ligadas

Figura 3. 1° Passo de contra selegao: célula Controle (amarela): estas ndo expressam o alvo de
interesse. As sequéncias que se ligam a estas células sado descartadas. Recuperagao: as
sequéncias que ndo se ligaram as células controlem sao recuperadas para a préxima etapa. 2°
Etapa de selecao: célula Alvo (laranja): estas superexpressam o alvo de interesse ou tém o
fenétipo de interesse. Ligacdo e Recuperagdo: As sequéncias que se ligam as células alvo séo
recuperadas. Sequéncias ndo ligadas sado descartadas. 3°Amplificacdo das sequéncias
ligantes: PCR/RT-PCR e Transcricdo: as sequéncias ligantes recuperadas sdao amplificadas por
PCR (no caso de ssDNA) ou RT-PCR (no caso de ssRNA), seguidas por transcricdo se
necessario, para gerar uma nova biblioteca enriquecida em sequéncias ligantes. O ciclo de
selecao e amplificacao é repetido varias vezes para aumentar a afinidade e especificidade das
sequéncias ligantes para o alvo celular.”

O 3D cell-SELEX, € uma versao aprimorada do cell-SELEX, onde ambos

compartilham o mesmo principio basico de selecionar aptaméros usando células

7 llustragéo esquematica do processo SELEX celular para biblioteca de ssDNA/ssRNA. llustragéao
modificada e legenda de autoria prépria. Disponivel em : llustracdo esquematica do processo
SELEX para a biblioteca de DNA/RNA com modificagdes retirada do artigo:
https://www.mdpi.com/2227-9059/5/3/49
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inteiras como alvos. No entanto o 3D cell-SELEX permite que as células se
organizem e interajam de forma mais natural, como no corpo humano, durante a
selecdo de aptédmeros. O grupo de estudos e pesquisa em marcadores
moleculares (GEP-MMol) da Universidade Federal de Uberlandia empregou essa
técnica para obter e caracterizar os aptameros com maior afinidade para o CaP
(Souza, et al, 2016) (figura 4). Os modelos tridimensionais podem ser feitos
através da metodologia de levitagcdo magnética (MLM) (Timm, et al, 2013),
(Haisler, et al, 2013), (Souza, et al, 2016). A cultura 3D em esferoides mimetiza a
organizacao espacial e as interacdes celulares do corpo humano. Isso é possivel
devido a levitagao celular, que facilita a interacao entre as células e garante
contato homogéneo com oxigénio e nutrientes no meio de cultura. Ademais, essa
técnica permite avaliar os componentes da matriz extracelular (EMC), que, in
vitro, sao produzidas por esferoides (agregados celulares tridimensionais
formados espontaneamente, sem scaffolds-estruturas suporte) e in vivo por
tecidos e 6rgaos, essa EMC nao é possivel analisar em culturas 2D. Além disso, 0
3D cell- SELEX simula o comportamento de drogas em doengas como o cancer
com maior fidelidade (Souza, et al, 2016), (Souza, et al, 2010).

Cultura 2D de células normais m
da prostata (RWPE-1)
LNCL N
e 8@

Insi Incubacéo noturna , <24 horas
nsira > Células 1evitadas i Estrutura 3D
Nanocarreadores devido ao ima PC-3/RWPE-1
N feeecee [ ima |
‘ P
Cultura 2D de células l' 0. "

tumorais do CaP (PC-3)
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Figura 4% Cultivo celular em 2D e 3D utilizando nanoparticulas magnéticas (Souza et al

2016).

Souza et al (2016) desenvolveram uma biblioteca de ssRNA a partir de
DNA extraido de amostras de sangue de pacientes com cancer de prostata (CaP)
com o objetivo de identificar aptameros especificos para a doenga. A biblioteca foi
transcrita utilizando o kit T7 RiboMax™ e as sequéncias de RNA resultantes
foram incubadas com células cultivadas em cultura 3D. Para a selecdo dos
aptameros de alta afinidade pelas células do CaP, foi hecessario um processo de
9 ciclos, composto por selecdo negativa, quando a biblioteca de RNA foi
incubada com a linhagem celular normal da préstata RWPE-1, as sequéncias
ligantes dessa linhagem foram descartadas, € as nao ligantes foram incubadas
com a linhagem celular tumoral da préstata PC-3 (selecao positiva). Em seguida,
as sequéncias ligadas a linhagem PC-3 a cada ciclo passavam por amplificacéo
através da reacao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) e utilizadas nos ciclos seguinte, enquanto as sequéncias que nao se
ligavam eram descartadas. Apos 9 ciclos de selecdo, as sequéncias que se
mantiveram ligadas a linhagem PC-3 foram clonadas, sequenciadas e analisadas
(figura 5). Entre elas, os aptameros A6 e A11 foram selecionados para novos
estudos devido as suas caracteristicas, tamanho entre 20 e 50 nucleotideos,
baixa energia livre de Gibbs (conceito fundamental em termodinamica, utilizada
para prever a espontaneidade de reagcdes quimicas e processos em sistemas
fechados a temperatura e pressdo constantes) e alta especificidade para
proteinas da membrana das células do CaP. llustracao do processo de 3D cell-

SELEX para obtencao dos oligonucletideos A6 e A11

8 Imagem tirada do artigo (Souza et al 2016) traduzida para o portugués.
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SELEX celular
em 3D

Figura 5° - Selecéo de aptameros ligantes a células tumorais da prostata utilizando a técnica Cell-
Selex 3D. I- Confeccao da biblioteca de RNA; lI- Sele¢do das sequéncias que ndo se ligaram na
linhagem RWPE-1 (células normais da prostata); lll- Amplificacdo por PCR das sequéncias nao
ligante (IV); V- Incubacdo da biblioteca de RNA com a linhagem celular alvo PC-3 (células
tumorais da prostata) ; VI- As sequéncias que nao se ligaram ao alvo foram removidas; VII- As
ligantes, amplificadas por PCR; VIII- Apés realizar o ciclo ter sido realizado 8 vezes, as sequéncias
ligantes passaram por clonagem e sequenciamento. (Souza, et al, 2016)

1.8 Comparacgao entre ssRNA e ssDNA em Aptameros: vantagens, desafios
e evolugao dos protocolos SELEX.

Os aptameros poderem ser tanto de ssRNA quanto de ssDNA, no entanto
inicialmente os protocolos de SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) tinham com mais frequéncia suas bibliotecas criadas de
ssRNA como material de partida. Essa escolha ocorria devido a crenca de que o
ssRNA, em virtude a sua flexibilidade estrutural, apresentaria maior probabilidade

de se dobrar em conformacdes funcionais, gerando ligantes de alta afinidade

9 Imagem modificada, com legenda traduzida e adaptada do artigo (Souza, et al, 2016)
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(Cheng, et al, 2001), (Wang, et al, 2018). No entanto, sequéncias de ssRNA
podem ocasionar efeitos colaterais significativos. Devido a RNA nao codificantes
que podem interferir na regulacéo da expressao génica, também sao facilmente
degradadas por ribonucleases (RNases), RNases extracelulares, exoenzimas
dentre outras, representando prejuizos a saude humana, tais como a perda de
funcdo de moléculas essenciais, ativacao de respostas inflamatorias, disfuncdes
celulares e assim por diante (Campos-Fernandez, et al, 2020) (Houseley, et al,
2009).

Os estudos de Ulriche et al. (2006) e Adler et al. (2008) mostram que os
aptameros de ssDNA se destacam em relacdo aos de ssRNA devido a sua maior
estabilidade quimica e biolégica, o que os torna mais resistentes a degradacéao e
mais adequados para uso em ambientes complexos, como o corpo humano. A
maior estabilidade do ssDNA em relacdo ao ssRNA pode ser explicada por
diversos fatores, além da auséncia do grupo hidroxila (OH) na posicdo 2' do
acucar desoxirribose.

A auséncia do grupo hidroxila na posicao 2' do acgucar desoxirribose no
ssDNA, em comparagcao com a ribose presente no RNA, faz com que a molécula
de ssDNA seja menos suscetivel a clivagem hidrolitica. No ssRNA, o grupo
hidroxila adicional no carbono 2' facilita a hidrolise da ligacdo fosfodiéster,
tornando a molécula de RNA mais vulneravel a degradacao espontanea em
condicdes fisiologicas. Essa auséncia no ssDNA nao apenas aumenta sua
resisténcia a hidrélise, mas também reduz a susceptibilidade a acédo de
nucleases, enzimas que degradam acidos nucleicos.

Além disso, o ssDNA tem uma estrutura quimica mais simples e compacta,
0 que contribui para uma maior resisténcia a degradacao por fatores ambientais,
como pH extremo e variacdes de temperatura. Esses fatores, combinados com a
sintese mais simples e de menor custo, tornam o ssDNA uma opg¢ao mais

eficiente e com maior tempo de vida util em comparagdao com o ssRNA, sendo
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especialmente util para aplicacdes terapéuticas e diagndsticas em ambientes

complexos como o corpo humano.

1.9 Modificacdo de Aptameros de ssRNA para ssDNA: Avancos em

Estabilidade e Aplicag6es Terapéuticas.

Reconhecendo a relevancia da estabilidade para o bom desempenho
dos aptameros de ssRNA, estudos investigam distintas técnicas, incluindo
modificagcdes quimicas e hibridizacdo com sequéncias de DNA, para
aperfeicoar suas propriedades e ampliar suas aplicacbes (Amero, et al, 2021),
(Navien, et al, 2020), (Campos-Fernandez, et al, 2020). Em contrapartida,
outras pesquisas mostram a possibilidade de modificar por completo a estrutura
de ssRNA para ssDNA. O estudo de Campos-Fernandez et al, (2024) analisou
a sequéncia A4 de ssRNA selecionada por 3D cell-SELEX do trabalho de
Souza et al, (2006), apdés modificacdo do A4 de ssRNA para D4 de ssDNA,
além de realizar diversas analises in silico e in vitro que corroboram a maior
eficiéncia e estabilidade do aptamero D4 em relagao ao A4.

No estudo de Jeddi et al, (2017), foi proposto uma metodologia de
modificagdo dos acidos nucleicos, (ssRNA para ssDNA), pois existe uma
caréncia de softwares dedicado a predicdo de estruturas 3D de aptameros de
ssDNA, em vista a gama de ferramentas para modelagens de ssRNA em 3D.
Para a modelagem de ssDNA em 3D ele precisou fazer uma combinacao de
softwares de modelagem, como mostra a figura 6 abaixo, para alterar a
sequéncia, possibilitando gerar a estrutura conformacional tridimensional para
aptameros de ssDNA. Além disso, eles realizaram analises de dinamica
molecular (estudo que avalia o comportamento fisico de atomos e moléculas
em um sistema fechado) sob condigdes mimetizadoras do ambiente real do
alvo, usando diferentes temperaturas, solutos, pressao, dentre outros, para

comparar seu comportamento e resisténcia. Jeddi et al, (2017) utilizaram como
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base modelos 3D de ssRNA visando construir estruturas 3D de ssDNA com
alta fidelidade. Essa técnica inovadora oferece uma alternativa eficiente e
precisa para a modelagem de ssDNA, expandindo as ferramentas disponiveis

para o estudo dessa biomolécula crucial.

1. Servidor: DNA Mfold 2. Assemble2/Chimera 3a. VMD AutoPSF
Sequéncia de Estrutura Coordenadas de
Nucleotideos Secundaria RNA 3D

Estrutura Coordenadas de Estrutura de
Secundaria RNA 3D RNA 3D
Arquivo .ct Arquivo .pdb Arquivos.pdb &.psf

3b. VMD Molefacture 3c. VMD AutoPSF 4. VMD AutolMD
Estrutura de Coordenadas Estrutura de
RNA 3D de DNA 3D DNA 3D
Coordenadas de Estrutura de Estrutura Final de
DNA 3D DNA 3D DNA 3D Minimizada
Arquivo .pdb Arquivos.pdb &.psf Arquivos.pdb &.psf

Figura 6'- 1-Construgdo da estrutura secundaria do ssDNA: previsdo das estruturas
secundarias de sequéncias de ssDNA usando o servidor web mfold, baseado em técnicas de
minimizacado de energia livre. 2- Construgdo dos modelos equivalentes de ssRNA em 3D e
refinamento das estruturas: usando as estruturas secundarias previstas, € gerado os modelos
em 3D equivalentes de ssRNA com Assemble2/Chimera. As estruturas foram refinadas em 100
iteragbes para remover deficiéncias geométricas e otimizar parametros estruturais. 3-
Transformacao dos modelos 3D de ssRNA em estruturas 3D de ssDNA: Importagdo dos
modelos refinados de ssRNA 3D para o VMD, onde atomos de hidrogénio foram adicionados e os
ssRNAs modificados em ssDNA, substituindo uracila por timina e ribose por desoxirribose. O
resultado inclui arquivos pdb e psf. 4- Refinamento das estruturas 3D finais de ssDNA:
refinamento adicional das estruturas 3D de ssDNA usando VMD AutolMD através de 10.000
iteracdes de minimizagdo de energia. O resultado final inclui arquivos de coordenadas (.pdb) e
informagdes de ligagao (.psf) para analises adicionais de simulagdo de dindmica molecular.

Dessa forma, propusemos a modificacado dos aptameros A6 e A11 de
ssRNA para ssDNA por meio de softwares de modelagem baseado nos

resultados de Campos-Fernandez et al (2024), que reafirmam a melhor

10 Imagem e legenda traduzidas com adaptacdes (Jeddi et al.,2017).
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estabilidade e eficiéncia de aptameros de ssDNA com resultados promissores em
aplicagoes clinicas, bem como nos estudos de Jeddi et al, (2017).

Com o objetivo de comparar a estabilidade dos modelos de ssDNA com
ssRNA, as estruturas foram submetidas a dindmica molecular (MD), uma
metodologia computacional avancada que permite analisar minuciosamente a
estrutura e o comportamento de biomoléculas em solugao, incluindo DNA e RNA.

A MD baseia-se em campos de forca como o CHARMMZ27, que inclui
parametros para descrever as energias associadas a diversas interacdes, como
ligacdes covalentes, angulos de ligacao, tor¢cdes e interacdes néao ligantes (Van
der Waals e eletrostaticas). Isso permite simular sequéncias de DNA e RNA,
analisando suas propriedades estruturais, dinamicas e de hidratacao, incluindo
angulos diedros, conformacgcdes de acgucar e distribuicdes de parametros
helicoidais (MacKerell; Banavali, 2000).

A MD é uma ferramenta essencial para a analise detalhada da estrutura e
dinamica do DNA e RNA, possibilitando uma compreensao mais profunda de suas
funcdes biologicas e interagdes moleculares. Para avaliar as mudangas na
conformacao, foi aplicado o calculo Root-Mean-Square Deviation (RMSD), que
mensura a magnitude das alteragdes na estrutura ao longo do tempo. Além disso,
foram avaliadas as ligacdes de hidrogénio (H-BOND) formadas internamente nos
ssSRNAs e ssDNAs.

A combinag¢ao da modificagdo dos aptameros com os estudos de dinamica
molecular traz resultados que direcionam futuros estudos de bancada como in
vitro, visando concretizar sua aplicabilidade de ferramentas auxiliares em

plataformas diagnésticas ou abordagens terapéuticas contra o CaP.
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RESUMO

Os aptameros de RNA A6 e All apresentam alta especificidade para células tumorais de
cancer de prdstata (CaP), especialmente a linhagem PC-3. No entanto, a instabilidade e os efeitos
colaterais limitam seu uso clinico. Este estudo visa desenvolver aptameros de ssDNA modificados
(LN-A6 e LN-A11) com maior estabilidade e potencial terapéutico. Os aptameros de sSRNA A6 e
A1l foram modificados in silico com o intuito de gerar aptameros de ssDNA (LN-A6 e¢ LN-A11)
que desprovidos do grupo hidroxila 2'apresentam naturalmente resisténcia a degradagdo por
RNases. A similaridade estrutural entre os aptidmeros originais (sSRNA) e modificados (ssSDNA)
foram analisados visualmente e simulagdes de dindmica molecular (MD) foram conduzidas a 100
ns ¢ um duas diferentes temperaturas, 300K e 310K. A estabilidade dos complexos submetidos a
dinamica foi analisada por meio do nimero interno de ligacdes de hidrogénio (H-bond) e root
mean square deviation (RMSD) das estruturas ao longo da dindmica. Além disso, foi medida a
afinidade e a forca de ligagdo dos aptdmeros as células PC-3 pela andlise de constante de
dissociacdo (Kd) por citometria de fluxo em diferentes concentragdes. Os resultados demonstram
que a modificacdo dos aptdmeros de ssRNA para ssDNA resultou em moléculas com alta
similaridade estrutural, maior afinidade e forca de ligagdo as células PC-3, e maior estabilidade. O
LN-A6 se destaca como um candidato promissor para pesquisas futuras visando o desenvolvimento

de ferramentas diagndsticas e terapéuticas inovadoras para o CaP.

PALAVRAS-CHAVE: Ciancer de prostata, aptdmeros ssRNA e ssDNA, bioinformatica,

estabilidade, plataformas diagndsticas e terapéuticas.
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ABSTRACT

The ssRNA aptamers A6 and A1l exhibit high specificity for prostate cancer (CaP) tumor cells,
particularly the PC-3 cell line. However, their clinical application is limited by instability and side
effects. This study aims to develop modified ssDNA aptamers (LN-A6 and LN-A11l) with
enhanced stability and therapeutic potential. The ssSRNA aptamers A6 and A1l were modified in
silico to generate ssDNA aptamers (LN-A6 and LN-A11) that naturally resist degradation by
RNases due to the absence of the 2' hydroxyl group. The structural similarity between the original
(ssRNA) and modified (ssDNA) aptamers was visually analyzed, and molecular dynamics (MD)
simulations were conducted for 100 ns at two different temperatures, 300K and 310K. The stability
of the complexes during dynamics was assessed through the internal number of hydrogen bonds
(H-bond) and root mean square deviation (RMSD) of the structures throughout the simulations.
Additionally, the affinity and binding strength of the aptamers to PC-3 cells were measured by
dissociation constant (KD) analysis using flow cytometry at different concentrations. The results
demonstrate that the modification from ssRNA to ssDNA aptamers resulted in molecules with high
structural similarity, greater affinity and binding strength to PC-3 cells, and increased stability. LN-
A6 stands out as a promising candidate for future research aimed at developing innovative

diagnostic and therapeutic tools for CaP.

KEYWORDS:

Prostate cancer, ssSRNA and ssDNA aptamers, bioinformatics, stability, diagnostic and therapeutic
platforms.
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1. INTRODUCTION

Prostate cancer (CaP) constitutes a global public health issue, with high incidence and
mortality rates, particularly among men aged 65 and older. In 2020, the WHO reported 1,414,259
cases and 375,304 deaths due to CaP worldwide, with projections indicating an increase in the
coming decades. The distribution of the disease is closely linked to the Human Development Index
(HDI) and the Gross Domestic Product (GDP) of countries, with developed nations generally
exhibiting higher incidence rates compared to low or developing nations. This disparity may be
attributed to limited access to healthcare services and delayed diagnoses in less developed regions
(Rebello et al., 2021). In Brazil, prostate cancer (CaP) is the second most common cancer among
men, with an estimated 71,730 new cases projected between 2023 and 2025. The relatively uniform
incidence across different regions of the country is influenced by various factors, including
deficiencies in case registration, inadequate healthcare systems, genetic predispositions, age, race,
ethnicity, and environmental differences. According to INCA 2022, understanding global and
national disparities in CaP incidence and mortality is crucial for developing effective prevention,
diagnosis, and treatment strategies to combat this disease, which impacts millions of lives
worldwide. Given the epidemiology, early detection is crucial for effective prognosis and
treatment. However, current diagnostic methods have limitations such as false positives and
negatives, inability to distinguish between cancer stages (localized, locally advanced, metastatic,
and recurrent), lack of monitoring for disease progression, and inefficiency in predicting treatment
response (Dathathri et al., 2022), (Prensner et al., 2012). In this context, aptamers emerge as a
promising solution to overcome these limitations. These innovative molecules exhibit high affinity
and selectivity, reduced immunogenicity, ease of chemical modification, and lower production
costs (Wu et al., 2022), (Hu et al., 2022). The study and research group on molecular markers
(GEP-MMol) at the Federal University of Uberlandia employed the 3D cell-SELEX technique to
select eight sSRNA aptamers with high affinity for the membrane of CaP tumor cells (PC-3 cell
line). Among these, aptamers A6 and A1l were chosen for further investigation (Souza et al.,
2016). However, ssDNA aptamers offer several advantages over ssSRNA aptamers. RNA aptamers
can present significant side effects, as non-coding RNAs may interfere with the regulation of gene
expression. Additionally, RNA is easily degraded by ribonucleases (RNases), extracellular RNases,

exoenzymes, and others, leading to detrimental effects on human health. These include the loss of
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function of essential molecules, activation of inflammatory responses, cellular dysfunctions, and
more (Campos-Fernandez et al., 2020), (Houseley; Tollervey, 2009). Due to their greater chemical
and biological stability and longer lifespan, ssDNA aptamers are advantageous because of the
absence of the 2' hydroxyl (OH) group on the deoxyribose sugar. This structural difference
increases their resistance to hydrolysis and degradation by nuclease enzymes. Additionally, their
synthesis is simpler, more efficient, and less costly (Ulrich et al., 2006). The proposal of this work
was to modify the ssSRNA aptamers A6 and All to ssDNA is based on the study by Campos-
Fernandez et al. (2024), which analyzed the sequence A4 of ssRNA, also extracted from the article
by Souza et al. (2016). Campos et al. modified the sSRNA A4 to ssDNA D4, and conducted various
in silico and in vitro analyses that support the greater efficiency of the aptamer D4 compared to A4.
To modify our chosen sequences (A6 and Al1), we relied on the study by Jeddi et al. (2017),
which provided a protocol for the modification of sSRNA to ssDNA using modeling and molecular
dynamics software. This study enables the analysis of both molecular types and determines which
one better preserved the structural conformation and stability under preconceived dynamic
conditions. It starts from the understanding that aptamers A6 and A1l bind to the PC-3 cell line

through recognition of the three-dimensional structure (conformation).
2. METHODOLOGY

2.1 Modification of ssRNA aptamers to ssDNA in silico.

The ssRNA sequences of the A6 and A11 aptamers, described in the work of Souza
et al. (2016), were modified by substituting ribonucleotides with deoxyribonucleotides,
aiming to enhance the stability of these molecules.

Initially, using Unafold (https:/www.idtdna.com/UNAFold ), the secondary structures of

the ssSRNA oligonucleotides were generated. With the 2D structure in hand, we were able to
model the three-dimensional structure of these oligonucleotides using the RNAcomposer

platform ( https://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/ ).

The three-dimensional models of the ssSRNAs were transformed into ssDNAs through the
following modifications: removal of the hydroxyl (OH) group from the 2' carbon of the pentose

(Discovery Studio); alteration of the H on the 5' carbon of the uracil base to CH3; and manual
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adjustment of the nomenclature of the modified uracil residues to thymine in the pdb file extension.
Finally, after this process, it was possible to visualize the 3D structure of the modified aptamers to
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Figure 1. Modedeling of ssRNA aptamers to ssDNA: The 2D and 3D modeling pipeline and modification
of ssRNA to ssDNA involves a series of steps that enable the visualization and analysis of aptamer structures
in both two and three dimensions, as well as the conversion of single-stranded RNA (ssRNA) to single-
stranded DNA (ssDNA). This process begins with 2D modeling, where the sequence and base pairs of the
nucleic acids are represented in a flat layout, allowing for an initial analysis of their conformation. Next, 3D
modeling is performed to visualize the three-dimensional structure, revealing spatial interactions and
structural stability. The conversion from ssRNA to ssDNA includes replacing ribose with deoxyribose, and
uracil with thymine. The ssSRNA aptamers were converted to ssDNA and named LN-A6 (figure A) and LN-
All (figure B).

2.2 Molecular Dynamics for subsequent comparison of ssSRNA and ssDNA aptamers.

Following the modification of ssSRNA aptamers (A6 and A11) to ssDNA (LN-A6 and LN-
Al1) (Figure 1 A and B), we proceeded with molecular dynamics (MD) for both nucleic acid types
using the GROMACS program ( https://www.gromacs.org/ ). (Abraham et al., 2015). The

molecular dynamics of ssDNAs (Figure 2) was conducted employing the CHARMM?27
(GROMACS Force Fields) force field and the TIP3P water model (Jorgensen ef al., 1983).

The simulation cell was defined as triclinic in shape. Water molecules and ions (Na+ and Cl-) were
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added, and energy minimization was performed using the steepest descent algorithm. The NVT
(constant volume and temperature) and NPT (constant pressure and temperature) equilibration
phases were conducted for 100 ps each, followed by a production phase of 200 ns under NPT
conditions. The Particle Mesh Ewald (PME) technique was employed to calculate long-range
electrostatic interactions during MD (Essmann et al., 1995). The simulations were performed twice
for each ssDNA, with the only variable being the temperature, which was maintained constant at
300 K and 310 K, respectively, using a modified Berendsen thermostat (Berendsen et al., 1984).
The pressure was adjusted to 1 atm using the Parrinello-Rahman method (Parrinello; Rahman,
1980). The short-range van der Waals and electrostatic forces were set to 1.2 nm. The MD results
were evaluated using tools provided by the GROMACS program, including root mean square
deviation (RMSD) to measure changes in aptamer conformation throughout the dynamics, and
hydrogen bond (H-BOND) analyses, which calculate the number of internal hydrogen bonds

formed within the aptamers.

Creation of a triclinic water Addition of TIP3P water, ___ > Energy minimization
tank containing the aptamer — Na+ and ions Cl- in 5 thousand steps

L/I

Adding pressure (NPT) & System & Temperature addition (300K and 310K)

x 1atm for 200ps Balance (NVT) for 200ps

System Production phase Assess system Hydrogen bond (H-BOND) analysis
balance ~ =  lasting 200ns > stability —— > 2nd Rovi-Mean-Square Deviation
(RMSD) calculations o

/

Figure 2. Steps of molecular dynamics and post-dynamics: The molecular dynamics simulation pipeline
for aptamers using GROMACS starts with the creation of a triclinic box containing water and the aptamer,
followed by the addition of TIP3P water and Na+ and Cl- ions. This is followed by energy minimization,
then gradual heating (from 300K to 310K) in the NVT ensemble for 200 ps, and equilibration with pressure
adjustment (NPT). The production phase lasts for 200 ns, with subsequent analysis of system stability,
hydrogen bonds (H-bonds), and root mean square deviation (RMSD).
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2.3 Synthesis of aptamers and their dissociation constant Kd.

After the modification from ssRNA to ssDNA, the aptamers LN-A6 and LN-A11
were synthesized by the company IDT (Integrated DNA Technologies). Each aptamer was
synthesized with flanking primers at their ends, and biotin was added at the 5' position to
enable binding to streptavidin-FITC, facilitating visualization of the aptamers in

fluorescence and chemiluminescence assays (Figure 3).

LN-A6 - DNA 5 ‘biotinaCCG CAT CGT CCC AAG CCG ATT TTG
GCG AGC AGC AGA CAG GTT CCG GGG CGA GCA GCA GAC 3’

LN-A11 - DNA 5’ biotinaCGA TGC GGA ATA GGG GCC AGG CGT
ATC TGA GCT ATT CTC TTT GTC CCG TCT GCT GCT 3’

Figure 3. Sequences of the aptamers LN-A6 and LN-A11: utilized in the Kd assay. Biotin protein was
added at the 5' position of each aptamer. Bold bases correspond to the primer sequences used in the
construction of the aptamers.

For the Kd test analysis, the PC-3 cell line was initially cultured. The PC-3 cell line,
previously authenticated and confirmed to be mycoplasma-free, was cultured in RPMI 1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco) and 100 U/mL Antibiotic-
Antimycotic solution, containing penicillin and streptomycin. Cells were incubated in a 37°C, 5%
CO; incubator. The culture medium was changed every three days, and cells reached approximately
80% confluency in T75 flasks. Cells were trypsinized, counted using a Neubauer chamber, and
2x10"5 cells were placed in an Eppendorf tube for testing with LN-A6 and another tube with the
same number of cells for LN-A11.

Next, cell preparation involved centrifugation cycles at 200g for 5 minutes and washing
with 100 pL of 1X PBS. Cells were then incubated with 100 pL of blocking solution (1% BSA in
PBS) for 15 minutes at room temperature, followed by repeating centrifugation and washing steps.
Cells were then incubated with LN-A6 and LN-A11 aptamers at different concentrations (400, 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25, and 0 nM) in binding buffer (0.01M PBS, SmM MgCl2, 25mM glucose,
and 15mM BSA) for 1 hour at 37°C.

After incubation, centrifugation cycles and washes were repeated. Cells with their
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respective aptamers and at their respective concentrations were then incubated with 1 pL of
streptavidin-FITC for 30 minutes at 4°C, avoiding light exposure. Subsequently, another cycle of
centrifugation and washes was performed to conduct the reading on the flow cytometer with a
minimum of 5,000 events. To obtain the Kd values of the LN-A6 and LN-A11 aptamers, the mean
fluorescence intensity (MFI) of specific binding at different aptamer concentrations was measured,
and the MFI of nonspecific binding of cells incubated only with streptavidin-FITC conjugates was

subtracted.

The statistical analysis to determine the Kd (dissociation constant) value is performed by
fitting the experimental data to a nonlinear binding model using software such as
PrismGraph (v.7, GraphPad Software). The goal of this analysis is to model the interaction
between the aptamer and the target cell or molecule based on the concentration of the

aptamer and the observed binding response.

The binding equation used is:

Y=Bmax-XKd+XY = \frac{B_{max} \cdot X} {Kd + X} Y=Kd+XBmax-X

Where:

Y represents the observed response, meaning the amount of aptamer bound to the
target cell or molecule.

Bmax is the theoretical maximum binding, which indicates the highest possible
level of binding.

X is the concentration of the aptamer used in the experiment.

Kd is the dissociation constant, which indicates the concentration of aptamer
required for 50% of the receptors to be occupied, serving as a measure of affinity between
the molecules. A lower Kd value signifies higher affinity.

The software fits the experimental data to this equation through nonlinear
regression, optimizing the parameters to minimize the difference between the experimental

values and the predicted values from the model. This fitting process generates a binding

37



J

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE BERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
GENETICA E BIOQUIMICA

curve that allows for the precise determination of Kd.

Additionally, the software provides statistical parameters, such as the coefficient of
determination (R?*) and confidence intervals, to assess the quality of the fit and the
reliability of the Kd values obtained, ensuring that the results are robust and accurately

represent the molecular interaction under study.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Nosso estudo se destaca como um dos primeiros a realizar uma anélise detalhada
dos aptameros, além do trabalho de Jedd et al., o que caracteriza nossa pesquisa como
inovadora na area. No entanto, muitos dos resultados obtidos ndo puderam ser amplamente
discutidos devido a auséncia de estudos semelhantes na literatura. A falta de referéncias
comparativas torna dificil contextualizar alguns achados, refor¢ando a originalidade do
presente estudo e evidenciando a necessidade de futuras pesquisas que explorem mais
profundamente essa tematica. Our study stands out as one of the first to conduct a detailed
analysis of aptamers, alongside the work of Jedd et al., which characterizes our research as
innovative in the field. However, many of the results obtained could not be thoroughly
discussed due to the lack of similar studies in the literature. The absence of comparative
references makes it challenging to contextualize some of the findings, further highlighting
the originality of this study and emphasizing the need for future research to explore this

topic more deeply.

3.1 ssRNA to ssDNA aptamers show similar 3D structure

The new designs of the oligonucleotides remained structurally similar to the initial sSSRNA
ones (Figure 4), potentially indicating that the ssDNA aptamers retained their binding affinity for
the PC-3 cell line. This step aimed to maintain the conformational structure as closely as possible,
intending to preserve the conformational characteristics of the ssSRNA aptamers. In addition to the
three-dimensional modeling of the ssRNAs, we obtained the ssDNA structure of each aptamer,

which was modified by substituting the uracil (U) nitrogenous bases with thymine (T). The
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sequences that were previously: A6 RNA —5° CCG CAU CGU CCC AAG CCG AUU UUG GCG
AGC AGC AGA CAG GUU CCG GGG CGA GCA GCA GAC 3’ and A11 RNA - 5’ CGA
UGC GGA AUA GGG GCC AGG CGU AUC UGA GCU CCU AUU CUC UUU GUC CCG
UCU GCU GCU 3’ were altered to have Thymine instead of Uracil after refinement: LN-A6 —
DNA 5°CCG CAT CGT CCC AAG CCG ATT TTG GCG AGC AGC AGA CAG GTT
CCGGGG CGA GCA GCA GAC 3’ and LN-A11 — DNA 5°CGA TGC GGA ATA GGG GCC
AGG CGT ATC TGA GCT ATT CTC TTT GTC CCG TCT GCT GCT 3°.
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TR PN
%.-:-'{ /'4-}—‘,\ i
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Figure 4. Aptamers of ssSRNA and ssDNA: (A) RNA A6; (B) ssDNA LN-A6; (C) RNA All; (D)
ssDNA LN-A11.

The structural modeling of ssSDNA aptamers is crucial for their application in biosensors.
An innovative approach, akin to our work, has been developed to predict the three-dimensional
structures of ssDNA hairpins, which are essential for aptamer-based biosensors. This method
integrates secondary structure prediction, 3D modeling, and refinement, providing a reliable tool
for the design and optimization of ssDNA aptamers (Jeddi; Saiz, 2017). The ssDNA aptamers have
been successfully applied in various diagnostic assays. For instance, aptamers specific to the
Newecastle disease virus (NDV) have been developed and employed in an enzyme-linked aptamer
assay (ELAA) for rapid and sensitive detection of NDV in field samples. The selected aptamers
demonstrated high specificity and affinity, with dissociation constants of 31 nM and 78.1 nM,
respectively (Marnissi ef al., 2020). Another study developed ssDNA aptamers for the detection of
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Vibrio alginolyticus, a pathogen that affects marine animals and humans. These aptamers
demonstrated high affinity and specificity of binding, making them suitable for diagnostic
applications in complex sample matrices (Yu et al., 2019). In addition to diagnostics, ssDNA
aptamers hold therapeutic potential. For instance, ssDNA aptamers targeting the CD30 receptor on
lymphoma cells were developed using a hybrid SELEX methodology. These aptamers induced
oligomerization of CD30 receptors, leading to apoptosis of lymphoma cells, demonstrating their
potential as therapeutic agents (Parekh et al., 2013). Another study described the development of
ssDNA aptamers against the E2 glycoprotein of the envelope of Hepatitis C Virus (HCV). These
aptamers exhibited high specificity and affinity, and were able to inhibit HCV infection in vitro,
highlighting their potential as therapeutic drugs (Chen et al., 2009).

3.2 Molecular Dynamics Analysis

In the molecular dynamics study, the ssSRNA aptamers (A6 and All) exhibited greater
stability compared to the ssDNAs in both hydrogen bond formation (Figure 5) and RMSD, which
showed lower and consistent values, indicating lesser conformational variation throughout the
dynamics (Figure 6). The analyses maintained consistency at both temperatures, 300 K (26.85°C),

simulating room temperature, and 310 K (36.85°C), simulating human body temperature.

A- Hydrogen Bonds (H-bond) in ssRNA and ssDNA B- RMSD - ssRNA and ssDNA
ssR\\ A6 ssR\\ A6 ssDNA- LN-A6

ssD\A LN-A6
HydrogeaBoods ~ RMSD RMSD

I v

m

,,,,,

ssRNA- ALl ssDNA- LN-A1l ssRNA- ALl ssD\A LN-ALL

Figure SA: Hydrogen bonds (H-bond) of ssRNA and ssDNA aptamers: At temperatures of 300 K — black
curve, 310 K — red curve. I- ssRNA A6 (300 K and 310 K); II- ssDNA LN-A6 A6 (300 K and 310 K); III-
ssRNA A11 (300 K and 310 K); IV- ssDNA LN-A11 (300 K and 310 K). 5B: Root Mean Square Deviation
(RMSD) of ssRNA and ssDNA: At temperatures of 300 K — black curve, 310 K — red curve. I- ssRNA A6
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(300 K and 310 K); II- ssDNA LN-A6 A6 (300 K and 310 K); III- ssRNA A1l (300 K and 310 K); IV-
ssDNA LN-A11 (300 K and 310 K).

The graphs related to the H-bond test of the A6 and LN-A6 aptamers (Figure 5A - I and 11
respectively) show that A6 exhibits potentially greater stability than LN-A6, as its curve at both
temperatures remained similar, forming a defined plateau and showing a higher number of
hydrogen bonds. Additionally, the numerical values of mean and standard deviation at both
temperatures were consistent with what is observed in the graphs (Table 1). A6 at 300 K had a
mean of 79.85 and a standard deviation of 5.02, and at 310 K, a mean of 81.09 and a standard
deviation of 5.13. On the other hand, for LN-A6 at 300 K, the mean was 59.15 with a standard
deviation of 3.99, and at 310 K, the mean was 60.72 and the standard deviation was 4.45. However,
LN-AG6 still appears to be a stable molecule because even with the variations presented, the
behavior of this ssDNA is very similar at both temperatures, showing an increasing number of

hydrogen bonds throughout the dynamics (Figure SA - II).

HB number RMSD

ssRNA Average SD Average SD

A6 (300K) 79,85 5,02 0,56 0,11

A6 (310K) 81,09 5,13 0,69 0,08

All (300K) 94,31 5,59 1,27 0,15

All (310K) 95,85 6,00 0,69 0,08
ssDNA

LN-A6 (300K) 59,15 3,99 0,99 0,12

LN-A6 (310K) 60,72 4,45 0,79 0,12

LN-A1l (300K) 72,11 3,87 1,69 0,20

LN-A1l (310K) 66,07 3,95 1,30 0,17

Table 1: Means and Standard Deviations of H-bond and RMSD Analyses for ssRNA and ssDNA: The
analyses were conducted at the temperature of 300 K (in black) and at 310 K (in red).

Regarding the RMSD of the A6 and LN-A6 aptamers (Figure 5B - I and II respectively),

the ssSRNA appears to be more stable. Its curve at both temperatures initially reaches a maximum of
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1 nm, and then the curve decreases and stabilizes after 100 ns, which is not observed in the ssDNA.
The peaks of the ssDNA vary more over time, exceeding 1 nm, and stabilize after 150 ns at both
temperatures. The data from Table 1 corroborate with the graphical illustration; A6 at 300 K has a
mean of 0.56 and a standard deviation of 0.11, while at 310 K, the mean is 0.69 with a standard
deviation of 0.08. On the other hand, LN-A6 at 300 K has a mean of 0.99 and a standard deviation
of 0.12, and at 310 K, the mean is 0.79 with a standard deviation of 0.12. Despite the RMSD
variations at both temperatures, both nucleic acids seem to stabilize.

The graphical analyses of ssSRNA All and ssDNA LN-All (Figure 5A - Il and IV
respectively) show that All remains similar at both temperatures, while LN-A11 has more
hydrogen bonds at 300 K, and it is still possible to observe a decline at 310 K before reaching 50
ns. The numerical data (Table 1) validate the figures; A11 at 300 K had a mean of 94.31 and a
standard deviation of 5.59, while at 310 K, the mean was 95.85 with a standard deviation of 6.0.
LN-AT11, as mentioned earlier, had larger variations; at 300 K, the mean was 72.11, with a standard
deviation of 3.87, whereas at 310 K, it decreased to a mean of 66.07 with a standard deviation of
3.95.

The RMSD of A1l and LN-A11 (Figure 5B - III and IV respectively) conflicts when
compared to the H-bond (Figure SA - III and 1V), as it is expected that with a greater number of
hydrogen bonds, the RMSD variation should be smaller. However, in A11, we can observe a
significant difference in the RMSD variation between the different temperatures, where a higher
stability at 310 K is clearly evident. On the other hand, LN-A11 showed a higher number of H-
bonds at 300 K, but the RMSD was also high when compared to 310 K. Nevertheless, a clear
plateau can be seen after 100 ns simulation in LN-A1l at 300 K, indicating variations that
configure stabilization of the ssDNA structure. Furthermore, Table 1 corroborates these findings.
At 300 K, the RMSD of A11 had a mean of 1.27 and a standard deviation of 0.15, whereas its H-
bond at the same temperature had a mean of 94.31 and a standard deviation of 5.59. At 310 K, the
mean RMSD was 0.69 with a standard deviation of 0.08, contrasting with the H-bond mean of
95.85 and standard deviation of 6.0. As for the RMSD of LN-A11, the mean was 1.69 with a
standard deviation of 0.15, contrasting with the H-bond mean of 72.11 and standard deviation of
3.87. At 310 K, the RMSD mean was 1.27 with a standard deviation of 0.15, contrasting with the
H-bond mean of 66.07 and standard deviation of 3.95.
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Both RMSD and hydrogen bonds are essential tools widely used in the analysis of
molecular dynamics simulations of biomolecules. The combination of these analyses allows for a
deeper understanding of the dynamic and structural mechanisms of biomolecules and their stability,
contributing to significant advances in structural biology. This study presented, for the first time, a
comparative study of ssRNAs and ssDNAs through molecular dynamics simulations, which may
open up a new line of research supporting various areas of research, such as those developed by the

3D cell-SELEX technique.

3.3 LN-A6 aptamer showed greater affinity to PC3 cells than LN-A11

A figura 7 apresentada ilustra a relagfo entre a concentracdo de dois aptameros, LN-A6 e
LN-A11, e a intensidade de fluorescéncia resultante da ligagdo desses aptameros as células PC-3. A
analise deste grafico, nos permite inferir sobre a afinidade relativa dos aptameros para as células

PC-3.

PC-3
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Figure 7: Fluorescence intensity resulting from the binding of aptamers LN-A6 and LN-A11 to PC-3 cells.

O eixo X representa as concentragdes dos aptdmeros LN-A6 e LN-A11, variando de 0 nM
a 400 nM. Essa faixa de concentracdes permite avaliar a capacidade de cada aptdmero em se ligar
as células PC-3 em diferentes niveis de disponibilidade. O eixo Y representa a intensidade de
fluorescéncia emitida pelo complexo formado pela ligacdo do aptdmero a célula PC-3.

A interagdo da linhagem celular PC-3 com os aptameros LN-A6 ¢ LN-A11, foi calculada

de forma quantitativa pela constante de equilibrio, mostrando alta afinidade com Kd na escala
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nanomolar. De acordo com o seu Kd, o LN-A6 teve uma for¢a de aproximadamente trés vezes
maior para permanecer ligado as células. Uma vez que quanto menor o valor de Kd, maior a sua

forca de ligagdo. LN-A6 obteve Kd de 2,38nM e 0 LN-A11 de 7,55nM

4. CONCLUSION

The results of this study contribute significantly to the advancement of research by
enhancing our understanding of aptamers and their potential applications in diagnostics
and therapies. Aptamers, with their promising properties, offer several benefits, such as
high specificity, stability, and the ability to be tailored for various uses in the clinical field.
Among the aptamers analyzed, LN-A6 demonstrated superior binding affinity, as indicated
by its lower dissociation constant (Kd), suggesting a stronger interaction with the PC-3 cell
line compared to LN-A11. This makes LN-A6 a more promising molecule for future in
vitro and in vivo tests.

Molecular dynamics analyses and structural modeling provided important insights
into the stability of both ssSRNA and ssDNA aptamers. While ssRNA molecules generally
showed greater stability through lower RMSD values and a higher number of hydrogen
bonds, the ssDNA aptamers, particularly LN-A6, displayed consistent stability at different
temperatures (300 K and 310 K). These results highlight the versatility and robustness of
ssDNA aptamers, suggesting that they could perform effectively in both diagnostic and
therapeutic applications.

In conclusion, this study demonstrates that structural modeling, molecular
dynamics analyses, and dissociation constant measurements are valuable tools for the
validation and optimization of aptamers. The insights gained from this research pave the
way for the development of highly efficient and specific theranostic tools, enhancing the

potential use of aptamers in the clinical field.
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