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APTAMEROS: INOVAGAO NO DIAGNOSTICO DE CANCER DE PULMAO

Giovanna Marques Braga '
Mariana Caldas Waghabi 2
Aline Moreira 2

RESUMO

O cancer de pulmao € considerado um dos mais incidentes mundialmente. No Brasil,
conforme estimativas de 2023, € o terceiro mais comum em homens e o quarto em
mulheres. Nos ultimos anos, novas metodologias tém sido desenvolvidas a fim de
aumentar a especificidade no diagndstico de tumores e, entre as diferentes
estratégias, destaca-se o uso de aptéameros, pequenos oligonucleotideos sintéticos de
fita simples (DNA ou RNA) capazes de formar estruturas tridimensionais que permitem
ligagdes especificas a um alvo molecular. No presente trabalho, foi utilizada a
metodologia de CELL-SELEX para selecionar aptameros especificos para células
tumorais de cancer de pulmao (linhagem A549), com exclusao via sele¢cdo negativa
usando células nao tumorais (BEAS-2B), garantindo alta especificidade. As células
foram cultivadas em meios apropriados, e a identidade celular foi confirmada por
genotipagem STR. Caracterizagdes morfologicas foram feitas por microscopia de alto
conteudo e microscopia eletrénica de varredura. Durante as rodadas de selegao, os
aptameros ligados as células tumorais foram eluidos, e amplificados por PCR, incluindo
incubagao negativa para eliminar aptameros nao especificos. Resultados indicam que
0 processo de enriquecimento dos aptameros esta evoluindo satisfatoriamente, com
aumento da especificidade e afinidade, validando a técnica e abrindo caminho para o
desenvolvimento de kits diagndsticos baseados em aptameros para o cancer de
pulmao. Em sintese, o trabalho evidencia a importéncia da integragao entre biologia
molecular e inovagao tecnologica no enfrentamento do cancer de pulmao, destacando
0s aptameros como agentes promissores para diagndsticos mais rapidos e precisos,

com impacto significativo na vida dos pacientes.

Palavras-chave: Aptameros. Diagndéstico. Cancer de pulmao. Cell-Selex.

! Graduando(a) do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.



ABSTRACT

Lung cancer is considered one of the most incident cancers worldwide. In Brazil,
according to 2023 estimates, it is the third most common cancer in men and the fourth
in women. In recent years, new methodologies have been developed to increase
specificity in tumor diagnosis, among which the use of aptamers stands out. Aptamers
are small synthetic single-stranded oligonucleotides (DNA or RNA) capable of forming
three-dimensional structures that allow specific binding to molecular targets. In the
present work, the CELL-SELEX methodology was used to select aptamers specific for
lung cancer tumor cells (A549 cell line), with exclusion via negative selection using
non-tumor cells (BEAS-2B), ensuring high specificity. The cells were cultured in
appropriate media, and cell identity was confirmed by STR genotyping. Morphological
characterizations were performed using high-content microscopy and scanning
electron microscopy. During the selection rounds, aptamers bound to tumor cells were
eluted and amplified by PCR, including negative incubation to eliminate non-specific
aptamers. Results indicate that the aptamer enrichment process is progressing
satisfactorily, with increased specificity and affinity, validating the technique and paving
the way for the development of aptamer-based diagnostic kits for lung cancer. In
summary, the work highlights the importance of integrating molecular biology and
technological innovation in combating lung cancer, emphasizing aptamers as
promising agents for faster and more accurate diagnostics, with a significant impact on

patients’ lives.

Keywords: Aptamers. Diagnosis. Lung Cancer. Cell-Selex
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1 INTRODUGAO

1.1. Epidemiologia

O cancer é um dos maiores desafios da saude publica e a segunda principal
causa de morte globalmente, ficando atras apenas das doengas cardiovasculares
(Santos, 2023). Segundo estatisticas da GLOBOCAN 2020, cerca de 20 milhdes de
novos casos de cancer foram reportados, e 10 milhdes de mortes foram associadas a
doenca. Estima-se que o numero de novos casos aumente 60% nas proximas duas
décadas. Em termos de incidéncia, os canceres mais diagnosticados em todo o mundo
foram de mama, com 2,26 milhdes de casos (11,7% do total), seguido pelo cancer de
pulmao, com 2,21 milhdes (11,4%), e cancer de prostata, com 1,41 milhdes (7,3%).
Quanto a mortalidade, a principal causa de morte por cancer foi o cancer de pulmao,
com 1,79 milhdo de mortes (18% do total de mortes por cancer), seguido pelo cancer
de figado, com 830 mil mortes (8,3%), cancer de estbmago, com 769 mil mortes

(aproximadamente 7,7%), e cancer de mama, com 680 mil mortes (6,9%) (Sung, 2021).

Diante desse cenario, o cancer de pulmao aparece como sendo um dos mais
incidentes no mundo e no Brasil. O tabagismo esta associado a 80% das causas de
morte por cancer de pulm&o nos Estados Unidos da América e na Franca, 61% na Asia
e 41% na Africa (Islami et al., 2015). Apesar disso, existem outros fatores de risco com
menos impacto na doenga como a poluicao ambiental, exposi¢ao a produtos quimicos
em determinadas profissoes, a radiagdes, a silica, a asbestos e arsénico (Marino et al.,
2015). Os tumores pulmonares podem ser classificados, do ponto de vista patologico,
em carcinoma de pequenas células (CPC) e carcinoma de ndo pequenas células
(CNPC). Este ultimo, que corresponde a maioria dos casos, € subdividido em trés
principais subtipos histologicos: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e
carcinoma de grandes células. Entre eles, o adenocarcinoma é o mais frequente,
representando cerca de 30 a 40% de todos os casos de cancer de pulmao, seguido
pelo carcinoma de células escamosas (20 a 25%) e pelo carcinoma de grandes células
(15 a 20%). Por sua vez, o carcinoma de pequenas células (CPC) corresponde a

aproximadamente 20% dos casos. Trata-se de um subtipo altamente agressivo, que
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geralmente se origina nas regides centrais do pulmao e apresenta rapido crescimento

e alto potencial metastatico.

1.2. Diagnéstico

Atualmente, a base do diagnostico do cancer de pulmao é realizada pela
anamnese e pelo exame fisico e a partir dos resultados, exames complementares
podem ser solicitados. Dentre os exames complementares, destacam-se: exames de
imageamento (Raios-X de toérax, Tomografia computadorizada (CT-Scan),
Ressonancia magnética (MRI-Scan), Tomografia por emissao de pdsitrons (PET-Scan),
bidpsia por agulha fina, toraconcentese (pungao do térax com uma agulha ou cateter),
no qual o fluido pleural € checado pela presenga de células tumorais. Os exames
complementares tém como principal objetivo avaliar em que estagio se encontra o
tumor primario baseado em seu grau de proliferagdo e o grau de disseminagao, além
das funcdes organicas e a ocorréncia de doencas paralelas (INCA, 2022)). E
importante ressaltar a relevancia destes exames para acompanhamento poés-
tratamento para deteccao de recidivas, controle da terapia e para rastreamento em
casos de grupos de risco.

Muitos tumores podem ser detectados ou rastreados pela produgao de
substancias ou moléculas, chamadas de marcadores tumorais, que podem ser
dosadas como meio de diagnostico e/ou prognostico. De forma geral, alguns
marcadores ja apresentam valor clinico reconhecido, dentre eles destacam-se: 1)
antigeno carcinoembrionario (tumores do trato gastrintestinal); 2) alfa-fetoproteina
(tumores de figado e embrionarios); 3) Gonadotrofina coridnica (tumores embrionarios
e placentarios); 4) tirocalcitonina (carcinoma medular de tiroide); 5) beta-
microglobulina (mieloma multiplo e linfoma maligno); 6) CA125 (carcinoma de ovario);
7) CA15-3 (carcinoma de mama); 8) CA19-9 (carcinoma de pancreas, vias biliares e
tubo digestivo); 9) CA72-4 (carcinoma de estdbmago e adenocarcinoma mucinoso de
ovario); 10) HTG (carcinoma de tireoide); 11) PAP e PSA (carcinoma prostatico); 12)
TPA (carcinoma de bexiga) e 13) SCC (carcinoma epidermoide do colo uterino,
cabeca, pescogo, esbéfago e pulmao) (Sturgeon et al., 2009; Schiffman et al., 2015;
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Tobin et al., 2015). No entanto, apesar de sua ampla utilizagdo, a maioria desses
marcadores apresenta baixa especificidade e sensibilidade, uma vez que seus niveis
podem estar alterados também em condi¢des benignas ou inflamatérias, ou ainda em
diferentes tipos de neoplasias. Dessa forma, a busca por novos marcadores mais
especificos € determinante para um diagnodstico de maior precisao.

Novas metodologias vém sendo aplicadas na tentativa de melhorar o
diagnoéstico do cancer. A nanomedicina € um campo promissor na tentativa de cura
para o cancer. Atualmente diversos carreadores de drogas em nanoescala estdo em
fase de triagem clinica (Fases | a lll, a depender do estudo) e formulagdes sao
desenvolvidas com o uso de polimeros nanocarreadores contendo RNA de
interferéncia ou associados a drogas tais como docetaxel, paclitaxel e cisplatina, todos
com potencial terapéutico para tumores sélidos, prostata, mama e rim,
respectivamente (Bourzac, 2012). Nas ultimas décadas, novas ferramentas como

aptameros tém sido propostas e desenvolvidas também com enfoque diagndstico.

1.3 Aptameros

Aptameros sdo pequenos oligonucleotideos de 20-80 bases sintéticos de fita
simples (DNA ou RNA) que sao capazes de se ligar com alta especificidade e afinidade
a alvos moleculares especificos tais como pequenas moléculas, proteinas, acidos
nucleicos e células (Faria et al., 2002; Ulrich et al., 2002). As estruturas 3D assumidas
pelos aptameros sdo responsaveis por esta ligacao especifica com o alvo (Kanwar et
al., 2010; Kanwar et al., 2011). Os aptameros sao identificados através de um processo
de selecdao in vitro chamado evolugdo sistematica de ligantes através de
enriquecimento exponencial (SELEX) (Que-Gewirth et al., 2007). Os aptémeros
apresentam propriedades muito adequadas para diagndstico in vivo e/ou aplicagdes
terapéuticas. Além da alta especificidade e afinidade, sado facilmente sintetizados,
pouco imunogénicos e penetram facilmente nos tecidos (Pan et al., 2008). De fato,
também conhecidos como anticorpos quimicos ou sintéticos, os aptameros vém
competir com anticorpos monoclonais pois da mesma forma, desempenham a

atividade de ligagao especifica e de alta afinidade com o alvo através da estrutura 3D.
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A metodologia SELEX utilizada para a triagem de aptameros especificos a um
determinado alvo, foi descrita originalmente por Ellington e Szostak (1990). Desde
entdo, além do método classico, tem sido amplamente empregada uma variagao
denominada Cell-SELEX, que consiste na selecdo de aptameros diretamente em
células inteiras. Essa abordagem é particularmente util para a identificagdo de
proteinas de superficie que se encontram superexpressas ou diferencialmente
expressas em células tumorais (Ohuchi, 2012). O uso do Cell-SELEX apresenta
vantagens relevantes, pois baseia-se na interagdo com moléculas de superficie em
células vivas, as quais mantém suas conformagdes nativas e, consequentemente, suas
fungdes biologicas. A biblioteca inicial de aptadmeros utilizada nesse processo é
composta por cerca de 10"® (ou mais) oligonucleotideos randémicos, flanqueados por
sequéncias curtas conhecidas que servem como regides de ancoragem para

amplificacao (Kanwar et al., 2010).

A utilizagao de aptameros apresenta grande potencial na area clinica, pois eles
constituem uma classe unica de moléculas — maiores que as drogas baseadas em
pequenas moléculas e, ao mesmo tempo, menores e mais simples que os anticorpos
convencionais. Essa caracteristica confere aos aptameros uma combinagao singular
de especificidade, estabilidade e versatilidade estrutural. Além disso, os aptameros
possuem propriedades farmacocinéticas favoraveis, sdo nao imunogénicos e podem
ser facilmente modificados quimicamente ou conjugados a nanoparticulas, agentes de
imagem, siRNAs e farmacos terapéuticos (Huang et al., 2009). Devido a essas
propriedades, sao considerados promissores agentes diagnosticos e terapéuticos em
diversas condi¢bes, incluindo céancer, HIV e outras doengas infecciosas e

degenerativas (Bivalkar-Mehla et al., 2011).

A deteccao de biomarcadores tumor-especificos é altamente relevante para
avaliar alteragdes na expressao de proteinas ou genes associadas a tumores primarios,
tecidos metastaticos ou de origem incerta. Nesse contexto, os aptdmeros podem
desempenhar papéis fundamentais tanto na identificagao precoce de tumores quanto
na neutralizagdo de atividades bioldgicas associadas a progressao tumoral (Phillips et
al., 2008).

14



Em células tumorais, os niveis de alguns marcadores de superficie podem
aumentar, sofrer modificagdes, ou novos marcadores podem surgir na superficie
celular. Tudo isso pode ser utilizado para diferenciar células saudaveis das tumorais
(Germer et al., 2013). Os aptameros tém sido identificados como uma excelente
ferramenta para diagnostico, terapéutica, biologia quimica e para uso em pesquisa
basica. Aléem disso, tais estruturas representam uma classe interessante na
farmacéutica, por sua baixa imunogenicidade (Kanwar et al., 2011). A versatilidade do
processo de selecao dos aptameros facilita a geragao de estruturas que sao capazes
de se ligar a um amplo conjunto de alvos especificos, incluindo varios receptores de
superficie celulares. Tais aptameros podem ser internalizados, podendo estimular vias
de sinalizagao celular ou induzir apoptose (Ray, 2010).

Diversos ensaios clinicos envolvendo aptédmeros ja foram registrados na
plataforma ClinicalTrials.gov. Embora a maioria desses estudos esteja voltada para
aplicagdes terapéuticas em degeneragcao macular, apenas um foi direcionado
especificamente ao cancer de mama. Apesar disso, ha um crescente interesse na
aplicacao dos aptameros em oncologia, devido a sua alta seletividade e especificidade
molecular, bem como a capacidade de se conjugar a nanoparticulas, farmacos e
biocompostos, o que os torna candidatos ideais para estratégias teranosticas (Medley
et al., 2011).

Inumeras abordagens tém sido descritas quanto a atividade terapéutica dos
aptameros, incluindo sua capacidade de induzir morte celular de forma especifica em
células tumorais (Rerole et al., 2011), além de propriedades imunomoduladoras, como
a ativacao da resposta imune inata em células sanguineas (Avci-Adali et al., 2013), que
podem ser exploradas em contextos terapéuticos inovadores. Estudos experimentais
reforcam o potencial dos aptameros de RNA no tratamento de diferentes tipos de
cancer. Entre eles, destacam-se o aptamero OPN-R3, direcionado contra a molécula
osteopontina e avaliado em modelos de céncer de mama (Mi et al., 2009); os
aptameros CL4, EO7 e A30, que reconhecem o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) (Esposito et al., 2011); e o aptamero Ad-A-p50, voltado a molécula

NF-kB, testado em modelos murinos de cancer de pulmao (Mi et al., 2008).
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No contexto do cancer de pulmao, estudos mais recentes demonstram o
potencial diagndstico e terapéutico dessa tecnologia. Aptameros selecionados contra
a enzima HAT1 apresentaram alta afinidade e capacidade de reduzir a viabilidade
celular e induzir apoptose em linhas de carcinoma pulmonar (Klett-Mingo et al., 2022).
O aptamero AP-9R, dirigido a proteina Annexina A2 (ANXAZ2), associada a células-
tronco de cancer de pulmao, mostrou capacidade de suprimir propriedades de
stemness e reduzir a expressao de ANXA2 in vitro e in vivo (Huang et al., 2022). Além
disso, aptameros desenvolvidos para adenocarcinoma pulmonar tém sido aplicados
com sucesso na detecgao de células tumorais circulantes (CTCs) em amostras de
sangue de pacientes (Yoon et al., 2015), demonstrando seu potencial translacional.

Nesse cenario, nosso grupo de pesquisa tem contribuido para o avango dessa
area ao desenvolver e caracterizar aptameros com potencial diagnéstico para tumores
de mama e de ovario. No estudo “Aptamer-Based Recognition of Breast Tumor Cells:
A New Era for Breast Cancer Diagnosis”, foram identificados aptameros capazes de
reconhecer seletivamente células de cancer de mama, abrindo novas perspectivas
para o diagndstico precoce e o direcionamento terapéutico. De forma complementar,
o trabalho “Next Generation of Ovarian Cancer Detection Using Aptamers” destacou
aptameros com alta afinidade e especificidade para marcadores de superficie de
células de cancer de ovario, demonstrando seu potencial como ferramentas nao
invasivas para detecgao e monitoramento da doenca.

Atualmente, o grupo avanga para uma nova etapa de investigagao, voltada a
identificagdo de aptameros especificos para o cancer de pulmao de nao pequenas
células (CPNPC), utilizando a metodologia Cell-SELEX. Essa estratégia permite a
selecao direta de aptameros em células tumorais vivas, preservando as conformagoes
nativas das proteinas de superficie e aumentando a probabilidade de identificagao de
ligantes com relevancia bioldgica e clinica.

Dessa forma, o objetivo desse projeto & estabelecer novos candidatos
moleculares para o desenvolvimento de um kit de diagnostico para cancer de pulmao
baseado em aptameros tumor-especificos, obtidos por meio da técnica CELL-SELEX,
seguido da identificagdo das sequéncias selecionadas por NGS e dos epitopos

celulares aos quais esses aptameros se ligam.
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2 METODOLOGIA

2.1 Células tumorais

Células de linhagem de tumor pulmonar A549 (do tipo tumoral de células nao
pequenas) foram cultivadas segundo protocolo da ATCC. Células nao tumorais de
pulmao da linhagem BEAS-2B foram utilizadas para os ensaios de sele¢cao negativa de
Cell-SELEX, para exclusdo de moléculas ligantes compartilhados por células tumorais

e nao tumorais, gerando maior especificidade dos aptameros selecionados.

2.2 Manutencao das células em cultura

A linhagem celular A549, derivada de um adenocarcinoma pulmonar humano,
foi cultivada em frascos de cultura de 25mm3 contendo 5 mL de meio RPMI 1640
completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina-
estreptomicina. As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,,

condic¢des ideais para seu crescimento.

De forma complementar, a linhagem BEAS-2B, composta por células epiteliais
brénquicas humanas imortalizadas nao tumorais, foi empregada como controle para o
modelo tumoral e seu cultivo foi realizado em meio BEGM (Bronchial Epithelial Cell
Growth Medium), que contém fatores de crescimento e suplementos especificos para
esse tipo celular. Assim como a A549, as células BEAS-2B foram mantidas em estufa
a 37°C com 5% de CO,, com trocas de meio a cada 48 horas, assegurando a

manutengao da viabilidade e evitando o acumulo de metabdlitos toxicos.

2.3 Genotipagem das células

A identidade da linhagem celular utilizada, foi confirmada por ensaios de
genotipagem por analise de STR, utilizando o kit comercial GenePrint® 10 System
(Lot: 204957) na Plataforma de Genotipagem e Analise de Fragmentos da Fiocruz
((RPTO1D/VPPCB/FIOCRUZ). O kit € composto por reagentes para pré-amplificagao,
como o GenePrint® 10 5X Master Mix, que contém tampao de reagao; GenePrint® 10
5X Primer Pair Mix, contendo os pares de primers marcados com fluoréforos; agua
livre de nucleases e o DNA controle 2800M (10 ng/ul), utilizado como controle positivo
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da amplificagao; GenePrint® 10 Allelic Ladder Mix, utilizada como referéncia alélica
para fragmentos de DNA e Internal Lane Standard 600 (ILS600), utilizado como padrao

interno de tamanho.

Para a montagem das reacdes de PCR, foi utilizada uma placa MicroAmp®
nova, devidamente identificada e em um tubo estéril, foram adicionados os reagentes
necessarios conforme os volumes indicados pelo fabricante. A mistura de amplificagao
foi entdo vortexada, garantindo sua completa homogeneizagcado, e posteriormente
distribuida nos pogos da placa. Em seguida, foi adicionado 10 ng do DNA controle a
cada pogo correspondente as amostras. Para o controle positivo de amplificagéo, 1,0
ul do tubo contendo o DNA controle 2800M foi transferido para um po¢o contendo a
mistura de PCR. Ja para o controle negativo, adicionou-se agua livre de nucleases ou
tampao TE—4 no lugar do DNA.

Apos a adicdo de todos os componentes, a placa foi posicionada no
termociclador, onde as amostras passaram pelo seguinte protocolo de ciclagem: 96
°C por 1 minuto; 30 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 59 °C por 1 minuto e 72 °C por
30 segundos; depois 60 °C por 10 minutos e foram mantidas a 4 °C. Em seguida, as
amostras foram preparadas com 1ul do Allelic Ladder Mix e desnaturadas a 95C por
3 minutos, e em seguida imediatamente levadas ao gelo pelo mesmo periodo. Por fim,
para analise dos fragmentos amplificados, foi utilizado o equipamento Applied
Biosystems® 3500/3500xL Genetic Analyzer, que € um analisador genético que utiliza

de eletroforese capilar para obter informagdes sobre os perfis de STR.

2.4 Avaliacao morfolégica das células

2.4.1 Analise por microscopia de alto conteudo (High Content Screening- HCS)

A microscopia de alto conteudo (High-Content Screening-HCS) foi empregada
para avaliagao individual e comparativa das linhagens A549 e BEAS-2B, permitindo a
visualizagdo de dados morfoldgicos e funcionais de forma quantitativa e automatizada.
Essa técnica da microscopia permite capturar imagens de alta resolugdo de forma
automatica, em células suspensas ou fixadas. Nesta analise foi utilizado o método

confocal para visualizagdo das linhagens, com as células em suspensdo. O método
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confocal permite gerar imagens por meio da captura de uma fina segéo celular e da
rejeicao da luz fora de foco.

Para preparacédo das amostras, as células foram extraidas na quantidade
desejada e centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, a 40C. Em seguida, foram fixadas
em solugao de PFA 4% (250 ul PFA 8% e 250 ul PBS 2x) a fim de evitar sua
degradacgao. Apos fixagao, as células foram centrifugadas e ressuspensas em 30ul,
plaqueando 2 pogos com 10ul cada (gota central). Nao houve marcagéao celular pela

implementagdo da metodologia label-free.

2.4.2 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A fim de complementar a caracterizagdo morfoldgica das linhagens celulares
A549 e BEAS-2B, foram obtidas imagens por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) com as células em suspensdo. Essa técnica permite a visualizagédo da
ultraestrutura celular com alta resolugao e profundidade de campo, possibilitando a
observacao detalhada da superficie das células. Este microscépio contém uma fonte
que gera um feixe de elétrons que é disparado de forma continua sobre a amostra
durante o ensaio, realizando uma varredura em sua superficie. Dessa forma, através
do detector presente no equipamento, € analisada a interagdo desses elétrons com a
superficie, gerando imagens com alta definicdo da morfologia celular que esta sendo

estudada.

Para a preparagao das amostras, as células foram inicialmente cultivadas até
atingirem confluéncia adequada e em seguida, procedeu-se a fixagado com
glutaraldeido a 2,5%, etapa essencial para preservagao da integridade morfoldgica.
Em seguida, foram feitas trés lavagens com PBS no material para retirar o excesso do
fixador e para a pos-fixagao foi utilizado o tretdéxido de 6smio (1%), garantindo maior
contraste e estabilidade as estruturas celulares. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em série crescente de etanol e a secagem realizada pelo processo de
ponto critico, que utiliza-se do dioxido de carbono a fim de preservar a integridade da
estrutura da amostra. Por fim, foi realizada a etapa de metalizagao, em que o material
foi posicionado sobre suportes metalicos (stubs), que foram metalizados com ouro na

camara de vacuo do equipamento, permitindo a analise das imagens pelo microscopio.
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2.5 Cell-SELEX

A viabilidade das células foi avaliada por azul de Trypan antes do processo de
selecao de aptameros. Células pulmonares tumorais (A549) e ndo tumorais controles
(BEAS-2B) foram plaqueadas com aproximadamente 5x10°® em placas de Petri de
25mm3 por 24 horas. Apos confluéncia, as células tumorais foram incubadas com a
biblioteca inicial com 10™ a 10" sequéncias randémicas de aptdmeros (Trilink
biotechnologies, EUA) por 1 hora a 370C, para triagem e selegao dos aptéameros que
se ligam a moléculas presentes na superficie das células. Apos lavagens sucessivas
para exclusdao dos aptédmeros ndo ligados, fracamente ligados ou ligados
inespecificamente, os aptameros ligados foram eluidos e entdo amplificados por PCR
com o conjunto de iniciadores. Em seguida, o produto amplificado foi purificado,
seguindo as orientagdes do fabricante, em uma coluna de dessalinizagado NAP-5°
(Cytiva LifeSciences®). Apos obtengao dos aptameros ssDNA dessalinizados, um novo
round de sele¢ao positiva se inicia, utilizando-se aproximadamente 1uM de aptameros
ssDNA do round anterior com as células tumorais. A partir do 3o round de selecao, foi
realizada a incubacao dos aptémeros reconhecidos pela célula tumoral, com as células
controle nao tumorais, para eliminagdo de sequéncias de aptadmeros que possam
reconhecer alvos em comum entre os dois tipos celulares. Sucessivas rodadas de
selecdo e amplificacdo resultardo no enriquecimento exponencial de aptédmeros
especificos que finalmente serdao submetidos ao sequenciamento e a avaliagao dos

parametros de afinidade e especificidade (Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo do ensaio de Cell-Selex
Esquema representativo das etapas das selegbes positiva e negativa da técnica de Cell-Selex
empregada no estudo. Fonte: Adaptado de Chen et al., 2016.

2.6 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

Para a identificagcao das sequéncias de aptameros ssDNA selecionadas para as
linhagens tumorais de pulmao, sera realizado o sequenciamento de nova geragao
utilizando a plataforma lllumina®, através do sistema Miseq™ (lllumina®), disponivel na
Plataforma NGS da Rede de Plataformas Tecnologicas da Fiocruz (VPPCB/FIOCRUZ),

lotada no Laboratério de Genémica Aplicada e Bioinovagdes (IOC / Fiocruz-RJ).

2.7 ldentificacao de epitopos tumorais ligados aos aptameros selecionados

ApoOs a identificagao dos aptémeros especificos para as células tumorais de
pulmao, sera realizado o ensaio de Pulldown para obtengcdo do complexo aptamero-
biotina com a molécula a ser identificada. Células tumorais serdo lisadas para
obtencado de proteinas totais e destes 100 pg serdo incubados com aptédmeros
especificos, individuais e conjugados a biotina, seguindo protocolo desenvolvido pelo
grupo de PullDown. O complexo sera tripsinizado em solugdo para posterior
identificagdo por espectrometria de massas, utilizando o equipamento Orbi-Trap da
Rede de Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz (VPPCB/FIOCRUZ) RPTO2A. Desta
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forma sera criado i) o0 banco de aptameros tumor- especifico; ii) 0 banco de moléculas

tumorais especificas que foram reconhecidas pelos aptameros.

3 RESULTADOS

Na etapa inicial do projeto, procedeu-se a padronizagdo dos protocolos de
cultivo celular da linhagem A549, com vistas a sua aplicagdo nos ensaios de CELL-
SELEX. O objetivo principal consistiu em assegurar que todos os procedimentos
fossem conduzidos em conformidade com as Boas Praticas de Laboratério (BPL) e
normas de biossegurancga, estabelecendo condigdes reprodutiveis e adequadas para
0s experimentos subsequentes.

Durante esse processo, foram desenvolvidas e consolidadas técnicas
fundamentais, incluindo o preparo de meios de cultura RPMI 1640 (nas formas simples
e completo), protocolos de descongelamento, manutengao e congelamento celular. As
culturas celulares foram mantidas em estufa a 37°C e o monitoramento da morfologia
celular e a manutengédo da viabilidade foram garantidos por meio de tripsinizagao

semanal, assegurando condi¢gdes adequadas de crescimento das culturas celulares.

3.1 Crescimento celular

As células A549 foram plaqueadas na confluéncia de 400x10%/ml em garrafas
de 25mm3. Ao longo de uma semana, observou-se um aumento significativo na
densidade celular, atingindo aproximadamente 2,5 x 10° células/mL. As células nao
tumorais BEAS-2B também foram plaqueadas na confluéncia de 400x10%/ml em
garrafas de 25mm3. Ao longo de uma semana, também foi observado um aumento na
densidade celular, atingindo aproximadamente 1,0 x 108 células/mL.

A tripsinizagcédo do cultivo celular é realizada, em média, uma vez por semana,
quando as células atingem alta confluéncia (cerca de 90%). O processo é realizado
utilizando a solugao de tripsina-EDTA, que promove o desprendimento celular de
forma controlada, permitindo a passagem para novos frascos. Essa etapa é essencial

para a manuten¢ao adequada das linhagens, prevenindo o supercrescimento.
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As células de pulmao tumorais A549 e nao tumorais BEAS2B foram observadas
em microscopia invertida de campo claro (Figura 2). Células tumorais apresentam
morfologia epitelial tipica, com formas mistas, mas predominantemente alongadas ou
levemente poligonal, aderidas e exibindo citoplasma hialino e homogéneo (Figura 2A,
B e C). Os nucleos sao arredondados e refringentes, geralmente localizados de forma
central ou discretamente excéntrica. Em baixa densidade (Figura 2A), as células
aparecem isoladas ou em pequenos agrupamentos, enquanto em maior confluéncia
(Figura 2C) formam um tapete celular organizado. Observa-se em maior aumento
(Figura 2B) a presencga de células em divisdo celular (setas brancas). Algumas células
exibem prolongamentos citoplasmaticos finos e regides citoplasmaticas mais densas,
caracteristicas associadas ao espraiamento e a atividade metabdlica da linhagem
(Figura 2C). Células nao tumorais BEAS2B em confluéncia apresentam morfologia
diferenciada, com menor tamanho e menos prolongamentos citoplasmaticos (Figura
2D).

Figura 2: Morfologia das células A549 e BEAS2B observadas em microscopio invertido MOTIC de
campo claro.

Células tumorais de pulmao A549 A-C. (A) Em baixa densidade, as células tumorais apresentam-se
isoladas ou em pequenos agrupamentos, exibindo morfologia epitelial tipica, predominantemente
alongada ou levemente poligonal. (B) Em maior aumento, observam-se células tumorais em divisdo
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celular (setas brancas), que apresentam prolongamentos citoplasmaticos finos e regides
citoplasmaticas densas. (C) Em maior confluéncia, forma-se um tapete celular organizado. (D) células
nao tumorais de pulmdo BEAS-2B em confluéncia. Fonte: Laboratorio de Gendmica Aplicada e
Bioinovagdes - FIOCRUZ.

Foi conduzido um experimento adicional utilizando a linhagem celular A549,
com o objetivo de avaliar a taxa de replicagao celular ao longo de seis dias. O ensaio
foi iniciado com um numero conhecido de células, permitindo o acompanhamento do
crescimento celular durante o periodo estabelecido. Para isso, 500.000 células foram
plaqueadas em um frasco de cultura contendo 5 mL de meio RPMI 1640 completo. O
frasco foi mantido em estufa a 37 °C, com 5% de CO,, e apds 48 horas foi realizada
uma nova contagem celular, observando-se 1.115.000 células viaveis. A partir desses

valores e utilizando a férmula de crescimento exponencial:

log (Nﬁo)

"= log 2

onde N, representa o numero inicial de células e N o numero final, foi possivel
determinar o numero total de divisdes celulares no intervalo avaliado. Entre o inicio do
experimento e 48 horas de cultivo, ocorreram aproximadamente 1,99 divisdes
celulares, correspondendo a uma média de 0,99 divisdes por dia.

Na contagem subsequente, realizada apds 144 horas (seis dias), observou-se
um total de 3,50 divisdes, 0 que equivale a cerca de 0,88 divisdes diarias. Embora
tenha ocorrido uma leve reducao na taxa de divisao celular, possivelmente associada
ao aumento da confluéncia da cultura, os resultados indicam a manutengcéo de um
ritmo de crescimento elevado e consistente, caracteristico da fase logaritmica (Figura
3). Os resultados obtidos com o experimento demonstram, entao, que a cultura celular
esta crescendo conforme o esperado, seguindo seu padrao exponencial que a permite

praticamente duplicar-se em quantidade neste curto periodo.
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Figura 3: Grafico avaliativo da replicacao celular da linhagem A549 em 144 horas.
Curva de crescimento da linhagem A549 em 144 horas, onde atingiu a quantidade de 1,15x10° apds
contagem em 48h e 12,55x106 em 144h.

3.2 Teste de Genotipagem celular

Com o intuito de confirmar a identidade da linhagem celular utilizada, foi
realizada a genotipagem por analise de STR. O perfil obtido apresentou 100% de
similaridade com a linhagem A549 no banco de dados de referéncia
(http://www.dsmz.de/services/services-human-and-animal-cell-lines/online-str-
analysis.html.;
http://www.atcc.org/CulturesandProducts/CellBiology/STRProfileDatabase/tabid/174/

Default.aspx), confirmando de forma inequivoca a identidade celular e assegurando a

confiabilidade dos experimentos subsequentes (Tabela 1 e Figura 4).
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Tabela 1: Genotipagem da linhagem A549

Locus STR Alelos
THO1 8,93
D21s11 29, 29
D5S818 11,11
D13S317 11,11
D7s820 8,11
D16S539 11,12
CSF1PO 10, 12
Amelogenina X, Y
VWA 14,14
TPOX 8,11
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Figura 4: Metodologia do ensaio de genotipagem pelo método STR.

Perfil de STR obtido por eletroforese capilar, mostrando os picos correspondentes aos alelos
amplificados em cada lécus analisado: (A) THO1, D21S11, (B) AMEL, vWA, (C) TPOX, (D) D16S539,
CSF1PO, (E) D5S818, D13S317, D7S820, D16S539.

3.3 Avaliacao morfolégica das células

A fim de complementar a caracterizagdo morfolégica das linhagens celulares
A549 e BEAS-2B, foram conduzidas analises microscopicas com maior detalhamento,
pelo uso da analise de alto conteudo (HCS) e por Microscopia Eletrénica de Varredura

(MEV) com as células em suspensao.

Células tumorais e ndao tumorais de pulmao em suspensao foram observadas
por microscopia confocal pelo método de alto conteudo (HCS) e apresentaram
diferencas significativas (Figura 5). Células tumorais A549 (Figura 5A e B)
apresentavam-se de tamanho maior quando comparadas com as nao tumorais BEAS-
2B (Figura 5C e D). Além disso, foi observado maior numero de projecoes

membranares nas células A549.
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Figura 5: Caracterizacao morfolégica das células A549 e BEAS-2B em suspensio por microscopia
confocal no sistema de alto conteudo (HCS).

(A-B) Células tumorais A549 em suspensao, apresentando maior tamanho celular e maior niumero de
projecdes membranares. (C-D) Células ndo tumorais BEAS-2B em suspensdo, caracterizadas por
menor tamanho e menor quantidade de projegdes quando comparadas as A549.

A partir das imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura, em
diferentes ampliagdes, foi possivel visualizar maiores detalhes em relagdo as
caracteristicas morfolégicas das linhagens celulares e suas diferengas. As células da
linhagem A549 apresentaram morfologia epitelial poligonal, exibindo superficie
irreqular e rugosa e presenga abundante de microvilosidades (Figura 6),
caracteristicas indicativas de alta atividade metabdlica e secretora, condizente com a
origem da linhagem. O tamanho celular é relativamente grande, com formato esférico
(Figura 6A). Além disso, é possivel observar “bolhas”, ou protuberancias da membrana
plasmatica também conhecidas como bleb de membrana (Figura 6B, C e D). Esse
fendbmeno é comumente observado em situagdes de apoptose, mas também pode ser
observado em outras fungdes nao apoptoticas, como migragédo e divisdo celular e

secregao apocrina.
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Figura 6: Caracterizagcao morfologica da linhagem A549 por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

(A) Visao geral das células A549, evidenciando seu formato esférico, tamanho relativamente grande e
morfologia epitelial poligonal. (B-D) Observa-se superficie celular irregular e rugosa, com abundéancia
de microvilosidades distribuidas na membrana, além de protuberancias da membrana plasmatica
(“blebs™).
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Figura 7: Caracterizacdo morfolégica da linhagem BEAS-2B por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV).

(A) Células BEAS-2B em suspensao exibindo morfologia epitelial regular, formato predominantemente
esférico e menor tamanho celular em comparagao a linhagem A549. A superficie apresenta menor
irregularidade e rugosidade. (B, D) Observam-se pontes citoplasmaticas conectando células vizinhas,
indicando interagbes intercelulares. (C) Visualizam-se microvilosidades finas distribuidas pela
membrana, compativeis com menores taxas proliferativas e secretoras quando comparadas as células
A549.

As células BEAS-2B apresentaram morfologia epitelial regular, em que possuem
um formato predominantemente esférico quando em suspensao e de menor tamanho
quando comparadas a linhagem A549 (Figura 7). Além disso, também apresentam
superficie celular menos irregular e rugosa (Figura 7A), embora apresente
microvilosidades finas (Figura 7C); essas caracteristicas estdo associadas a menores
taxas proliferativas e secretoras quando comparadas as células tumorais. Em algumas
imagens & possivel observar pontes citoplasmaticas que unem células vizinhas (Figura
7B e D), sugerindo interagdes intercelulares entre elas, mas sem o cenario de
sobreposi¢ao excessiva que comumente ocorre em linhagens tumorais.
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3.4 Ensaio de CELL-SELEX

ApOs a caracterizagdo das células tumorais e nao tumorais incluidas neste
estudo, iniciou-se o processo de selegdo dos aptéameros pela metodologia CELL-
SELEX. Na primeira rodada de selecao positiva, foi realizada a incubacao das células
tumorais A549 com a biblioteca inicial de aptameros. Os aptameros ligados foram
eluidos e amplificados por PCR, testando-se diferentes numeros de ciclos de PCR (4,
6, 8, 10 e 12) para determinar a condicao com melhor rendimento e especificidade. A
analise em gel revelou bandas nitidas em todas as condi¢des testadas; contudo, o ciclo
10 foi selecionado por apresentar o melhor equilibrio entre intensidade de amplificagao
e auséncia de produtos inespecificos (Figura 8-gel da esquerda). Com esse parametro
definido, procedeu-se ao PCR preparativo, utilizando apenas primer forward para
amplificagcao da fita de ssDNA desejada. O produto amplificado apresentou o tamanho
esperado de 86 nucleotideos e quantidade suficiente para sua utilizagdo na segunda

rodada da selegao. (Figura 8-gel da direita).

86 bases
86 bases

PCRciclos (F/R) PCR Preparativo (F)

Figura 8: Amplificagcao dos aptameros durante a primeira rodada de selecao positiva do CELL-
SELEX.

Gel da esquerda: avaliagao de diferentes niumeros de ciclos de PCR (4, 6, 8, 10 e 12 ciclos) para
determinacao da condigao ideal de amplificagéo. Gel da direita: PCR preparativo realizado com primer
forward para obtencgéo da fita simples (ssDNA) desejada.
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Para as rodadas subsequentes, o protocolo foi mantido, ajustando-se
regressivamente a propor¢ao do numero de células. Esses ajustes tém como objetivo
promover o enriquecimento gradual de sequéncias com maior especificidade e
afinidade pelas células-alvo, conduzindo a obtengdo de um pool altamente seletivo ao
final dos ciclos de selegdo. A terceira rodada de selegcdo envolveu, além da etapa
positiva, a realizagao da selecao negativa, utilizando células ndo tumorais (linhagem
BEAS-2B) com o objetivo de remover sequéncias que se ligassem de forma
inespecifica. Apdés a segunda rodada de selegdo, foi observado, apdés PCR
preparativo, o produto amplificado com tamanho esperado de 86 nucleotideos e
quantidade suficiente para sua utilizagao na terceira rodada de seleg¢ao (Figura 9-gel
da esquerda). No terceiro round de selegédo, apos eliminagdo das sequencias de
aptameros que também reconhecem células ndo tumorais de pulmao, apés PCR
preparativo, foi observada perda na quantidade do produto amplificado, como
esperado. No entanto, a banda observada em gel apresentava-se com tamanho
esperado de 86 nucleotideos e quantidade suficiente para sua utilizagao na quarta

rodada de selecao (Figura 9-gel da direita).

Round 2 Round 3

86 bases
86 bases

PCR Preparativo (F)

Figura 9: Gel de eletroforese do PCR preparativo (F) do segundo e terceiro rounds do CELL-
SELEX.

Gel da esquerda: produto do PCR preparativo obtido apds o segundo round de selegédo positiva,
apresentando banda uUnica e nitida com tamanho esperado de aproximadamente 86 nucleotideos, em
quantidade adequada para prosseguir ao terceiro round. Gel da direita: produto do PCR preparativo
referente ao terceiro round, realizado apds a selegao negativa com células BEAS-2B para remogao de
sequéncias inespecificas. Observa-se redugao na quantidade de DNA amplificado, como esperado para
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essa etapa, porém mantendo banda com o tamanho correto (86 nucleotideos), suficiente para
continuidade no quarto round de selecéo.

Tabela 2: Quantificacao das concentracoes de ssDNA obtidas em cada rodada do processo CELL-
SELEX.

Dosagem
R1 R2 R3 R4
(ng/ul)
Pré-coluna
43 20.3 18.6 13.4
NAP-5
Pés-coluna
20 25.4 17.4 17.0

NAP-5

Tabela apresentando a quantificagéo das concentragdes de ssDNA recuperadas ao final de cada
rodada do processo CELL-SELEX, determinadas através do sistema Qubit.

4 DISCUSSAO

A padronizagao do cultivo da linhagem A549 representou um passo essencial
para garantir a confiabilidade dos ensaios subsequentes de CELL-SELEX. O
crescimento observado, com tempo de duplicagao populacional entre 22 e 40 horas,
esta em conformidade com dados da ATCC (2024) e com descri¢des classicas dessa
linhagem epitelial derivada de adenocarcinoma pulmonar (Giard et al., 1973; Lieber et
al., 1976). A autenticidade da cultura foi confirmada por genotipagem por STR, que
apresentou 100% de similaridade com o perfil de referéncia, reforgcando a importancia
do controle de identidade celular para a reprodutibilidade cientifica (Masters, 2002).
Esses resultados asseguram que as células utilizadas mantiveram sua fisiologia, estado
de proliferagao, requisitos fundamentais para uma selecéao eficiente de aptameros.

A caracterizagdo morfoldgica por microscopia confocal de alto conteudo e
eletrénica de varredura complementou essas analises, evidenciando células com
morfologia epitelial tipica, formato alongado ou poligonal, boa aderéncia ao substrato
e presenga de lamelipddios e filopodios. Essas estruturas, associadas a dinamica de

superficie celular, ampliam o repertério de epitopos disponiveis para interagao,
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favorecendo a selegao de aptameros com afinidade para alvos nativos em membrana.
A integridade estrutural observada apos o preparo para MEV confirmou que as
condi¢des de cultivo foram apropriadas e que o modelo estavel era adequado para o
processo de selecao.

No inicio da metodologia CELL-SELEX, a otimizagao da etapa de amplificagao
do pool inicial de aptameros demonstrou eficiéncia na definicao dos parametros
experimentais. A comparagao entre diferentes numeros de ciclos de PCR permitiu
identificar o ciclo 10 como a condig¢ao ideal, por apresentar equilibrio entre rendimento
e especificidade. A obtencao de um produto unico de 86 nucleotideos, em
concentragao suficiente para o prosseguimento dos ciclos de selegao, estabeleceu
uma base sdlida para o enriquecimento subsequente de sequéncias candidatas. Até o
momento, foram conduzidos quatro rounds de selegdo, todos apresentando
desempenho adequado e indicando que o processo de enriquecimento esta evoluindo

a contento, conforme esperado para essa metodologia.

O presente trabalho apresentou o desenvolvimento e a aplicagdo da técnica
CELL-SELEX para a selecao de aptameros especificos voltados ao diagndstico do
cancer de pulmao, uma das neoplasias de maior impacto em mortalidade no mundo.
A escolha dessa metodologia mostrou-se estratégica por permitir a obtencado de
aptameros com alta afinidade e especificidade para alvos moleculares de superficie,
caracteristicas essenciais para aplicacdes diagnosticas. A utilizagdo das linhagens
A549 (tumoral) e BEAS-2B (ndo tumoral) possibilitou a realizagao de ciclos sucessivos
de selegao positiva e negativa, reduzindo interagdes inespecificas e permitindo o
enriquecimento progressivo de aptameros seletivos.

Embora os resultados obtidos até o momento sejam promissores, destaca-se
que a selecao de aptameros ainda esta em fase inicial, devem ser necessarios cerca
de 12 rounds de selegao para obtegcdo de aptameros altamente especificos para as
células A549. Aléem disso, ainda serao necessarias etapas subsequentes de validagao,
incluindo determinagédo de afinidade, especificidade, analise funcional e testes em
amostras clinicas, para confirmar o desempenho diagndstico das sequéncias
identificadas. Fatores como heterogeneidade tumoral e presenca de epitopos
compartilhados entre células normais e neoplasicas continuam sendo desafios

importantes a serem enfrentados (Keefe et al., 2010).
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Ainda assim, os achados deste estudo reforgam o potencial dos aptédmeros
como ferramentas versateis na area de diagnostico molecular. Em comparagéao a
anticorpos tradicionais, aptémeros apresentam vantagens como maior estabilidade,
menor custo de produgao, auséncia de imunogenicidade e grande flexibilidade de
modificagdo quimica (Song et al., 2008). Dessa forma, sua aplicagao representa uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de biossensores e plataformas
inovadoras voltadas a detecgao precoce do cancer de pulmao, contribuindo para a
construgcdo de metodologias diagndsticas mais acessiveis, precisas e eficientes no
contexto nacional.

Em sintese, este trabalho evidencia a importancia da integragcéo entre biologia
celular, biologia molecular e tecnologias de selecdo e identificagao de ligantes,
ressaltando o papel dos aptdémeros como agentes promissores no avango de
estratégias diagnodsticas para o cancer de pulmao. Os resultados obtidos estabelecem
bases robustas para estudos futuros, incluindo a validagao funcional dos aptameros
selecionados, a exploragao de seu potencial terapéutico e sua aplicagao em amostras
clinicas, visando impacto positivo na detec¢ao precoce, no prognostico e na qualidade

de vida dos pacientes.

5 CONCLUSAO

Em conclusao, o desenvolvimento inicial da metodologia CELL-SELEX aplicado
as linhagens A549 e BEAS-2B demonstrou resultados consistentes e promissores,
sustentados pela caracterizagdo morfoldgica, autenticidade celular confirmada e
otimizagao eficiente das etapas de amplificagcdo. A realizagdo de quatro rounds de
selecdo, conduzidos com desempenho satisfatorio, indica que o processo de
enriquecimento de aptameros esta evoluindo conforme esperado, estabelecendo
bases solidas para a identificagdo de sequéncias com afinidade elevada e
especificidade para alvos tumorais. Somados aos avangos previstos com NGS e
espectrometria de massas, esses achados reforgcam o potencial dos aptameros como

ferramentas inovadoras para o diagnostico molecular do cancer de pulmao,
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contribuindo para o desenvolvimento futuro de estratégias mais sensiveis, acessiveis

e precisas voltadas a detecgao precoce e ao aprimoramento da pratica clinica.
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