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RESUMO

Os meétodos para o diagndstico oncoldgico englobam muitas técnicas da area
meédica, as quais tem como foco principal o rastreamento de doencas neoplasicas.
A ressonancia magnética (RM), a tomografia computadorizada (TC), a medicina
nuclear que englobam técnicas com as imagens classificadas como imagens
hibridas, tais como a tomografia por emissdo de pdsitrons (PET) e tomografia
computadorizada de emissao de féton Unico (SPECT), provaram ser técnicas de
imagem altamente versétil e 6timas ferramentas de diagndstico e terapia, as quais
atualmente oferecem uma forma néo invasiva e mais sensivel de obter imagens de
diversas areas do corpo. Os métodos de imagem podem ajudar a estabelecer um
diagnéstico e monitorar o curso da doenca, por ser uma técnica Util para distinguir
entre os tecidos patoldgicos e os tecidos normais. Entretanto, a deteccao rotineira
de RM, TC e medicina nuclear nem sempre consegue distinguir o tecido alterado e
o tecido normal claramente na clinica. Segundo as estatisticas, quase 50% da
deteccdo por RM precisa do auxilio de agentes de contraste para melhorar a
resolucdo da imagem, estes agentes de contraste convencionais geralmente
possuem uma falta de especificidade e podem causar toxicidade grave em areas
normais, assim também como os radiofarmacos (RF), que sdo usados nastécnicas
de imagem de MN, e possuem alta sensibilidade, mas falta de especificidade o que
promove a distribuicdo dos RF para outras areas do corpo que néo sao de interesse,
podendo ocasionar, em muitas vezes, efeitos colaterais pela interacdo do RF com
orgédos e outros tecidos que ndo sado os analisados, podendo ocasionar desconforto
ao paciente. Neste ponto que entram os aptameros, uma vez que esses podem se
ligar a moléculas com alta especificidade e afinidade, e por essas propriedades
chamam atencdo, e tem sido investigado o seu possivel emprego na area de
diagnéstico por imagem para o diagndstico e terapia. Durante este trabalho, por
meio de uma revisdo sistematica, analisamos, discutimos e sintetizamos as
informac@es recentes acerca da aplicabilidade da conjugacao dos aptameros com
meios de contrastes para a RM e radiofarmacos, para um diagnostico preciso de
neoplasias, seus tratamentos e perspectivas para o futuro.

Palavras chaves: Neoplasias. Aptameros. Diagnostico por imagem.



ABSTRACT

The methods for cancer diagnosis encompass many medical techniques, which
have as their main focus the screening of neoplastic diseases. Magnetic resonance
imaging (MRI), computed tomography (CT), nuclear medicine encompassing
techniques with images classified as hybrid images, such as positron emission
tomography (PET) and single photon emission computed tomography (SPECT). ,
have proven to be highly versatile imaging techniques and great diagnostic and
therapy tools, which currently offer a non-invasive and more sensitive way of imaging
from various areas of the body. Imaging methods can help establish a diagnosis and
monitor the course of the disease because it is a useful technique for distinguishing
between pathological and normal tissues. However, routine MRI, CT and nuclear
medicine detection cannot always distinguish altered tissue from normal tissue
clearly in the clinic. According to statistics, nearly 50% of MRI detection needs the
aid of contrast agents to improve image resolution, these conventional contrast
agents often lack specificity and can cause severe toxicity in normal areas, as well
as radiopharmaceuticals. (RF), which are used in NM imaging techniques, and have
high sensitivity but lack of specificity, which promotes the distribution of RF to other
areas of the body that are not of interest, and can often cause side effects. by the
interaction of RF with organs and other tissues that are not analyzed, which may
cause discomfort to the patient. At this point, aptamers come in, since they can bind
to molecules with high specificity and affinity, and because of these properties draw
attention, and their possible use in the area of diagnostic imaging for diagnosis and
therapy has been investigated. During this work, through a systematic review, we
analyzed, discussed and synthesized recent information about the applicability of
the combination of aptamers with contrast media for MRI and radiopharmaceuticals,
for an accurate diagnosis of neoplasms, their treatments and future prospects.
Keywords: Neoplasms. Aptamers. Imaging diagnosis.
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1 INTRODUCAO

Cancer ou neoplasia (neo= novo, plasia= formacéao) é o nome dado a um
grupo de doencas que tém em comum o crescimento celular rapido e desordenado
de forma agressiva, descontrolada e persistente, que ao invés de morrerem
continuam crescendo e formando novas células anormais promovendo assim a
formacao de tumores, os quais podem invadir tecidos e 6rgaos, resultando em
metastase (INCA, 2019; MALZYNER; CAPONERO, 2013; ABC DOCANCER,
2018).

Ele pode surgir em qualquer parte do corpo e essas regibes podem ser
acometidas por tipos diferentes de tumores, mais ou menos agressivos, no entanto,
existem alguns 6rgdos que sdo mais afetados do que outros, tais como pulméao,
mama, colo do Utero, préstata, colon e reto (intestino grosso), pele, estémago,
es6fago, medula éssea (leucemias) e cavidade oral (boca). A nomenclatura de cada
um desses tipos de cancer sao classificados de acordo com a localizacdo priméaria
do tumor (INCA, 2019; KERSUL, 2014).

O céancer pode ocorrer a partir de uma mutacdo genética, onde temos uma
ou mais alteragdes no acido desoxirribonucleico (DNA) da célula, o qual passa a
transmitir instrucdes erradas para a atividade celular, resultando em alteracdes em
genes especificos denominados de proto-oncogenes, que a principio sado inativos
em células normais, mas devido essas alteracfes podem ser ativados tornam-se
oncogenes, responsaveis por transformar as células normais em células
cancerosas, esse processo € chamado de carcinogénese ou oncogénese, o qual
pode levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere-se o suficiente para
formar um tumor visivel (INCA, 2019; INCA, 2018).

Esse tipo de doencga ndo possui uma causa Unica, e sim tipos de causas que
estéo relacionados a exposi¢des de longa duracao, sendo elas externas, como as
presentes no meio ambiente em que estamos inseridos, ambiente social, cultural e
estilo vida, e esses séo fatores denominados cancerigenos ou carcindégenos. Outra
possivel causa sdo as internas que estédo relacionadas com hormdnios, condi¢cdes
imunologicas e mutacdes genéticas (INCA, 2019; MINAS GERAIS, 2013; KERSUL,
2014).
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Os fatores genéticos sao aqueles que tornam determinadas pessoas mais
suscetiveis a acdo dos agentes cancerigenos ambientais, isso ocorre, pois ambas
as causa estao interligadas, o que explica porque algumas pessoas desenvolvem
cancer e outras ndo, quando expostas a um mesmo carcindgeno (KERSUL, 2014;
INCA, 2019).

Atualmente, a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) considera o cancer
como um problema de saude publica, tanto em paises subdesenvolvidos quanto em
paises desenvolvidos (GUERRA, 2005; GONCALVES; PADOVANI; POPIM, 2008).

Segundo estimativas da OMS para 2011, o cancer foi responsavel por mais
mortes do que todas as doencas cardiacas coronarias, e os dados divulgados sobre
as transicfes demogréficas e epidemioldgica mostra a carga crescente de cancer
nas proximas décadas, particularmente em paises subdesenvolvidos que
apresentam renda baixa e média, sendo nesses esperados mais de 20 milhdes de
novos casos de cancer por ano até 2025. Além disso, o cancer anualmente é
responsavel por mais de seis milhdes de 6bitos, o que representa cerca de 12% de
todas as causas de morte no mundo. Embora as maiores taxas de incidéncia de
cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos, dos dez milh6es de novos
casos anuais de cancer cinco milhdes e meio desses sao diagnosticados nos paises
em desenvolvimento. A previsdo para o0 ano de 2030 é de que haja
aproximadamente 13,2 milhdes de 6bitos por cancer a nivel mundial, um namero
significativamente maior do que os 7,6 milhdes de Obitos ocorridos em 2008
(GUERRA, 2005; FERLAY et al., 2010; FERLAY et al., 2014).

Os meétodos para o diagndstico oncoldgico englobam diversos métodos da
area médica, com foco preferencialmente no rastreamento de uma populacdo que
possui predisposicéo para doengas neoplasicas, com o intuito de descobrir de modo
precoce a doenca. Esse tipo de estratégia reduz a morbidade e aumenta a
possibilidade de cura para alguns tipos de canceres (HOFF; SABBAGA, 2016;
INCA, 2018).

A deteccado precoce pode ser realizada a partir da historia clinica e exame
fisico detalhados, valorizando e avaliando os sintomas e/ou sinais clinicos que o0s
pacientes apresentam, principalmente quando associados a presenca de fatores de

risco, e sempre que possivel avaliando diretamente a area atingida procurando por
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caracteristicas que ajudem a direcionar o diagnostico preciso e precoce, por meio
de testes essenciais que sdo capazes de determinar a existéncia ou nao de
neoplasias, como 0s exames endoscopicos, a biopsia, citologia e os exames de
diagnéstico por imagem (QUEIROGA; PERNAMBUCO, 2006; INCA, 2018).

Os métodos de diagndstico por imagem possibilitam a visualizacao,
localizagdo e dimensdes de uma massa andOmala, ajudando a identificar
anormalidades, determinando caracteristicas da massa (sélida ou cistica) e
estabelecendo relagbes entre as estruturas circundantes, as quais podem ser
importantes para direcionar uma possivel cirurgia ou biopsia (AZEVEDO-
MARQUES, 2001; ALVES; MICHELL, 2003).

E uma técnica n&o invasiva que, atualmente, possui carater importante no
diagnostico e condugéo do tratamento de pacientes com cancer, por proporcionar a
obtencado de informacg@es tridimensionais, mostrando se muito Util no estagio pré-
operatorio de neoplasias em geral permitindo o planejamento cirdrgico,
especialmente para a preservacao do tecido, podendo demonstrar a extensado da
lesdo, bem como afastar ou constatar a presenca de lesdo multifocal e/ou lesédo
multicéntrica (AZEVEDO-MARQUES, 2001; ALVES; MICHELL, 2003).

Recentemente, as técnicas de diagndstico por imagem, chamaram a atengao
devido ao bom desempenho dentro do diagndstico, tratamento e acompanhamento
do cancer, como por exemplo, a tomografia computadorizada (TC) que é utilizada
para detectar cancer em muitas partes do corpo, tais como do cérebro, pulmdes e
partes do abdome (como as glandulas suprarrenais, os ganglios linfaticos, o figado
e 0 baco), e a medicina nuclear (MN), a qual vem sendo muito usada para
determinar a atividade metabdlica da massa cancerigena ou do linfonodo suspeitos,
podendo identificar também diversos tipos de metastases (AZEVEDO-MARQUES,
2001; ALVES; MICHELL, 2003).

O destaque dentro desse conjunto de técnicas é a ressonancia magnética
(RM) com o uso do gadolinio (Gd) para diferenciar lesdes benignas de malignas,
por causa da grande impregnacao que ocorre nos canceres na fase precoce, apos
a injecdo do contraste paramagnético logo no primeiro e terceiro minuto apés a
injecdo endovenosa do Gd (AZEVEDO-MARQUES, 2001; ALVES; MICHELL,
2003).
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Os métodos utilizados durante os exames de imagem, incluindo a injecao de
seus meios de contrastes, estdo em constante renovacdo, atualizando-se com
novas tecnologias que surgem ao redor do mundo, sempre com o objetivo de ajudar
o diagnédstico e terapéutica dos pacientes. Como o possivel emprego dos

aptameros.

Os aptameros foram desenvolvidos no inicio da década de 1990 (GOMES et
al., 2012). Sao oligonucleotideos modificados, identificados apés ciclos interativos
de selecao/amplificacédo através de um processo denominadoSystematic Evolution
of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX), a partir de uma biblioteca de
oligonucleotideos aleatérios. Os aptameros, com grande frequéncia, sao
selecionados com sucesso para uma ampla gama de alvos, como proteinas, acidos
nucléicos, peptideos, pequenas moléculas, células inteiras, e até mesmo
marcadores tumorais com alta afinidade e especificidade, essas ferramentas
baseadas em aptameros podendo ser projetadas para diagndstico e/ou tratamento
terapéutico de doencas oncoldgicas (MAYER, 2009; SYED; PERVAIZ, 2010;
GOMES et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

Avaliar a aplicacao dos aptameros e sua conjugacdo com meios de contraste
e radiofarmacos para o diagndstico e tratamentos mais eficientes e eficazes de
neoplasias e seus tratamentos para o futuro, por meio de uma revisédo sisteméatica
na base de dados PubMed.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Métodos de diagnostico oncoldgico por exames de imagem

Atualmente, a ressonancia magnética (RM) é um método de diagndstico por
imagem muito bem estabelecido na prética clinica, e em continuo desenvolvimento.
A RM produz imagens em trés dimensdes de forma n&o invasiva, sem 0s riscos da
radiacdo ionizante e com 6tima resolucdo espacial e contrastada, permitindo uma
avaliacdo tumoral bastante fidedigna. O estudo convencional dos tumores por RM
avalia tanto caracteristicas morfolégicas e quantitativas, tais como tamanho, edema,
necrose, contornos, quantidade de lesdes e presenca de metastases, quanto
caracteristicas qualitativas, como grau de realce pos-contraste. Ha mais de 30 anos
este método vem apresentando significativo progresso em diferentes areas da
medicina, especialmente em oncologia, incluindo distintas etapas do manejo
oncolégico, como detecc¢do, caracterizacdo, estadiamento, avaliagdo de resposta e
seguimento poés-terapéutico. Atualmente, o principal foco das inovacdes esta no
alcance na evolucédo da resolucdo anatémica e, mais recentemente, no advento de
métodos moleculares e funcionais (GONZALEZ HERNANDO et al., 2010; HIGGINS;
POMPER, 2011; GUIMARAES et al., 2014).

Entre os exames de imagem, um que mais se destaca € a tomografia por
emissao de positrons (PET), uma técnica da medicina nuclear (MN) que permite o
mapeamento de diferentes substancias quimicas no organismo. A capacidade de
detectar alteracdes funcionais, metabdlicas e bioguimicas em 6rgédos ou tecidos,
mesmo antes que alteracdes anatbmicas se manifestem, é a caracteristica
fundamental das imagens diagndsticas da MN. O grande beneficio do PET € a
capacidade de medir as les6es, demonstrando a presenca de alteracdes funcionais,
permitindo, assim, o diagndstico precoce do cancer para um tratamento mais eficaz
e assertivo. Empregado, por exemplo, na oncologia o qual tem sido usado para
distinguir processos malignos de benignos, no estadiamento, deteccéo de recidiva,
avaliacdo precoce e tardia da resposta a terapia, na determinacéo do progndstico e
da mudanca de conduta clinica de pacientes com diversos tipos de tumores
malignos (CAMARGO, 2004; CAMARGO, 2005).
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3.2 Empregos dos meios de contrastes

Na pratica de RM sao utilizados meios de contraste a base de quelatos do
ion paramagnético gadolinio (Gd) (HAEN, 2001).

Os tipos de contraste a base de Gd que existem no mercado, atualmente,
podem ser divididos em duas categorias, extracelular inespecifico e intracelular
especifico, sendo que a principal diferenca esta na molécula quelante que carrega
o Gd. De modo geral, considera-se que 0s agentes de contraste a base de Gd séo
muito mais seguros que o contraste iodado utilizado na radiologia convencional e
nos exames de tomografia computadorizada (TC); no entanto, existem
complicac@es, as quais devem ser reconhecidas, para tratamento adequado e para

orientacao antes e apos a realizacao do exame (ELIAS JUNIOR et al., 2008).

Na medicina, o Gd é utilizado apenas na forma de solu¢cdes compostas para
realce em exames de imagem. Quando estes agentes de contraste se tornaram
disponiveis, no inicio da década de 1990, se acreditava ndo ser necessario o seu
emprego na RM, pelo o alto contraste dos tecidos moles ja fornecido pelo exame.
Porém os meios de contraste a base de Gd encontraram seu lugar na pratica clinica
e atualmente entre as indicacdes clinicas do seu uso estdo as aquisicdes de
imagens tumorais (pré e pos-cirurgia), pré e pos-radioterapia, infec¢des, infarto,
inflamacbes, lesdes pos-trauméaticas, pos cirurgia de disco intervertebral e
angiografia contrastada (ELIAS JUNIOR et al., 2008; WESTBROOK, 2016).

J4 a MN é uma especialidade médica que lida com o uso de diversos
radiofarmacos, os quais fazem parte da rotina hospitalar sendo aplicados de forma
controlada para exames de diagndstico por imagem e radioterapia, destinadas para
fins de diagndstico e tratamento de diversas patologias. Trata-se, basicamente, de
uma técnica que, além de ndo apresentar efeitos farmacoldgicos, pode ser
considerada ndo invasiva e que permite avaliar a funcdo e ndo s6 a morfologia do
orgao, € uma técnica simples e que apenas requer administracdo de um RF de
forma endovenosa, oral ou inalatéria (DILWORTH; PARROT, 1998; REGO et al.,
2017).

RF sao tracadores radioativos, ou seja, sdo substancias emissoras de

radiacdo, as quais sao produzidas com elementos com funcbes diferentes: o
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farmaco e o radionuclideo, onde o farmaco dirige o radionuclideo a um 6rgéo
especifico ou processo, e 0 componente radionuclideo pode ser detectado ou
exercer sua funcéo terapéutica (SOUSA, 2013; REGO et al., 2017).

Atualmente séo realizadas trés terapias principais nos servicos de MN
brasileiros, sendo eles para o tratamento do hipertireoidismo, do ndédulo toxico
autbnomo e das metastases de carcinomas diferenciados da tireoide com o
radiofdrmaco lodo-131; para o tratamento do neuroblastoma com MIBG-I-131,
doses altas e repetidas tendem a reduzir os tumores e assim propiciando melhores
resultados para o posterior tratamento cirdrgico; e o tratamento antialgico em
metastases 0sseas com Samario-153, que é um emissor de radiacfes beta com
afinidade por lesdes osteogénicas, esse nao apresenta efeito curativo ou influéncia
na evolucdo da doenca, mas melhoram a qualidade de vida do paciente (SOARES;
FLOR, 2001).

Além das aplicacbes em MN, o uso de radiofarmacos para tratamento
introduz a possibilidade de diferentes aplicacdes terapéuticas como a iodoterapia,
a radioimunoterapia, a terapia radionuclidica de receptores peptidicos,
radiosinovectomia, terapia intravascular para prevencao de reestenose das artérias
coronarias, a terapia radionuclidica transarterial, o tratamento de metastases
0sseas, doencas benignas e mieloproliferativas (SANTOS; BOLOGNESI, 2014).

3.3 Biologia molecular e como ela atua na oncologia

A biologia molecular, atualmente, esta em constante desenvolvimento e
expansdo, e com a utilizacdo das técnicas moleculares, os eventos envolvidos no
processo de carcinogénese tém sido gradativamente esclarecidos, resultando na
geracdo de uma série de novas informacdes que vém sendo absorvidas pelos
oncologistas clinicos, influenciando suas condutas e tomada de decisdes.
Atualmente se tem identificado marcadores moleculares de grande valor para o
prognostico (PAES, 1995).

Alguns marcadores sao reconhecidos como fatores progndésticos bastante
caracteristicos, como o status de receptores hormonais, marcadores de proliferacéo
celular e produtos protéicos de genes supressores de tumor e oncogenes (ASCO,
1998).
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Variantes genéticas sao influenciadas por fatores bioldégicos e pelas
circunstancias a que sdo submetidos os individuos. A partir da analise de
marcadores genéticos que apresentam certa frequéncia de alteracdo entre as
populacdes, é apresentado variagdes, em virtude da acéo diferencial de processos
fundamentais, incluindo recombinagcdes e mutagcdes (SUNNUCKS; 2000;
PAVARINHO; CHICOTE; BERTOLLO, 2015).

O desenvolvimento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que amplifica
segmentos especificos de DNA, a aplicagdo de conjuntos de iniciadores
evolutivamente conservados para PCR, a utilizacdo dos loci de microssatélites
hipervariaveis e o advento do sequenciamento de DNA de rotina de laboratérios
foram os mais importantes. Essas inovag¢des, com a evolugéo de analises precisas
e relativamente simples de programas computacionais, permitiram que grande parte
dos dados genéticos-moleculares pudesse ser explorada, revelando informacdes
gue, de outra maneira, seriam inalcancaveis (PAVARINHO; CHICOTE; BERTOLLO,
2015).

Em biologia molecular, podemos citar como destaques usados para o
diagnéstico oncolégico as técnicas de fluorescent in situ hybridization (FISH),
microsatelitte instability (MSI), cDNA microarray, tissue microarray (TMA), genes
diferencialmente expressos, genes metilados, mutacdo nos genes de reparo, entre
outros. E para um diagndstico preciso sdo necessarios marcadores especificos,
seja 0 PCR, seja o FISH (SCHUELER, 2017).

3.4 Aptameros, 0 que sao?

Aptameros sdo uma nova ferramenta nanotecnologica da biologia molecular
aplicavel em diversas areas da pesquisa e meédica, sdo constituidos de
oligonucleotideos que apresentam alta especificidade e afinidade para uma ampla
série de moléculas alvo como proteinas, peptideos, aminoacidos, nucleotideos,
drogas, vitaminas, compostos organicos e inorganicos, além disso apresenta
caracteristicas importantes para o desenvolvimento de novos diagnosticos e
estratégias terapéuticas (YOU et al.,, 2003; ELLINGTON; SZOSTAK, 1990;
FERREIRA; MISSAILIDIS, 2007).
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Os aptameros podem ser de acido desoxirribonucleico (DNA) fita simples,
acido ribonucleico (RNA) ou bases modificadas contendo entre 50-100 bases. Eles
sao capazes de formar estruturas tridimensionais caracterizados por grampos, essa
estrutura permite com que o0s aptameros se liguem a uma variedade de alvos,
resultado de uma compatibilidade estrutural, empilhamento de anéis arométicos,
interacdes eletrostdticas e de Van de Waals, ligacbes de hidrogénio ou a
combinacao desses efeitos (FERREIRA; MISSAILIDIS, 2007; STOLTENBURG et
al., 2007).

Para demonstrar o potencial dos aptameros, a sua afinidade e especificidade
€ comparavel a dos anticorpos monoclonais, pois sdo capazes de serem gerados
para uma grande variedade de alvos, as quais incluindo compostos toxicos,
moléculas ndo imunogénicas, para as quais anticorpos ndo podem ser gerados.
Além disso, os aptameros sdo de dez a cem vezes menores que 0S anticorpos e
nao sao imunogénicos, caracteristica importantes para o desenvolvimento de
moléculas promissoras no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e
diagnéstico, ressaltando ainda mais seu potencial perante o0s anticorpos
monoclonais devido ao seu facil desenvolvimento, flexibilidade de uso, facilidade
para modificacdo quimica e producéo in vitro, quais 0s anticorpos nao podem ser
gerados. (JAYASENA, 1999; MISSAILIDIS; HARDY, 2009).

Os aptameros apresentam ampla aplicacdo incluindo pesquisa béasica na
area médica e farmacéutica, no desenvolvimento de drogas em diagnéstico e
terapia para uma diversa gama de doencgas, desde o virus da imunodeficiéncia

humana (HIV), doencas tropicais, cancer e inflamacgéo (SANTOS, 2014).

Esses pequenos acidos nucleicos de cadeia simples sdo capazes de
reconhecer moléculas alvos com alta especificidade e de transportar agentes
terapéuticos, radioisétopos, diretamente para massas tumorais soélidas ou para
células individuais, uma vez que apresentam penetracao tecidual mais rapida, em
comparacdo aos anticorpos monoclonais. Dessa forma, € possivel observar que
foram projetados para atuarem em uma ampla quantidade de alvos que vao desde
a inibicdo de receptores e enzimas até a identificacdo de pequenas moléculas em

aplicacoes de sensores e do desenvolvimento de terapéuticas direcionadas



concepcao de novos agentes de diagnéstico e para a imaginologia (DENG et
al.,2001; FERREIRA; MISSAILIDIS, 2007).

3.5 Selecao de aptameros

A técnica mais utilizada para se obter os aptdmeros é a técnica SELEX, (do
inglés Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment, onde os
aptameros sao selecionados a partir de uma vasta populacdo de sequéncias
aleatédrias, através de abordagem combinatéria (TUER; GOLD, 1990; FERREIRA;
MISSAILIDIS, 2007).

A metodologia SELEX pode gerar oligonucleotideos (aptameros) que séo
capazes de se ligar com alta afinidade e especificidade a alvos especificos, desde
pequenas moléculas até proteinas complexas, usando ciclos de enriquecimento e
amplificacdo. Durante o processo, um conjunto de acido nucléico de cadeia simples
(DNA, RNA ou é&cidos nucleicos modificados) consistindo de 10 — 15 variantes de
uma sequéncia aleatoria de 50-100-nt € incubado com uma molécula alvo. Em
seguida, as variantes com a atividade de ligacdo desejada sédo recuperadas,
seguido por amplificacdo da biblioteca enriquecida por transcricdo reversa - PCR.
Empregando este produto de PCR enriquecido, o pool de cadeia simples é
regenerada por remocao do molde de cadeia simples ou por in vitro-transcricéo
(para conjuntos de DNA ou RNA, respectivamente). Normalmente, esse processo é
repetido por 20 rodadas para a identificacdo e selecédo especifica dos aptameros
(OHUCHI, 2012; FERREIRA, 2013).

Embora SELEX seja tipicamente realizado usando moléculas alvo
purificadas, células vivas inteiras sdo também empregaveis como alvos de selecao.
Aptameros especificos de células podem ser empregados para a adesao especifica
de células alvo, as proteinas transmembranares da superficie celular seriam alvos
mesmo quando as suas purificagcbes em conformacfes nativas sdo dificeis.
Schroeder et al. (2007) desenvolveram um microarranjo de células vivas
empregando ligantes peptidicos e microarray de DNA (GUO et al., 2005; GUO et
al., 2006; OHUCHI, 2012).

Para desenvolver sondas moleculares no diagnostico e pesquisa basica, 0s

aptameros que reconhecem certo tipo de célula de mamifero sdo ferramentas

26



promissoras. As linhas de células cancerigenas sdo um dos alvos mais
extensivamente examinados para Cell-SELEX, e até agora, muitos aptameros
contra variedades de tipos de células cancerigenas foram gerados, esses
aptameros tém se mostrado Uteis como sondas de cancer. O estudo de Shangguan
et al. (2006) relata geracdo de uma série de aptameros de DNA como sondas
moleculares para o estudo do cancer (ZHANG et al., 2010; PHILLIPS et al., 2008).

Avancos na estratégia Cell-SELEX, bem como os procedimentos de
aplicacdo de aptameros de ligacdo celular, abririam uma porta para o
desenvolvimento de novas tecnologias médicas e biologicas que atualmente ndo
podem ser alcancadas (OHUCHI, 2012).

O Cell-SELEX pode ser aplicado para a geracdo de aptameros contra uma
proteina alvo definida exibida em células vivas, variedades de proteinas
transmembranares, incluindo receptores acoplados a proteina G, receptores
guinases, canais e uma vasta série de importantes alvos para o desenvolvimento

de farmacos e meios de contrastes especificos (OHUCHI, 2012).
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4 METODOLOGIA

O conteudo utilizado para esta revisao sistematica foi obtido através de uma
pesquisa na base de dados Pubmed com as palavras chaves demonstradas no
fluxograma a seguir. Os artigos foram lidos e selecionados de acordo com o seu
tema e argumentos de forma sintetizada, sobre as informacfes mais recentes
acerca da aplicacdo dos aptameros e sua conjugacdo com meios de contraste e
radiofarmacos, para diagnostico mais eficiente e tratamentos mais eficazes de

neoplasias.

4.1 Revisao de literatura

A revisdo de literatura foi realizada com base nos livros disponiveis no acervo
da biblioteca do Centro Universitario Sdo Camilo e em artigos disponiveis na base
de dados PubMed com o diagnostic imaging and aptamers, o qual foi empregadoem

portugués e inglés.

4.2 Revisao sistematica

O levantamento bibliografico realizado contou com os descritores: nuclear
medicine and aptamers; magnetic resonance and aptamers; radiopharmaceuticals
and aptamers e gadolinium and aptamers, tanto em inglés quanto em portugués.As
pesquisas foram realizadas na base de dados PubMed, de acordo com o fluxograma
apresentado na figura 1, abaixo. Levou-se em consideracdo as publicacdes dos
altimos dez anos, para um melhor aproveitamento e analise dos métodos e dados
obtidos.
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Figura 1 - Fluxograma de pesquisa com o cruzamento dos descritores

Nuclear Magnetic Radiopharma- Gadofinilam :ﬂOdiﬁed P
medicine and rersonance ceuticals el aptaars a;:ramer s ta_"
aptamers and aptamers and aptamers ;ranga ’;’sg’c
N=95 N=260 N=32 N=8 N=118
Critérios de
exclusédo
N=4 N=2 N=4 N=3 N=1

4.2.1 Selecao dos artigos

A partir dos 513 artigos obtidos por meio dos descritores e dos filtros

anteriormente citados, foram aplicados os critérios de excluséo:

e Auséncia de DOI (Digital object identifier);

e Artigos sem referéncias bibliograficas;

e Artigos em duplicata;

e Artigos sem acesso ao texto completo;

e Artigos que apds a leitura e analise foram excluidos por ndo abordar

0 objeto de estudo.

Apos todo esse processo, foramselecionados um total de 14 artigos.

4.3 Leitura e andlise criticas dos artigos

Por fim, foram realizadas as classificacfes quantitativas e qualitativas do uso
dos aptameros na oncologia, de forma a ponderar sobre a aplicabilidade da
conjugacao desses com meios de contrastes e radiofarmacos para um diagndstico

preciso de neoplasias e seus tratamentos para o futuro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta revisdo sistematica foram separados com o intuito de
melhorar a compreensao e clareza sobre o assunto ao leitor, desse modo o
contetdo apresentado foi dividido em duas partes, sendo a primeira referente a
conjugacao de aptameros com gadolinio e a seguinte sobre a conjugacao de

aptameros com radiofarmacos.

5.1 Aptameros conjugados com gadolinio (Gd)

Para uma visdo geral acerca do tema, o Quadro lune os trabalhos que
conjugam aptameros com o Gd e as informacfGes de quais técnicas de selecéo
foram utilizadas para a construcédo de seus aptameros, a nomenclatura das sondas

e quais técnicas de imagem aplicadas para a visualizacédo de seus resultados.
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Quadro 1: Sintese dos artigos selecionados sobre a conjugacao dos aptameros com o Gd.

A . Técnicade | Nomenclatur | Técnicade
utor Ano Titulo ~ .
selegéo a dasonda imagem

Xu e Lu 2011 A smart magnetic SELEX Aptdmero de | Scanner de
resonance imaging adenosina RM.
contrast agent responsive
to adenosine based on a
DNA aptamer-conjugated
gadolinium complex.

Bernard et al. 2012 Target binding improves SELEX SC-Gd (I11), RM de alto
relaxivity in aptamer— 15T SC-Gd campo (9,4T)
gadolinium conjugates (Il e 30T SC- | e RM de

Gd(lny baixo campo
(1,57)

Zhang et al. 2016 Preparation and In Vitro SELEX GBI-10m Microscopia
Evaluation of a MRI de varredura
Contrast Agent Based a laser

confocal e
RM

Edogun et al. 2017 An Aptamer-based SELEX Gd-aptdmero | RM
Sensor for Unchelated
Gadolinium(lll)

Rothlisberger 2017 Nucleic Acid Aptamers: SELEX Aptamero RM, PET e

et al. Emerging Applications in antitrombina SPECT
Medical Imaging,

Nanotechnology,
Neurosciences, and Drug
Delivery

Zhang et al. 2018 Aptamer - SELEX Sondas para | RM
TargetedMagnetic Acido Folico
Resonance Imaging
Contrast Agents and Their
Applications

5.1.1 Producéo e selecdo dos aptameros

Como observado no quadro acima a técnica de selecdo dos aptameros
denominada SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment),
foi unanime entre os autores que realizaram a destas moléculas com Gd, conforme

nossas pesquisas.



Esta técnica se mostrou a de preferéncia pelos autores por ser reprodutivel,
de menor custo e altamente especifica para os alvos que sao selecionados, fazendo

entdo com que criem aptameros de alta qualidade e objetividade.

Por esta técnica ja ser de uso frequente entre os pesquisadores ja existem
protocolos pré estabelecidos e bibliotecas de aptameros ja criados por ela, o que

facilita a sua escolha em uma nova pesquisa.

Xu e Lu (2011) afirmam em seu trabalho que uma poderosa vantagem dessa
técnica € que suas condi¢cdes de selecdo podem ser adaptadas para encontrar
aptameros que possam interagir seletivamente com quase todos os alvos, incluindo
ions metalicos e pequenas moléculas orgéanicas. E que através deste processo,
aptameros gue ligam pequenas moléculas organicas, proteinas e células podem ser
obtidos, tornando-os assim uma plataforma geral para sensores e agentes de

contraste.

Ja Bernard et al. (2012) dizem que SELEX pode ser usado para se fazer a
selecéo dos aptameros para alvos que variam de pequenas moléculas até proteinas
e células inteiras. Bernard et al. (2012) seleciona as sequéncias de DNA SC, 15T
SC e 30T SC por esta técnica.

Estes foram os aptameros selecionados por Bernard et al. (2012), com e sem

espacgadores polyT:

e Aptamero de trombina : 5’-NH2-(CH2)6-GGT TGG TGT GGT TGG-3’

e Aptdmero de trombina com 15 espacadores polyT: 5 -NH2-(CH2)6-(T)15
GGT TGG TGT GGT TGG-3’

e Aptdmero de trombina com 30 espacadores polyT: 5’-NH2-(CH2)6-(T)30
GGT TGG TGT GGT TGG-3’

Em seu trabalho Edogun et al. (2017) apenas informa que o aptamero que
utilizam, (Gd-aptamero), € uma molécula de DNA de fita simples de 44 bases com
uma sequéncia especifica de bases, e que também foi selecionado/isolado através
do processo de evolucéo sistematica de ligantes pelo enriquecimento exponencial -
SELEX.
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Ja Rothlisberger et al. (2017) vai além e diz que a versatilidade do protocolo
de selecdo e as altas afinidades de ligacdo, que esta técnica de selecdo
proporciona, impulsionaram os aptameros na vanguarda de inumeras aplicacdes,
incluindo, por exemplo, biossensor, protedmica, purificacdo e biotecnologia,

terapias e diagndsticos.

Rothlisberger et al. (2017) também explica no decorrer do seu trabalho que
durante o SELEX, grandes bibliotecas de oligonucleétidos (tipicamente 10 *4- 10 %°
moléculas individuais) sdo desafiadas a ligar-se ao alvo pretendido e ciclos iterativos
de ciclos de amplificacéo de selecdo sao utilizados para enriquecer as populacdes
com espécies de ligacao elevada, trazendo assim a alta afinidade da molécula ao
seu ligante. E também concorda com Xu e Lu (2011) e Bernard et al. (2012), dizendo
que, desde a invencdo do protocolo SELEX no inicio dos anos 90, milhares de
aptameros foram selecionados para alvos variando de pequenas moléculas a
entidades maiores, como proteinas ou celulas, Rothlisberger et al. (2017) também
nos traz a informacéo de que bancos de dados foram criados para canalizar esse

crescimento exponencial de sequéncias aptaméricas e riqgueza de informacdes.

Estes bancos de dados s6 puderam ser criados e obtiveram sucesso gracas

a reprodutibilidade fidedigna da técnica de selecdo em questéo.

Por fim, nesta parte de selecdo dos aptameros, Zhang et al. (2018)
concordam com o0s autores acima, dizendo que os aptameros podem ser
selecionados para varios alvos moleculares que variam de pequenas moléculas,

proteinas a acidos nucléicos e até celulas ou tecidos.

Zhang et al. (2018) também citam subtipos da técnica SELEX, que foram
criados para fazer a selecdo de aptameros para células ou tecidos inteiros, e
subtipos alguns superam alguns problemas da técnica SELEX tipica, como ela ser
mais demorada, os processos inovadores de SELEX citados por Zhang et al (2018)
sédo: SELEX de célula, SELEX cruzado e SELEX de tecido. E para superar o
obstaculo que o processo SELEX tipico € demorado, muitos métodos avancados
foram inventados, como a eletroforese capilar SELEX, MonoLEX, SELEX
microfluidica, SELEX com alternancia.
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5.1.2 Conjugacdo dos aptameros ao gadolinio

Ao fazermos o estudo detalhado dos artigos incluidos neste trabalho,
percebemos que um dos maiores desafios para a fabricagdo de meios de contraste
inteligentes, a base de aptameros, é a conjugacao destas moléculas com o Gd, por
diversos motivos, como por exemplo a instabilidade que moléculas de DNA e RNA
possuem a serem manipuladas. Nesta sesséo sera abordado, resumidamente, as
conclusBes e os métodos que cada autor optou por ter, para se fazer a conjugacao
de seu aptamero com o Gd, obtendo entdo suas sondas.

No trabalho de Xu e Lu (2011) é possivel ver que os autores desenvolveram
um método que utiliza a quimica do NHS para acoplar aptameros ao acido
gadolinio-tetraazaciclododecanetetracético (estrutura DOTA-Gd). A cadeia de Gd
tem um grupo amina no final de 3’ para permitir que ela se conjugue com DOTA-
Gd.

Para confirmar o design mostrado em seu trabalho, Xu e Lu (2011)
emparelharam 30 uyM das cadeias de DNA em 50 mM de tampé&o Tris (pH 8,35)
contendo 300 mM NacCl, 5 mM MgCl 2 e 30 mM estreptavidina.

Bernard et al. (2012), nos traz a concluséo, para este ponto especifico de
conjugacéo, que estudos sobre 0 espacamento entre quelantes e aptameros podem
ser valiosos nos sistemas de aptamero-alvo. Utilizam o exemplo que, as
conformacdes que os aptameros alcancam na ligagdo ao alvo podem interferir
diretamente na eficacia do Gd (Ill) quelado como um agente de relaxamento T1, e
dizem que a adicdo de um espacador entre o aptamero e o quelante pode impedir
essa interferéncia em tal situacdo. Em alguns sistemas, a conjugacdo do quelato
pode alterar de forma prejudicial a interacdo aptamero-alvo. Nesses casos, a
inclusdo de um espacador pode ser necesséria para manter a ligacdo entre o
aptamero e o alvo e, portanto, a capacidade de direcionamento do agente de

contraste.

Portanto, a otimiza¢do de um determinado conjugado aptamero-gadolinio (l11)
para uso como um agente de contraste alvo pode envolver necessariamente
espacadores de teste de varias composi¢cdes e comprimentos para seus efeitos no

desempenho, segundo Bernard et al. (2012).
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Foi relatado por Zhang et al. (2016), que a incorporacéo de iso-nucleosideos
a aptameros aumenta a resisténcia dos aptameros a nuclease no sangue, devido a
maior estabilidade conformacional que bloqueia o reconhecimento da nuclease. A
afinidade dos aptameros para atingir a proteina a 37°C pode ser aumentada a
medida que a mudanca geral de conformacéo das formas de nucleosideo for melhor
complexa de aptamero-proteina.

No relato de Zhang et al. (2016), o GBI-10 (sonda que os autores produziram)
foi modificado com iso-nucleosideos para aumentar a afinidade para TN-C (alvo do
aptamero) a 37°C e o GBI-10 modificado resultante (GBI-10m) foi utilizado como
um ligante especifico funcionalizado na superficie de lipossomas carregados com
Gd, preparando Lipossomas modificados com GBI-10m (GmLs) para melhorar a
especificidade para células tumorais com sobreexpressdo de TNC, como mostrado

na Figura 2.

Figura 2: Ligacao de lipossomas, carregados com Gd, ao TNC

Gmnls @
GLs @
NLs @ v \
‘ ; LA
Gd-DTPA@® 0 C2 L 1%’ XU A A
100) (mpime) 1 s O
RM de GmLs, GLs, NLs and Gd-DTPA ﬁ DSPC O—— Aptimero Y TN-C
~~~M DSPE-PEG Sy Gd-DTPA-BSA @ Colesterol

Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2016

Em resumo neste estudo de Zhang et al (2016) os lipossomas carregados
com gadolinio foram preparados incorporando lipidio paramagnético em lipossomas
para adquirir uma alta relaxacdo a RM. O lipido paramagnético Gd-DTPA-BSA foi

sintetizado e introduzido na membrana de lipossomas.

Edogun et al. (2017) relatam que para adaptar o aptamero a um sensor
fluorescente, eles ligam um fluoroforo ao terminal 5' do filamento, que entéo foi
hibridizado com um cordao de extingcdo (QS) atraves de 13 bases complementares.
Os autores marcaram o QS com uma molécula de extingdo escura no terminal3'.
Relatam que na auséncia de Gd®'(alvo do aptamero), o sensor (sensor Gd),
composto por uma razdo molar de 1:2 de Gd-aptamero e QS, respectivamente, tera
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emissao minima de fluorescéncia devido a transferéncia de energia do fluoréforo
para o inibidor. A adicdo de Gd3*' aquoso ird deslocar o QS do Gd aptamero,

resultando em um aumento na emissao de fluorescéncia.

Rothlisberger et al. (2017) trouxeram em seu trabalho dois diferentes agentes
de contraste alvos-especifico, baseados para ponderaces T1 e T2. O agente de
contraste utilizado pelos autores para a ponderacgédo T1 foi o Gd3*, o complexo Gd-
DOTA foi ligado (por quimica padréo de formacao de ligagdo amida) a extremidade
modificada com 3 '-amino de um oligonucle6tido de DNA concebido para ser
parcialmente complementar ao aptamero. Entdo,aparte aptamérica foi ligada a
estreptavidina e libertou o oligonucleétido modificado com Gd-DOTA do complexo
de estreptavidina grande por ligacdo ao alvo, segundo os autores. J4 para a
ponderacdo T2foi usado nanoparticulas de 6xido de ferro (SPIONs), os SPIONs
foram revestidos com dextrano reticulado que, por sua vez, podia ser funcionalizado
com sequéncias de DNA modificadas com 3 'ou 5' -tiol, que foram concebidas de

modo a hibridizar com o aptamero selecionado, conforme foi relatado.

Os autores Zhang et al. (2018) acreditam que, com o rapido progresso da
nanotecnologia, os agentes de contraste nanoestruturados tornam-se ideais para
aplicacdes biomédicas. Primeiro por eles serem mais faceis de se sintetizar, de
varias maneiras com tamanhos controlados, e em segundo lugar, pelos avancos
nas técnicas de modificacdo de superficie dos nanomateriais que entdo podem
melhorar eficientemente a biocompatibilidade, a estabilidade e a meia-vida do

sangue in vitro e in vivo.

Os autores nao relatam no trabalho um tipo de conjugacéo entre aptameros
e meios de contraste para a RM, porém dizem que a segmentacdo passiva é o
recurso principal para as estes agentes de contrastes se acumularem ou serem
direcionados para a area de interesse. Relatam que a segmentacédo passiva foi
principalmente alterada pelo tamanho hidrodindmico dos agentes de contrastes. E
os tumores sélidos mostraram o efeito de permeabilidade e retencdo aprimorada
(EPR) para estes agentes de contraste com um tamanho étimo. Além disso, a carga
de superficie e a hidrofobicidade poderiam afetar a segmentacdo passiva. Dos
agentes de contraste. Com a superficie hidrofilica poderiam evitar o reconhecimento

pelo sistema reticuloendotelial (RES) e prolongar o tempo de circulagdo; portanto,
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haveria mais oportunidades para os agentes de contraste se acumularem no local

do tumor e menos toxicidade para o0 organismo.

5.1.3 Alvos dos aptameros e tropismo do conjugado no organismo

Quadro 2: Sintese dos alvos e tropismo dos aptameros com o Gd.

Autor Ano Titulo Alvos Tropismo

Xu e Lu 2011 A smart magnetic resonance | Adenosina N&o informado no
imaging contrast agent trabalho
responsive to adenosine based
on a DNA aptamer-conjugated
gadolinium complex.

Bernard etal. | 2012 Target binding improves relaxivity | Trombina Nao informado no
in aptamer—gadolinium trabalho, por estar
conjugates em fase experimental

Zhang et al. 2016 Preparation  and In  Vitro | TN-C na TN-C sobre-
Evaluation of a MRI Contrast | superficie das expresso em células
Agent Based linhas celulares tumorais,

de glioblastoma glioblastoma

Edogun etal. | 2017 An Aptamer-based Sensor for [ Gd3*nédo ligado N&o possui tropismo
Unchelated Gadolinium(lll) (téxico) pois € aplicado para

solucdes

Rothlisberger | 2017 Nucleic Acid Aptamers: Emerging | Trombina Ndo relatado no

et al. Applications in Medical Imaging, artigo.
Nanotechnology, Neurosciences,
and Drug Delivery

Zhang et al. 2018 Aptamer - TargetedMagnetic | Receptores de Ndo relatado no
Resonance Imaging Contrast | acido félico artigo.

Agents and Their Applications

presente em
diversas células
tumorais

Nesta secdo iremos ver e comentar sobre cada alvo escolhido pelos autores

gue conjugaram seus aptameros com Gd, ou que fizeram revisdes deste tipo de

conjugacdes.Para exemplificar o entendimento separamos no quadro a seguir cada

alvo e tropismo dos conjugados.

Xu e Lu (2011) defendem que a chave para um projeto bem sucedido de

agente de contraste inteligente, € que ele transforme a ligacdo do aptamero ao seu

alvo em uma mudanca na relaxagdo a RM do composto contendo Gd. A alteracéo
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da relaxacdo a RM do composto criado por estes autores afetard o efeito T1, que

por sua vez afetara o sinal de RM.

Os autores escolheram o aptamero de adenosina, por ser um aptamero bem
caracterizado, o que facilitaria o desenho do sistema. O sistema que 0s autores
empregam em seu estudo consiste de uma fita de aptamero de adenosina
biotinilada estendida (aptamero em vermelho e extenséo em preto conforme a figura
3) que € hibridizada a uma fita de DNA contendo DOTA-Gd (em azul).

Figura 3:Hibridizacdo do aptamero de adenosinacom DOTA-Gd.

Aptimero + Extensdo & Biotina-CACTGACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT
DOTA-Gd 3'-NH2-GTGACTGGACC

. oo )
-

@ = ©

0
. HO
Estreptavid
streptavidina HOY\N "_\N
DOTA-Gd = O [ ad j
N WP
¥ Adenosina ;\‘;J \_J{,‘
H
O

Fonte: adaptado de Xu e Lu, 2011.

No trabalho é mostrado que a cadeia Gd tem um grupo amina no final de 3’
para permitir que ela se conjugue com DOTA-Gd. Na auséncia de adenosina, estas
duas cadeias hibridizam e o tempo de correlacdo rotacional do composto de
gadolinio é aumentado devido ao seu elevado peso molecular (~ 70 kDa). Na
presenca de adenosina, no entanto, o aptamero desbridiza da cadeia Gd para se
ligar a adenosina. A liberacdo da cadeia Gd acoplada a DOTA-Gd a partir do
conjugado diminui o peso molecular do composto Gd a cerca de 4 kDa, como
resultado, T1 aumenta, alterando de forma detectavel o brilho do sinal de RM. O

aumento de T1 leva a uma resposta de RM.

Neste trabalho Xu e Lu mostram que seu agente de contraste é altamente

seletivo para adenosina e que também é compativel ao soro humano.
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Na presenca de soro humano existiu uma ligeira diminuicdo na mudanca
relativa de relaxacdo a RM e a afinidade de ligag&o, provavelmente devido a ligacédo
nao especifica a Gd-DOTA por outras proteinas no soro (Xu e Lu, 2011), o
gueresulta numa diminuicdo da concentracao efetiva do complexo disponivel para
interagir com a adenosina, porém apesar disso o conjugado foi testada medindo sua
resposta na presencga de 5 mM de citidina, guanina e uridina, e enquanto a adi¢ao
de adenosina aumentou T1 , a adicdo das mesmas concentracdo de citidina,

guanina ou uridina ndo, indicando a alta seletividade deste agente de contraste.

Logo, podemos perceber entdo que o agente de contraste selecionado pelos
autores teve sucesso para com o alvo, tendo uma alta seletividade e trazendo

sinaisvisiveis para as imagens por RM.

Ja Bernard et al. (2012) desenvolveram e conjugaram com Gd aptameros
para trombina, no estudo os autores nos trazem a informacao de que aptameros de
trombina foram relatados pela primeira vez em 1992 e que estes sdo compostos por
quinze nucleotideos, sendo todos eles guanina e timina (5-GGT TGG TGT GGT
TGG-3’), este aptdmero se dobra em uma estrutura G-quadruplex interagindo com

a-trombina, um alvo proteico prontamente disponivel.

Em seus resultados Bernard et al. (2012) mostram que, o seu conjugado, SC-
Gd (lll), tem um realce de relaxacdo a RM maior do que um sistema de Gd (llI)
baseado em oligonucleotideo complementar, que foi relatado ter um aumento de
16% no relaxamento de protons em um estudo comparavel. As alteracdes na
relaxacdo a RM na ligacdo do aptamero para com o alvo nesses sistemas

demonstram mudancas observaveis in vitro quando fotografadas em campo baixo.

Os autores defendem que a incorporacéo de aptameros para alvos ligados a
membrana (como proteinas ou lipidios), ou para alvos maiores que a trombina em
conjugados aptamero-gadolinio (lll) poderiam resultar em melhorias ainda maiores
na relaxacdo a RM, resultando em melhores imagens de RM, principalmente em
imagens ponderadas em T1, que, segundo os autores, é a ponderacdo mais

desejavel para diagndsticos médicos.

Atualmente, o direcionamento da a-trombina pode ser Gtil para uma imagem

precisa da RM dos processos de sangramento interno e de coagulacéo sanguinea,
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mostrando entdo a importancia e aplicabilidade que este aptamero teria em
diagnoéstico por RM. Por exemplo, hé interesse na RM de trombose coronaria e
embolia pulmonar, contornando o0s procedimentos convencionais, muito mais

invasivos, de angiografia e angioscopia.

Zhang et al. (2016), em seu estudo, trazem um aptamero com ligacao
especifica para o TN-C existente na superficie das linhas celulares de
glioblastomas. Também relataram que a afinidade de ligacdo de sua sonda
(nomeada de GBI-10), na temperatura fisiologica foi de aproximadamente dez vezes
menor do que a 4°C, se fazendo necessaria a melhoria da afinidade do GBI-10 para
TN-C a 37°C, a fim de torna-lo potencial na aplicacdo clinica, o que fizeram com

sucesso, como demonstraram no estudo.

Foi relatado também por Zhang et al. (2016), que os lipossomas carregados
com gadolinio aumentam o peso molecular relativo dos agentes de contraste,
encurtam o valor de T1, aumentam a relaxacdo a RM e avancam na melhoria da

eficacia de imagem por RM.

A sonda apresentada neste estudo de 2016 demonstrou reconhecer
especificamente o TN-C sobre-expresso de células tumorais a 37°C e

apresentavam perspectivas potenciais na aplicacao clinica.

Edogun et al. (2017) nos traz um estudo diferente dos demais autores,
enguanto na maioria dos trabalhos que estéo nesta revisao falam de conjugados de
aptameros com Gd para o diagnostico precoce e especifico de doencas. O trabalho
de Edogun et al. (2017) nos traz um aptamero para a deteccao do ion livre aquoso
de Gd3 nédo ligado em solucdes de agentes de contraste a base de gadolinio
(GBCA), gque entédo garante a seguranca desta solucao, ja que Gd3 nao ligado &

toxico.

Segundo Edogun et al. (2017) a crescente importancia da RM no diagnostico
clinico, resultou no rapido crescimento da pesquisa para o desenvolvimento de
novos GBCAs. Que sdo moléculas administradas para melhorar a qualidade da
imagem, e elas tipicamente tém a estrutura quimica de um ion de gadolinio

trivalente (Gd**) coordenado a um ligante polidentado.
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Como mostrado no trabalho Gd3* néo ligado é téxico e tem sido implicado no
desenvolvimento de fibrose sistémica nefrogénica em alguns pacientes com
doencas renais, com base nisso os autores desenvolveram um sensor fluorescente
baseado em aptameros para Gd3*aquoso, para identificar solu¢cdes de GBCAs que
contenham Gd®* ndo ligado, podendo evitar que estas sejam administradas nos
pacientes.

Segundo os resultados de Edogun et al. (2017) a presenca de Gd**"ndo
ligado serd traduzida em um aumento de fluorescéncia do sensor quando
comparado com a solugdo “em branco”. Quando Gd3* néo ligado esta presente, uma
alteracdo que é perceptivel mesmo em concentracdes de Gd-DOTA abaixo de 5
mM é observada, ao utilizar de um sensor Gd baseado em aptameros, que 0s
autores conseguiram observar um aumento na emissdo de fluorescéncia

proporcional a concentracdo presente da molécula téxica.

Porém é mostrado no trabalho que existem duas desvantagens neste ensaio,
gue ocasionalmente podem restringir 0 uso deste aptamero em condi¢cdes
experimentais. A primeira é que o sensor ndo é especifico para Gd**, ele exibe uma
resposta a outros ions lantanideos, como Eu®* e Tbh®*, no entanto, estes ndo sédo
ions comumente encontrados em agentes de contraste ou sistemas bioldgicos
segundo os autores e, portanto, sua interferéncia € minima em GBCAs. O segundo
ponto a ser observado é que em concentragdes mais altas (acima de ~ 10 uM) de
Gd?*, uma diminuicdo gradual na emissdo de fluorescéncia do sensor Gd é

observada.

Neste trabalho Edogun et al. (2017) nos mostra a avaliagdo em fase inicial
da pureza do agente de contraste a base de gadolinio, especificamente durante a
sintese e formulacdo para experiéncias in vitro. Os autores reforcam que o0 sensor
Gd baseado em aptameros facilitard o desenvolvimento de novos agentes de
contraste, fornecendo um meio de detectar rapidamente a presenca de
concentracdes sub-micromolares de Gd*ndo ligado em solugdo aquosa a pH
ambiente. Além disso, como o sensor exibe reatividade cruzada com outros ions
lantanideos trivalentes, sua aplicacdo pode ser estendida a essas areas de

pesquisa.
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Rothlisberger et al. (2017) em uma linha diferente de estudo mostram a
conjugacao de aptdmero antitrombina com dois sistemas diferentes para RM, além
de também mostrarem breves revisbes de outros aptameros utilizados na prética

clinica, tanto para diagndstico como para terapeutica.

Em seu trabalho Roéthlisberger et al. (2017) nos diz que, a facilidade de
modificagdo quimica em ambas as extremidades 3' e 5 combinada com a alta
afinidade e seletividade alvo aumenta drasticamente o potencial dos aptameros
para servir como agentes de imagem molecular, particularmente para RM, e que
uma importante rota de pesquisa no campo da RM consiste no desenvolvimento de
agentes de contraste inteligentes ou responsivos, que consistem em sistemas que
induzem uma mudanca no relaxamento magnético na presenca de um estimulo
bioquimico ou conjugados que vetoriam sondas de RM para seus alvos e locais

pretendidos.

Os autores estudaram e nos trazem no artigo dois sistemas de contraste para
RM, um baseado SPIONSs, que altera o tempo de T2, trazendo diminuicédo do realce
para estas sequéncias, e outro baseado no agente de contraste ponderado para T1,

Gd3*. Ambos os sistemas conjugados com o mesmo aptamero antitrombina.

Para o primeiro sistema mencionado os aptameros de antitrombina foram
imobilizados em SPIONs revestidos de dextrana reticulados e apos a ligacdo ao
alvo da trombina, as nanoparticulas reuniram-se em agregados maiores que
levaram a uma diminuicdo nos valores de T2 (e assim reducdo do brilho das
imagens de RM). Uma estratégia que é frequentemente preferida naimagem de RM

ponderada em T2 segundo os autores.

Ja para o sistema baseado em Gd, o aptamero de antitrombina foi acoplado
a um complexo Gd-DPTA (DPTA = acido dietilenotriamino pentacético), e quando o
bioconjugado aptamero-Gd-DPTA foi incubado com trombina, puderam-se observar
realces significativos de relaxacdo a RM devido a interacdo com o alvo, o que
aumenta o tamanho do agente de contraste e concomitantemente o tempo de

rotacao rotacional.
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O aptamero descrito mostrou forte ligacdo com o alvo desejado (K4 =82 e
460 nM para células endoteliais da aorta humana inflamadas fixas e livres,

respectivamente).

Zhang et al. (2018) estudou aptameros para receptores de acido folico, que
se encontram presentes em diversas células tumorais. O acido félico € uma vitamina
baseada em proteina de baixo peso molecular, que pode se ligar ao receptor de
folato com afinidade muito alta e mediar a endocitose mediada por receptor. O
receptor de folato € um antigeno tumoral confirmado, que possui superexpressao

em uma variedade de tumores.

Os autores nos trazem a informacao que, até o momento, os conjugados de
folato de outros agentes foram todos administrados com sucesso a células

cancerigenas com expressao de receptores de folato.

Para RM, os resultados indicaram que agentes de contraste modificadas por
folato poderiam melhorar significativamente a intensidade de imagem em tumores
com expressao de receptores de folato. Agentes de contraste modificados com
acido félico aumentaram o contraste entre a regido do tumor e os tecidos normais
em varios momentos, proporcionando janela de tempo longo para o exame de RM

segundo os resultados demonstrados por (ZHANG et al., 2018).

Devido a alta relacé@o superficie-volume dos nanomateriais, doses reduzida
de agentes de contraste para RM pode ser administrada, obtendo-se ainda com
grande exceléncia de resolugdo as imagens de RM, para o alvo estudado, e com
menos toxicidade, devido a administracdo de menores doses dos agentes de
contraste, mostrando novamente mais um beneficio da conjugagéo de aptameros
com agentes de contraste (ZHANG et al., 2018).

5.1.4 Resultados obtidos pelos autores e comparacao entre os artigos

Os estudos demonstram que a ligacdo de aptameros ao alvo leva a uma
relaxacdo a RM melhorada, com o conjugado Unico aptamero-gadolinio (III)
(BERNARD et al., 2012). De acordo com Xu e Lu (2011) um grande desafio é o
desenvolvimento de agentes de contraste inteligentes: agentes de contraste que

induzem respostas de RM detectaveis na presenca de alvos especificos.
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Xu e Lu (2011) dizem que a chave para um projeto bem sucedido de agente
de contraste inteligente € que ele transforme a ligagdo do aptamero ao seu alvo em
uma mudanca na relaxacdo a RM do composto contendo Gd. A alteracdo da
relaxacdo a RM desse composto afetara o T1, que por sua vez afetara o sinal de
RM. Como é possivel ver a grande maioria dos artigos relatados retratam alteracdes
no tempo de T1 da RM, como a ponderacgao ideal para a utilizacdo dos meios de

contraste alvo-especificos a base de aptameros, conjugados com gadolinio.

Bernard et al. (2012) relatam que podem ser exploradas no futuro uma
otimizacao dos sistemas de conjugados de aptamero-gadolinio (Ill) com a obtencéo
de aprimoramentos mais relaxantes de particular interesse. A investigacao de varios
ligantes com diferentes rigidezes entre o DNA e as por¢des quelatadas também
pode ser util em estudos futuros (XU; LU, 2011). E observado nos estudos que a
incorporacdo de aptameros para alvos ligados a membrana (como proteinas ou
lipidios) ou para alvos maiores, em conjugados aptamero-gadolinio (lll) poderia

resultar em melhorias ainda maiores na relaxagdo a RM.

Os estudos também nos mostram que a inclusdo de um espacador entre 0
aptamero e o quelante pode ser necessaria para manter a ligagdo entre o aptamero
e 0 seu alvo, porém sao necessarios mais estudos nesta vertente para a entéo
confirmacédo da total necessidade da inclusdo de um espacador, pois também foi
visto que ha aptameros que ndo necessitam deste sistema para obter o resultado
esperado de ligacdo com o alvo e realce na imagem.

Com o atual crescimento da RM no diagnostico, um numero crescente de
novos agentes de contraste alvo-especificos esta sendo continuamente projetados
e testados (EDOGUNET et al., 2017). Segundo Rothlisbergeret et al. (2017) ndo ha
duvida de que os aptameros amadurecerdo em agentes de imagem valiosos e
inteligentes. Progressos tecnologicos, certamente melhoraréo o sucesso comercial,

atualmente limitado, dos aptameros no futuro proximo (Roéthlisbergeret et al. (2017)

Ao analisarmos o0s estudos também vimos que infelizmente, uma
desvantagem dos aptameros in vivo € sua meia-vida curta no sangue devido a
degradacdo mediada por temperatura ou por nucleases. Para resolver este
problema, foi visto que, uma solucdo é a modificagdo quimica estrutural, incluindo

a substituicdo do backbone, das cadeias laterais, incorporacao de nucleotideos néo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edogun%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28117790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=R%26%23x000f6%3Bthlisberger%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29144411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=R%26%23x000f6%3Bthlisberger%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29144411
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naturais ou finalizacdo dos aptameros. Uma outra solugdo também percebida é a
de ligacao de aptameros com nanomateriais biocompativeis, como nanoparticulas,

micelas, dendrimeros e assim por diante (ZHANG et al., 2018).

Devido as diversas vantagens ja mencionadas, que 0s aptameros possuem,
eles sdo considerados pelos autores revisados nesta sessdo como enormes

potencias de agentes direcionadores em varias aplica¢des clinicas.

5.2 Aptameros conjugados com radiofarmacos

A partir dos 127 artigos obtidos mediante a base de dados Pubmed com as
palavras chaves nuclear medicine and aptamers e radiopharmaceuticals and
aptamers, e ap0s a empregar os critérios de exclusdo, 8 artigos foram utilizados

para esta revisao sistematica, os quais foram descritos na tabela abaixo.



46

Quadro 3: Sintese dos artigos selecionados sobre a conjugacao dos aptameros com o RF.

Sensitive Disease-Specific
Molecular Imaging

. " Técnicade . ~ Técnica de
Autores Ano Titulo do artigo selecdo Conjugacgao imagem
Gomes etal. | 2012 99mTc-MAG3-Aptamer for | Selex Aptamero Imagem in vitro,
Imaging Human Tumors conjugado avaliando a
Associated with High Level com %°mTc + intensidade da
of Matrix Metalloprotease-9 MAG3 marcacéo e
detectabilidade do
radiofarmaco
Varmira et al. | 2013 | Animproved radiolabelled Selex Aptamero Imunofluorescéncia
RNA aptamer molecule for conjugado
HER2 imaging com 99mTc +
HYNIC +
EDDA ou
tricina
Jacobson et | 2017 | PET Imaging of Tenascin-C | Nao Conjugacédo de | PET e SPECT
al. with a Radiolabeled Single- | Informada aptamero +
Stranded DNA Aptamer 99mTe
Almeida et 2017 | APTAMER DELIVERY OF | Selex Conjugacédo de | PET e SPECT
al. SiRNA, aptamero + RF
RADIOPHARMACEUTICS
AND chemotherapy agents
IN CANCER
Pascual et 2017 | MUC1 aptamer-capped N&o Conjugagéo do | SPECT
al. mesoporous silica Informado aptédmero S1-
nanoparticles for controlled apMUC1 +
2 drug delivery and radio- 9MT e
imaging applications
Sicco et al. 2017 | Derivatizations of Sgc8 - ¢ | Selex Conjugacédo de | Imagem molecular
aptamer to prepare metallic aptamero
radiopharmaceuticals as Sgc8-c +
imaging diagnostic agents: DOTA, NOTA
Syntheses, isolations and ou HYNIC
physicochemical
characterizations
Farzin et al. 2018 | Clinical aspects of Selex Conjugagéo de | PET e SPECT
radiolabeled aptamers in aptdmero + RF
diagnostic nuclear
medicine: A new class of
targeted
radiopharmaceuticals
Hassanzade | 2018 | Radiolabeling of Nucleic N&o Conjugacédo de | PET e SPECT
hetal. Acid Aptamers for Highly informado aptédmero + RF
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5.2.1 Sintese dos artigos

Todos os artigos possuem como foco principal a utilizacdo de aptameros e
sua aplicabilidade dentro da area de imaginologia, tanto tedrica quanto pratico. Com
o intuito de facilitar o entendimento ao leitor, neste tépico vamos fornecer uma breve

sintese do artigo de cada um dos autores descritos no quadro acima.

Todos possuem familiaridade dentro do conteudo abordado, sendo ele
sempre o de desenvolver, relatar, descrever todos 0s processos envolvidos a
aplicabilidade e versatilidade dos aptameros ou, até mesmo revisar a evolucéo dos

aptdmeros na area de imaginologia.

Autores como Pascual et al. (2017), Varmira et al. (2013) e Gomes et al.
(2012), optaram por desenvolver tipos de pesquisa similares que utilizam o mesmo

tipo de radiofarmaco, mas com diferentes tipos de desenvolvimento.

Pascual et al. (2017) trata sobre a mucina 1 (MUC1) que é uma proteina da
superficie celular superexpressa em cancer de mama, para o qual foi produzido um
aptamero (S1-apMUC1) altamente especifico, conjugado com %MTc,0 qual tem a
habilidade de se ligar com a MUCL1 na superficie celular.

O autor Varmira et al. (2013) demonstrou que a expressao do receptor 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER2) esta aumentada em varios tipos
de tumores humanos e utilizando de um aptamero de RNA modificado com
direcionamento especifico para HER2 conjugado %°™Tc, utilizando nicotinamida
hidrazina (HYNIC) como quelante na presenca de tricina ou acido etilenodiamino-
N,N’-diacético (EDDA) como co-ligando.

Ja4 Gomes et al. (2012) relata que a metaloprotease de matriz humana 9
(hMMP9) estéd envolvida em muitos processos fisioldégicos, como a remodelacao
tecidual e sua superexpressdo em tumores promove a liberacdo de células
cancerigenas, contribuindo para a metastase tumoral, e devido a esse fato € um
marcador relevante de tumores malignos. Para o desenvolvimento do projeto eles
selecionaram um aptamero de RNA conjugado com °°™Tc, que exibe uma forte
afinidade para hMMP-9.
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Sicco et al. (2017) aborda as modificacbes pOos-SELEX de um aptamero
Sgc8-c 0 qual se liga a proteina tirosina quinase 7, para obter uma sonda de
direcionamento molecular especifica para diagnostico e terapia in vivo, esse
marcador também est4 expresso entre outros em cancer no de mama como 0
receptor 2 descrito por Varmira et al. (2013). O objetivo desse artigo € descrever 0s
esforgos sintéticos para preparar conjugados entre Sgc8-c e diferentes quelantes
de ions metéalicos como:derivado de 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10 4cido
tetracético (DOTA),2-benzil-1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético acido (NOTA) e

HYNICos quais foram covalentemente ligados na posicéo 5'-aptamero produzindo.

Jackobison et al. (2017) também estuda uma glicoproteina expressa em
tumores, a tenascina-C presente na matriz extracelular que é expressa pelos
tecidos lesionados e por varios cancros, o qual prediz crescimento tumoral,
metastase e angiogénese, sugerindo a tenascina-C como um potencial alvo

terapéutico.

Autores como Farzin et al. (2018), Hassanzadeh et al. (2018) e Almeida et al.
(2017) tratam sobre revisbes, sendo que o foco do dois primeiros autores é
apresentar os avancos, desafios e estratégias para vincular os radiofarmacos para
diagnéstico baseado em aptdmeros modificados quimicamente para realizar
imagens de PET e SPECT direcionadas ao aptamero. Enquanto Almeida et al.
(2017) exploramos o potencial dos aptameros como agentes de entrega e agentes
de imagens de RM e PET.

5.2.2 Producéao e Selecdo dos aptameros

Dentre os artigos levantados, é possivel observar que a técnica SELEX,
desenvolvida em 1990, é a mais prevalente e utilizado para a selecéo e preparacéo
dos aptameros, a qual os autores como Gomes et al. (2012), Varmira et al. (2013),
Almeida et al. (2017), Sicco et al. (2017) e Farzin et al. (2018) informam ter optado
por obter aptdmeros especificos de grandes bibliotecas para desenvolver seus

projetos.

Autores como Varmira et al. (2013), optou por relatar as alteracdes realizadas
nos aptameros obtidos com o objetivo de melhorar a funcionalidade e especificidade

desse complexo, o qual, neste caso, correspondia a sequéncia 5'-
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AGCCGCGAGGGGAGGGAUAGGGUAGGGCGCGGLCU-3  com  um  peso
molecular de 11 KD., com o intuito de aumentar a estabilidade do aptamero contra
a degradacdo enzimatica, os atomos de 2-OH da porcéo ribose da pirimidina foram
substituidos por 2-F pela resisténcia a nuclease e ligou-se um ligante alquila de 6-

carbono a extremidade 5 enquanto que uma timidina invertida foi ligada a
extremidade 3’ do RNA.

De forma similar, Gomes et al. (2012) relatou também as modificacbes
realizadas para melhorar a estabilidade do seu aptamero de RNA contendo 36
nucledtidos de comprimento, 2'-fluoro, pirimidina ribonucleésidos, totalmente
resistente a nucleases apds a substituicdo de todos os residuos de ribonucledsido
de purina por andlogos de 2'-O-metilo e foi conjugado com S-

acetilmercaptoacetiltriglicina para fins de imagem.

Jacobson et al. (2017), também relata suas alteragcbes na estrutura de
aptameros com base em célculos de energia minima nas dobragens do aptamero,
resultando em uma cadeia de 6 carbonos e apenas 1 grupo amina primario na

posicdo 5'para fins de conjugacao

De todos os autores o Unico que relatou modificagbes pds SELEX foi Sicco
et al. (2017).

De acordo com Hassanzadeh et al. (2018) e Farzin et al. (2018), esse tipo
de abordagem relatadas pelos autores acima possui muitas vantagens, pois 0S
aptameros possuem susceptibilidade & degradagcédo enddgena da nuclease in vivo,
e as estratégias mais comuns adotadas para superar essa limitacdo sdo aumentar
a estabilidade da nuclease pela incorporacdo de acidos nucléicos nao naturais,
como acidos nucléicos bloqueados, para isso a metodologia mais popular utilizada
€ a incorporacao de grupos funcionais nas extremidades 5'ou 3' de aptameros, tais

como tidis ou aminas, via reacao de fosforamidita durante a sintese de aptameros.

Farzin et al. (2018), relata também que outro tipo de modificacédo na estrutura
gue pode ser adotada para melhorar a estabilidade é substituir as ligacfes fosfato
de base (PO) com ligacbes fosforotioato (PS) contendo enxofre e, mais
recentemente, ligacdes fosforodiotioato. A substituicio de ambos os atomos de

oxigénio nado ligantes por enxofre pode dar origem a uma ligacao fosforoditioato,
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assim essas substituicbes do PS2 melhoraram dramaticamente a afinidade de
ligacdo ao alvo em ~ 1000 vezes. O autor refere também, que a substituicdo da
ligacdo fosfodiéster oligonucleotidica com as ligacdes triazdis mostrou ser uma
grande promessa. Estes analogos de triazolpodem ser obtidos através da sintese
automatizada de fosforamidite com blocos de dinucledsidos modificados ou a

reacdo entre nucledsidos contendo azida e alcino.

Outro aspecto importante mencionado por Farzin et al. (2018) para melhorar
a afinidade de ligacdo, € por meio de modificacdes nas bases. Por exemplo, a
modificdo de 5-BzdU (5- (N-benzilcarboxiamida) -2-desoxiuridina) do aptamero
AS1411 aumenta seletivamente a sua afinidade de direcionamento para células
cancerigenas, enquanto que as ceélulas saudaveis ndo sofrem influéncia

significativa.

5.2.3 Conjugacao dos aptameros

Varmira et al. (2013), Gomes et al. (2012) e Pascual et al. (2017) realizaram
seus estudos com o conjugacdo do aptamero com %°™Tc, pois de acordo com os
autores essas sondas de aptameros marcadas com esse radionuclideo especifico
mostra rapida taxa de acumulacdo no tumor, boa capacidade de direcionamento e

rapida liberacdo do sangue.

Para o seu protocolo de conjugacao, Varmira et al. (2013) relata o processo
envolvido, o qual foi realizado primeiramente a conjugacado do aptamero mais
HYNIC como quelante. Posteriormente a isso foi realizado a conjugagéo com o co-
ligante com o intuito de completar o complexo molecular com a finalidade de
estabilizar essa molécula e a tornar funcional na presenca de tricina ou EDDA, os

aptameros HYNIC-RNA foram marcados com ®°™Tc,

Segundo Hassanzadeh et al. (2018) o HYNIC é um dos mais Uteis agentes
quelantes utilizados na marcacdo de biomoléculas pelo %MTc. O éster ativo de
HYNIC é utilizado para conjugar com a biomolécula, por exemplo, nos grupos amino
de residuos de lisina em proteinas ou oligonucleétidos. A HYNIC é capaz de ocupar
apenas dois locais da esfera de coordenacao do tecnécio. Fazin et al. (2018) relata

que esse quelante é eficiente para a marcacdo de biomoléculas pela *°*"Tc na
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imagem molecular, embora a ligacdo de **™Tc a HYNIC seja muito estavel em

relacdo a dissociacao, ela é suscetivel a oxidacéo do ar.

Gomes et al. (2012), descreve um aptamero radiomarcado com %MTc mais
MAG3, o qual segundo Farzin et al. (2018) e Hassanzadeh et al. (2018) € um dos
mais atraentes quelantes de °°™Tc para marcacdo de biomoléculas que forma
radioligandos estaveis in vivo e in vitro, sem qualquer exigéncia de coligante. Esse

quelante forma um Unico quelato estavel com oxotecetato de *°™Tc.

Hassanzadeh et al. (2018) descreve esse tipo de técnica para a
radiomarcacdo com %°™Tc, onde relata que atualmente, a maioria dos
procedimentos de medicina nuclear diagndéstica tem o %™Tc envolvido, isso ocorre
devido a suas caracteristicas fisicas desejaveis de meia-vida: 6,02 h, energia:
140,51 keV e emissédo gama pura. Além disso, o **MTcesta prontamente disponivel
em um estado estéril, isento de pirogénio e isento de portadores, a partir de
geradores de *™MTc. Por outro lado, a radiomarcacgéo de aptameros na maioria das
situacdes é um processo desafiador que requer sintese quimica adicional para
conjugar aptameros a agentes quelantes, como MAG 3 o0 qual foi usado pelo autor
Gomes et al. (2012), a HYNIC descritos por Varmira et al. (2013), e DOTA relatado
por Sicco et al. (2017), todos esses quelantes possuem a capacidade de

radioisotopos para ser anexado aos aptameros.

Existem dois métodos diferentes relatados pelo autor Hassanzadeh et al.
(2018) de marcacdo de *°"Tc para aptameros, sendo eles o método direto e o

método indireto.

O método direto é descrito como uma radiomarcacdo com °°™Tc sem
qualquer agente quelante que se liga a biomolécula, o qual é mais favoravel por
causa da facil e rapida preparagdo, menor custo e manipulacdo e reducdo da

provavel degradacéo.

J& o método indireto tem sua marcagdo de oligbmeros utilizando de agente
guelantes, a técnica € realizada utilizando uma estratégia semelhante a empregue
para outros biolégicos, tais como anticorpos e péptidos. Como o *°*™Tc é um isétopo
de um metal, a molécula quelante precisa ser conectada por meio de um ligante

para evitar impedimentos estéricos. As espécies de %°"Tc em um estado de



oxidacdo mais baixo reagem quimicamente com um tipo diferente de agentes
quelantes. O agente quelante geralmente doa pares isolados de elétrons para
reduzir °°®™Tc para gerar ligacdes covalentes coordenadas. A aplicacdo de quelantes
bifuncionais tais como alguns agentes quelantes como MAGs , DTPA e DOTA para

oligonucleotideos de radiomarcacao com alguns radionuclideos.

Ja Sicco et al. (2017) empregou um outro tipo de abordagem similar a
Varmira et al. (2013) pois ambos usam o HYNIC como quelante e comparam com
outros tipos de quelantes para comparar suas propriedades e eficiéncia, no entanto
Sicco et al. (2017) utiliza e compara mais dois quelantes distintos fora 0 HYNC,
DOTA e NOTA, os quais foram covalentemente ligados na posicdo 5'-aptamero

produzindo.

De acordo com Hassanzadeh et al. (2018) a conjugacdo com DOTA, o qual
éum agente quelante macrociclico bifuncional, liga-se a metais trivalentes tais como
indio (In3), itrio (Y3*), e outros metais da série dos lantanideos rapidamente sob
condicBes moderadas permitem eficiéncia alta de radiomarcacéo a serem obtidas a

temperatura ambiente em comparacao com ligantes aciclicos.

Jackobison et al. (2017) optou por uma abordagem diferente dos demais
autores abordados nesta revisao, ele utiliza e relata o aptamero de tenascina-C o

qual foi radiomarcado com 8F e %4Cu.

Ele descreve a radiomarcacdo com '8Fde um aptamero de DNA de fita
simples contendo 70 nucleotideos (aptamero de Tenascina-C) usando ¥F-SFB. Ja
para a radiomarcacdo com 84Cu, foi relatada comdecaimento deB-menos e emisséo
de pésitrons, além de poder ser produzido com atividade altamente especifica
usando um ciclotron médico. A meia-vida deste radionuclideo de 12.7h permite a
producdo centralizada e a purificacdo para pesquisas e estudos clinicos de

moléculas alvo, como peptideos e aptameros.

Sicco et al., (2017), também se diferencia dos demais autores por relatar e
basear seus estudos na comparacao entre agentes quelantes, para isso ele utilizou
um aptamero Sgc8-c modificado com 5'-Aminohexil (3 kDa, 5'- /AM/ ATC TAG
GATA-3', Sgc8-c-NH2) e relatou a otimizacdo das preparacdes com derivados

Sgc8-c, capazes de coordenar os radionuclideos metalicos, em razao a isso
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selecionou agentes quelantes derivados estruturais do DOTA e NOTA que sao
capazes de coordenar, por exemplo, com ions metalicos como Ga®*, Zr#*, Cu?*, In%*,
Lu®*, Y3* ou Bi®*. Fora esses quelantes eles também utiliza com a fracdo de HYNIC,

que é capaz de coordenar, por exemplo, com ions metalicos como Tc®*, ou Re®*.

5.2.4 Alvos dos aptameros e tropismo do conjugado no organismo

Todos os autores que irdo ser mencionados posteriormente possuem o
mesmo foco de pesquisa, 0 qual estd sempre voltado para a area de oncologia, e
na utilizacdo de aptameros e em como podem ser aplicados e seus comportamentos

em ambientes tumorais distintos.

Iniciando em ordem cronolégica, Gomes et al., 2012), tem como alvo a
metaloprotease de matriz humana 9 (hMMP9), a qual esta envolvida em muitos
processos fisioldgicos, como a remodelacdo tecidual e, portanto tem sua
superexpressdao em tumores, e além disso promove a liberacdo de células

cancerigenas, contribuindo para a metastase tumoral.

Ele é um marcador relevante de tumores malignos, por isso foi selecionada
como principal alvo da pesquisa, para o qual foi produzido uma RNA aptamero com

forte afinidade para hMMP-9 (Kd = 20 nM) e que discrimina outras MMPs humanas.

Varmira et al. (2013) trata sobre o receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2 /ErbB2), que € um membro das tirosinas quinases
receptores de superficie celular que sédo altamente expressas em Varios canceres

humanos, como os canceres de ovario e de mama.

Atualmente, ja € bem estabelecido a superexpresséo de HER2 no cancer de
mama e que isso esta associado a um mal progndsticos, o qual relacionado com
resisténcia a quimioterapia e fenétipos de tumor agressivos, em razdo disso as
diretrizes da Sociedade Americana de Oncologia Clinica recomendam a avaliagdo
da expressdo de HER2 para todos os canceres de mama primarios, seja no
momento do diagnodstico ou no momento da recorréncia, e esse marcador tumoral

€ usado como um alvo especifico do tumor para terapia de cancer e imagem in vivo
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Em decorréncia disso, os autores optaram por produzir um aptamero com
alta afinidade e especificidade para esse receptor, com o intuito de melhorar a

terapia e diagndstico em paciente com esse tipo de expressao.

Mais recentemente, Jacobson et al. (2017) estudou e avaliou a tenascina-C,
uma glicoproteina da matriz extracelular, que esta minimamente expressa em tecido
adulto saudavel, expressa transitoriamente durante a lesédo e remodelacao tecidual.
A presenca dessa proteina sugere, que ela possui um papel fundamental no inicio
e progressao do tumor, uma vez que a expressao de tenascina-C contribui para o
microambiente tumoral com fatores de crescimento e aumento da sobrevivéncia
celular, migracéo, proliferacéo e transdiferenciacao de células tumorais. Além disso,
sua expressédo também afeta o tecido tumoral, aumentando o crescimento do tumor,

a metastase, a angiogénese e a inibicdo da vigilancia imunoldgica.

O conhecimento da concentracdo de tenascina-C pode ser util para o
diagnéstico de cancer e previsdo de respostas tumorais a terapias, os quais podem

incluir terapias experimentais direcionadas a tenascina-C.

Pascual et al. (2017) tratam sobre a MUC1 que € uma glicoproteina da
mucina expressa na matriz extracelular pela maioria das células epiteliais

glandulares e ductais, e por varias linhagens celulares hematopoiéticas.

A MUCL1 é também altamente expressa pela maioria dos adenocarcinomas
humanos, uma vez que € libertado na corrente sanguinea de pacientes com tal

patologia, e a sua presenca tem sido associada a um mau prognaostico clinico.

A MUCL1 esta presente no meio extracelular, sua estrutura alongada e
padrbes caracteristicos de subglicosilagdo permitem que o nucleo proteico seja
exposto em células cancerigenas, o que o torna um alvo adequado para abordagens
de radioterapia imunoterapéutica direcionada. De acordo com isto, 0s aptameros
MUC1 (que ligam os ligandos ao marcador tumoral da glicoproteina MUC1) foram
funcionalizados com quelantes comercialmente disponiveis, marcados
radioativamente com *™Tc e utilizados em estudos de biodistribuicdo e imagiologia

em ratinhos portadores de tumor MCF-7 xenoenxertados.
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5.2.5 Resultados obtidos pelos autores e comparagao entre os artigos

Os resultados expressos por Gomes et al. (2012), demonstra que as MMPs
sao marcadores relevantes de malignidade tumoral, afirmacéo a qual foi relatada
por eles por meio dos seus estudos sobre o aptamero F3, o qualfoi encurtado e
modificado para gerar MAGs-F3Bomf, uma sonda de imagem baseada em

aptameros.

Com o MAGs-F3Bomf foi possivel detectar especificamente a proteina
hMMP-9, em diferentes fatias de tumores humanos de diferentes tipos com °°™Tc-
MAG 3-F3Bomf, para comparacdo da sua especificidade e eficiéncia, foi realizado
um procedimento de comparacao do aptamero com anticorpos, onde foi levado em
consideracdo a expressao de MMP-9 presente em varios tumores humanos do
sistema nervoso central e por meio de um ensaio de imuno-histoquimica utilizando
0 anticorpo especifico e o aptamero %°"Tc-MAGs-F3Bomf anti-hMMP-9, foi
observado que a reatividade citoplasmatica forte em numerosas células tumorais
nas fatias tumorais, desse modo foi possivel observar a imunopositividade presente
na matriz extracelular e nas células endoteliais dos vasos sanguineos do ambiente
tumoral. Esses resultados demonstraram que o0 aptamero apresenta um maior grau
de especificidade do que o anticorpo, como pode ser observado na figura 3,
caracterizando como um sucesso 0s aptameros e com alta afinidade pela proteina
hMMP-9.
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Figura 4: Marcacao de fatias tumorais de cérebros humanos

Aptamer Control

Grade | Pilocytic astrocytoma

Grade | Meningioma

Grade Il Astrocytoma

Grade 111 Anaplastic astrocytoma

Grade IV Glioblastoma

Grade IV medulloblastoma

¢

Grade IV lymphoma

Normal brain

Fonte: Adaptado de Gomes et al., 2012.

Nota: As secc¢Bes forma divididas em 3 sendo as fracdes incubadas com 9°™Tc-MAGs-F3Bomf

aptamero localizadas no centro e a sequéncia controlo **"Tc-MAG3 a direita e comparadas com
imunorreactividade de hMMP-9 & esquerda.7
Como possivel ser observado na imagem, em todos 0s casos, a

imunomarcacdo para o hMMP-9 também foi claramente observada tanto no

ambiente extracelular quanto nas células endoteliais. Além disso, € possivel



observar que, 0 ®®™Tc-MAGs-F3Bomf induziu um sinal forte nos tecidos (painel
central), enquanto um sinal muito mais fraco foi registrado com a sequéncia de

controle (painel direito). Nenhum sinal foi detectado com tecido cerebral saudavel.

Os autores nao conseguiram quantificar o sinal obtido pela imunomarcacéao.
No entanto, de acordo com a analise visual deles, foi informado que a expressao
imuno-histoquimica de MMP-9 aumentou de um modo dependente ao do grau do
tumor e da malignidade, o qual teorizam que o sinal imuno-histoquimico, ou seja, a
intensidade de ligacdo se correlacionam aproximadamente com a quantidade de
MMP-9. Portanto, qualquer que seja o tipo de tumor, foi observada uma boa
concordancia entre a fixacdo do anticorpo e a ligacdo do aptamero F3Bomf

radiomarcada.

Foi a primeira aplicacdo do aptamero para a deteccdo do hMMP-9 e que,
ainda, expressou alta especificidade a qual € capaz de melhorar a relagédo sinal-
ruido em comparacado com os inibidores de MMP de amplo espectro, o que leva a
uma alta absorcdo em tecidos com expressado de MMP nao patogénica. Os autores
ainda enfatizam a necessidade de melhorias futuras para aumentar a sua retencao

in vivo.

Varmira et al., (2013) optou por dar continuidade a um estudo ja realizado
pelo autor, utilizando o mesmo aptamero HYNIC-RNA dirigido a HER2
eficientemente radiomarcado com 99mTc, esse estudo foi realizado com o intuito
de melhorar a estabilidade do aptamero ja existente e produzido pelos envolvidos,
no entanto nesse artigo o aptamero foi submetido a dois diferentes de co-ligantes
para relatar que a variacao dos co-ligandos para a marcacao do aptamero HYNIC-
RNA com %MTc resulta em diferencas significativas na biodistribuicdo do aptamero
marcado em tecidos de camundongos normais e portadores de tumor,

principalmente em relagéo ao acumulo de figado e baco.

Ambos os tipos de complexos co-ligandos eram estaveis no soro humano as
4h, com uma estabilidade de mais de 90%. Porém, o co-ligando de EDDA
proporciona melhor estabilidade in vivo do complexo marcado, resultando em menor
absorcdo de radioatividade do estbmago e da tirebide. Em comparacdo com a
tricina, portanto, o co-ligante EDDA produz o padrdo mais promissor de

biodistribuicdo do complexo aptamero de *°*"Tc-HYNIC-RNA, combinando um maior
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grau de captacdo tumoral especifica com depuracdo sanguinea mais rapida e
menor captacdo no figado e musculo, como pode ser observado na figura 4,
também foi demonstrado baixos niveis de captacéo de radioatividade no estbmago
e glandulas salivares sugeriram que a liberacdo de %MTc -pertecnetato in vivo foi

baixa para ambos os aptameros radiomarcados.

Estes dados mostraram uma maior estabilidade in vivo com EDDA do que
com tricina nos complexos aptameros de *"Tc-HYNIC-RNA.

Tabela 1 : Dados de biodistribuicdo animal

Table 1. Biodistribution of "™ Te-HYMNIC-RNA aptamer with tricine ar co-ligands EDDA as in normal female WMRI at 1. 4 and 24 h after injection.

Tricine (% I1D¢g) EDDA (%1DVg)

Organ 1h 4h 24h 1h 4h 24h

Blood 455£19 094 £0.29 023 00 048 £0.13 021 £003 008 =001
Heart L71 £ 083 605 007 005 029 £ 006 017 £0.08 012 005

Lung JlEx12 046 £007 0.33£011 016 = 0.08
Salivary glands & Thyroad 167 = 0.06 039 £005 0.32£0.13 014 £0.03
Liver 15.65£5.53 392002 189+ 1.35 L =048
Spleen 6.55+254 084 £0.34 047£0.3 016 =012
Kidney 16.75£5.63 5.67+3.04 J1EL£082 14702

Stomach 213081 037£0.13 0.8 £ 0605 012 =004
Muscle 095 £ 009 021 £005 018 +0.13 008 +£0.03
Bone ERL = WL 057 £ 0000 037024 0.26 £ 0.09
Intestine 1157 £397 496 348 2916+ 10.27 054 0,19

Fonte: Varmira et al. 2013.

Nota: A tabela acima sintetiza os dados de biodistribuicdo animal obtidos de 4 camundongos a 1, 4

e 24 h apés a injecdo com um dos dois tipos de aptameros de *™Tc-HYNIC-RNA mais co-ligandos.

O aptamero de ®"Tc-HYNIC-RNA era altamente estavel em solugdo salina
e soro normais. A depuracdo sangiinea rapida foi observada apds a injecdo do
aptamero °™Tc-HYNIC-RNA e a principal via de excrecdo foi pelo sistema
hepatobilar. Enquanto o aptamero conjugado radiologicamente ligou-se
especificamente ao receptor HER2 em células in vitro, ndo mostrou qualquer

relacdo tumor-sangue ou tumor-tumoral significativa em camundongos.

Em comparacao com a tricina, portanto, o co-ligante EDDA produz o padrao
mais promissor de biodistribuicdo do complexo aptamero de *°MTc-HYNIC-RNA,
combinando um maior grau de captacdo tumoral especifica com depuragcao

sanguinea mais rapida e menor captacéo no figado e musculo.

Esses resultados mostraram que o aptamero de °™Tc-HYNIC-RNA com
EDDA como co-ligante tem melhor capacidade de direcionamento de tumor para o
receptor HER2, tornando-se uma ferramenta de imagem promissora para pacientes

com canceres expressando HER?2.
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Jacobson et al. (2017) optaram por abordar sobre a tenascina-C, uma
glicoproteina da matriz extracelular que é minimamente expressa em tecido adulto
saudavel, e esta altamente expressa na neovasculatura e no estroma tumoral, e sua
presenca foi sugerida como tendo um papel fundamental no inicio e progressao do

tumor.

Para esse estudo um aptamero de tenascina-C foi radiomarcado com
64Cue’®F, e foram utilizados estudos de imagem PET para a avaliacédo da captacéo
do tumor e farmacocinética do aptamero de tenascina-C, para que posteriormente

fossem realizados em comparacdo com um aptamero misturado inespecifico.

Para a avaliacédo in vitro da expressao de tenascina-C por diferentes tipos de
tumor foi realizada uma coloracao de imunofluorescéncia de se¢des de tumores. As
seccOes foram feitas a partir de xenoenxertos de camundongos, gerados por injecao
subcutanea de células de glioma U87MG e células de cancro do pulmédo H460, e
injeccdo ortotdpica de células de cancro da mama MDA-MB-435 na glandula
mamaria. A coloracdo com anticorpo anti-tenascina-C mostrou claramente que os
tumores U87MG e MDA-MB-435 eram positivos e corados de forma semelhante
para a expressao de tenascina-C, enquanto que o tumor H460 era negativo.

Os estudos iniciais de PET foram realizados com o aptamero de F-FB-
tenascina-C usando camundongos com tumores U87MG (tenascina-C positiva) e
H460 (tenascina-C-negativa). O F-FB-tenascina-C aptamero no PET foi
visualizado claramente os tumores tenascina-C-positivos, mas ndo 0s tumores

tenascina-C-negativos.



Figura 5: Imagens de PET coronal de camundongos.

A
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2h 0 %ID/g 0.5h 1h 2h 0% ID/g

Fonte: Adaptado de Jacobson et al. 2017

Nota: (A) Imagens de PET coronais representativas de ratinhos portadores de xenoenxerto U87MG
subcutaneo injetado com 8F-FT-tenascina-C aptamero em pontos de tempo indicados. A seta
branca indica tumor. (B) Imagens de PET coronal representativas de camundongos portadores de
xenoenxerto H460 subcutaneo injetado com 8F-FB-tenascina-C aptamero em 30min e 1 e 2 h apés

a injecdo. A seta branca indica o local do tumor.

Esse estudo de imagem PET in vivo mostraram que o aptamero de tenascina-
C marcado pode visualizar claramente tumores tenascina-C positiva, mas nao-
negativos. Parece que o aptamero de tenascina-C ndo se acumula no tumor apés
a ligacdo inicial, provavelmente devido a sua depuracdo rapida, portanto, a
marcacdo com isétopos de meia vida curta, como 8F, é suficiente para a aplicagdo
de imagem PET. A depuracéo rapida do aptamero de tenascina-C do DNA pode ser
uma das razdes pelas quais a absorcdo absoluta do aptdmero no tumor é
relativamente baixa, mas em contra partida, a depuracéo rapida também torna o
aptamero menos provavel de sofrer degradacao in vivo pela DNase. Outra possivel
razdo para a captagao relativamente baixa do tumor é que o alvo é extracelular e a

sonda néo é internalizada ou aprisionada dentro das células.

60



Quadro 4: Biodistribuicdo do ®F-FB-Tenascina-C Aptamer a 0,5, 1 e 2 horas apés
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a injecao.

ORGAO 0.5h 1h 2h
Vesicula Biliar 1.53+0.46 2.08 +0.85 1.17+0.24
Figado 4.54 + 0.87 0.62 + 0.06 0.21 +0.04
Rim 48.98 + 33.29 3.84 +0.48 1.12 £+ 0.47
Tumor 0.97 £0.19 0.52 +0.08 0.42 +0.16
Musculo 0.31+0.04 0.19+0.01 0.08 £ 0.04
Sangue 1.20+£0.24 0.3+£0.05 0.07+0.01

Fonte: Adaptado de Jacobson et al. 2017.

A comparacéo da captacédo do tumor entre o aptamero de 8F-FB-tenascina-
C e o aptamero de '8F-FB-Sc mostrou diferencas significativas em todos os
momentos analisados, com o aptamero de ¥F-FB-Sc tendo uma captagéo tumoral
muito maior do que Aptamero de 8F-FB-Sc. Para verificar a captacdo em Varios
orgéos e a especificidade do aptamero, foram realizados estudos de biodistribuicdo
e bloqueio. Os resultados da biodistribuicéo correlacionaram-se com as imagens de
PET e mostraram captacao no figado, rins e tumor. Nenhuma absorcao significativa
foi encontrada nos ossos longos, sugerindo que nao ocorreu desfluoracéo. Estas
experiéncias também mostraram uma depuracdo mais rapida da atividade dos

orgaos metabdlicos.



Figura 6: Imagens de PET, coronal de camundongos.

1.5 %ID/g

0 %ID/g

U87MG MDA-MB-435 H460

Fonte: Adaptado de Jacobson et al. (2017)

Nota: Imagens de PET coronal de camundongos representativas de %Cu Ap-NOTA-tenascina-C

aptamero e $Cu-NOTA-Sc aptamero em diferentes modelos tumorais (tenascina-C positiva [U87TMG
e MDA-MB-435] e tenascina-C-negativa [H460]) as 6 h apés a injecdo. As setas brancas representam

localizacéo do tumor.

Outra vantagem do aptamero de tenascina-C é a sua baixa acumulacdo em
orgdos nao especificos (figado e rins) tmais cedo quanto 1 hora apos a injeccao.
Entre os orgdo citados, o figado é o de maior importancia, uma vez que é alvo de
muitos tipos de metastases e tem acumulacédo nao especifica relativamente alta de
diferentes marcadores de PET.O aptamero de tenascina-C quase nao tem acumulo
no figado, o que o torna Gtil para a visualizacdo de metastases hepéaticas. O acumulo
relativamente alto do tragador nos rins nos momentos iniciais pode estar relacionado

aos grupos fosfodiéster carregados negativamente do oligonucleotideo.

Esse aptdmero parece ser uma plataforma promissora para o
desenvolvimento de agentes de imagem PET. O aptamero de tenascina-C, marcado
com 18F ou ®Cu, demonstrou propriedades apropriadas de contraste tumoral que
sugerem utilidade para avaliacdo clinica da expresséo da tenascina-C. No entanto,
a marcacdo 8F requer um melhor rendimento para traducdo clinica. O
conhecimento da expressao da tenascina-C pode ajudar os médicos a selecionar e

monitorar terapias apropriadas, incluindo futuras terapias anti-tenascina-C.

No mesmo ano, Pascual et al. (2017) relatou seus estudos sobre a mucina
1 (MUC1), uma proteina da superficie celular superexpressa no cancer de mama,
onde foi conjugado a nanoparticula de silica mesoporosa conjugada com o

aptamero MUC1 como tracador radiomarcado para PET e SPECT. Eles relataram
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que o %M T¢ (S1-ap-MUC1-Tc) mostrou direcionamento significativo no modelo de

camundongos portadores de tumor.

Essas nanoparticulas S1-apMUC1 foram marcadas com °°™ Tc e sua
capacidade de direcionamento foi estudada em camundongos Balb/c contendo
MDA-MB-231. Imagens in vivo utilizando SPECT das regifes tumoral positiva para
MUCL1 apresentou sinais fortes devido o acumulo de nanoparticulas S1-apMUC1-
Tc aos 90min apds a injecdo. Resultado que revelou que o acumulo de
nanoparticulas de S1-apMUC1-Tc em tumores foi significativamente maior em

comparagdo com a bioacumulagédo do aptamero de MUCL1 livre marcado com *¥™MTc.

Figura 7: Imagem de SPECT planar estatica

Fonte: Pascual et al. 2017.
Nota: A) Imagem de SPECT planar estética do modelo de camundongos Balb/c MDA-MB-231 com
tumor apés a administragdo das nanoparticulas de S1-apMUC1-Tc (3,7MBq / 0,2 ml) aos 90 min
apos injeccdo. B) imagens de bioluminescéncia de camundongos no dia 21 apés a injecao
intraventricular das células cancerosas MDA-MB-231 que revelam lesfes tumorais. C) Imagem
invertida de SPECT planar estatica do modelo de murganho Balb/c MDA-MB-231 com tumor apds a
administracdo das nanoparticulas de S1-apMUCI-Tc (3,7 MBQ@/0,2 mL) aos 90 minutos apos a
injeccao.

O elevado acumulo de S1-apMUC1-Tc no tumor foi sugerido como sendo em
parte devido & interacdo do aptamero de MUC1 nos MSNs funcionalizados com a
glicoproteina MUC1 superexpressa nas ceélulas cancerosas MDA-MB-231. Isto
sugere que S1-apMUC1-Tc é um potencial candidato para o diagnostico de cancer

por imagem. Além disso, imagens de SPECT de rins, figado e tumor excisadas dos



camundongos tratados com S1-apMUC1-Tc ap6s 120 minutos poés-injecao
mostraram sinais fortes indicando acumulo de nanoparticulas de S1-apMUC1-Tc

nesses 0rgaos.

O acumulo no tumor foi notavelmente maior. Além disso, a absor¢cao das
nanoparticulas S1-apMUCL1-Tc pelos rins é uma caracteristica desejavel, uma vez
que os materiais radioativos tém que ser excretados do corpo de forma rapida e
eficiente. Outra caracteristica marcante dos dados de biodistribuicdo é a baixa
porcentagem de captacdo observada no figado e no baco. Esta baixa captacao para
estes dois 6rgaos sugeriu que as nanoparticulas S1-apMUC1-Tc foram capazes de
evitar o sistema fagocitico mononuclear (MPS). Além disso foi demonstrado pela
presenca de radiacdo no sangue, que sugeriu que as nanoparticulas tém uma certa
afinidade por proteinas do sangue como a albumina e, consequentemente, uma

circulacao de longa duracéo, por esse fato temos sinal no coracéo.

Estes resultados obtidos por Pascual et al. (2017) demonstraram que 0s
MSNs com marcadores radioativos MUC1 aptamero oferecem um desempenho
notavel em termos de imagem em comparacdo com o uso do aptamero ou MSNs

sozinho.

Os autores Sicco et al. (2017), demonstraram um outro tipo de estudo o qual
segue uma direcdo totalmente diferente dos demais autores mencionados
anteriormente, eles relatam a otimizacdo e preparacdo de derivados Sgc8-c,
capazes de coordenar radionuclideos metélicos, tais como os derivados estruturais
do acido DOTA e NOTA que sédo capazes de coordenar o Gas*, Zr**, Cu?*, In®*, Lu®",
Y3* ou Bi®*, por exemplo. Fora esses, também foi estudado com o HYNIC, qual é

capaz de coordenar o Tc°*, ou Re%*.

Nesse estudo, foi utilizado o como co-ligante DOTA, NOTA ou HYNIC como
reagentes eletrofilicos, os quais demonstraram sua capacidade de coordenar
diferentes ions metalicos para produzir novos radiofarmacos e, de acordo com suas
diferencas estruturais, permitem produzir alguns tipos de conjugados com diferentes
propriedades fisico-quimicas, ou seja, lipofilicidade, estabilidade, solubilidade em
agua e, consequentemente, diferentes propriedades de biodistribuigao.
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O primeiro item a ser observado pelos autores foique as razdes molares dos
reagentes variaram entre 1:2 e 1:200. Os resultados mostraram que os rendimentos
aumentaram com a quantidade de eletrdéfilos, resultando as melhores condigdes,
em todos os casos, onde a razao foi de 1:200. Em segundo lugar, foramobservados
0s baixos rendimentos nos casos dos conjugados Sgc8-c-DOTA e Sgc8-c-HYNIC
levaram os a analisar diferentes tempos de reagao variando entre 0,5 a 24h. Os
resultados mostraram claramente que o aumento do tempo de reacdo conduziu a
menores rendimentos de produtos, resultando no melhor tempo de incubacéo de 2

horas.

Em terceiro lugar, foi relatada a tentativa de melhorar os rendimentos dos
conjugados, analisamos diferentes solventes de reagdes, testando diferentes
solugdes tampao aquosas. A natureza e a forca idnica do tampéo, no qual ocorre a
interacdo ligante do aptamero, poderiam influenciar significativamente na ligacao
bioldgica. Neste caso foi observado que quando o tamp&o de bicarbonato de sédio
foi trocado por tampéo fosfato de sédio foi obtido um aumento nos rendimentos em
todos os casos, especialmente para Sgc8-c-HYNIC. Por esta razdo, sondamos
misturas de ambos os tampdes, descobrindo que volumes iguais de ambos os
tampdes produziram os melhores rendimentos dos conjugados desejados atingindo
0s maiores valores de 77% para Sgc8-c-DOTA 70% para Sgc8-c-NOTA e 48% para
Sgc8-c-HYNIC.

Com base nos resultados obtidos, os autores teorizam que para futuras
radiomarcacdes € muito importante comecar a partir de uma amostra pura, devido
areacgOes radiomarcadas adicionais que poderiam ser produzidas impurezas extras,

transformando um produto final pobre.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base em suas caracteristicas Unicas e vantajosas em relacdo aos
anticorpos, varios aptameros foram desenvolvidos como ferramentas versateis para
o diagnéstico por imagens devido a sua melhor penetracdo tecidual, baixa
imunogenicidade, maior acumulo no alvo, alta especificidade e afinidade, producdo
guimica mais simples, controlada e mais barata, desnaturacéo reversivel, tamanho
pequeno, baixa taxa de agregacdo e depuracdo sanguinea rapida para imagens in
vivo. Esses fatores, corresponderam a muitos dos critérios solicitados para a sonda

de imagem ideal.

Portanto os aptameros sdo, desde a sua descoberta na década de 90, uma
tecnologia promissora, a qual € claro que ainda enfrenta varios desafios de
desenvolvimento, as quais ainda ndo permitiram que eles fizessem uma transicao
bem-sucedida do laboratério a clinica, devido as suas propriedades
farmacocinéticas, que sdo frequentemente afetadas pelo agente ao qual séo
acopladas para a entrega, a sua susceptibilidade as nucleases, que fazem com que
seja necessario diversas modificacdes a funcédo, a sua rapida filtrac&o renal e rapida

distribuicdo do compartimento plasmatico para os tecidos.

No entanto, estudos pré-clinicos demonstraram que esse agente tem um
futuro promissor, uma vez que muito flexiveis e faceis de adaptarem, com varias
modificacdes quimicas disponiveis. Essas caracteristicas permitem aplicacdes que
antes ndo eram possiveis e prometem maiores avangos no futuro préximo, com a
expansao do mercado de aptameros, impulsionada pela maior demanda e melhores

terapias direcionadas para o campo de oncologia.
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