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VIEIRA, C. O ORIGAMI DE DNA: DA CRIA(;AO DE FORMAS 2D A NANOROBOS
PROGRAMAVEIS.35. Dissertacdo (Trabalho de Conclusdo de Curso em

Biomedicina) Centro Universitario Sdo Camilo / CUSC. Séo Paulo. 2018.

A molécula de DNA, por ser de facil manipulacdo e modificacdo, inspirou a
construcdo de nanoestruturas artificiais chamadas Origami de DNA, nas quais esta
molécula € utilizada como matéria-prima principal. Esta técnica consiste na
manipulacdo de uma fita Unica de DNA em formatos bidimensionais e
tridimensionais, utilizando um esqueleto molde, sendo o mais utilizado o de
bacteriéfago M13, e os chamados “grampos”, que realizam ligacdes do tipo ligacbes
de hidrogénio e mantem a estabilidade da estrutura. A producéo de Origami de DNA
encontra-se em fase de desenvolvimento, mas € possivel visualizar sua aplicacdo
em futuras terapias, como na oclusdo de vasos de tumores pela liberacdo de
trombina enviada por aptameros com afinidade a nucleolina diretamente em seu

endotélio.

Palavras-Chave: Nanotecnologia. Nanorobds. Origami de DNA. Aptameros..



VIEIRA, C. O. DNA ORIGAMI: FROM THE CREATION OF 2D FORMS TO
PROGRAMMABLE NANOROBONS.35. Dissertation (Termpaper in Biomedicine)
Centro Universitario Sdo Camilo / CUSC. Séao Paulo. 2018.

The DNA molecule, being easy to manipulate and sustaining modification, inspired
the construction of artificial nanostructures called DNA Origami, in which this
molecule is used as the main material. This technique consists in manipulating a
single DNA tape in two-dimensional and three-dimensional formats, using a main
molecular template, being the most used the bacteriophage M13, and hydrogen bond
“staples” to the tridimensional maintain conformation keep the structure stable. The
production of DNA Origami is still in development, but it therapies in development,
such as in the occlusion of tumor vessels by releasing thrombin direct into its

endothelium, guided by aptamers with affinity with nucleolin.

Keywords: Nanotechnology. Nanorobots. DNA Origami. Aptamers.
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1. INTRODUCAO
1.1 O surgimento da Biologia Molecular

O termo biologia molecular, proposto por Warren Weaver em 1938 em uma
publicagdo na revista Science, foi descrito como fendmenos biolégicos que s&o
compreendidos pelo conhecimento da estrutura das moléculas e suas interagdes. Ao
longo dos anos, este termo passou a se referir a pesquisas relacionadas aos genes.
(WEAWER, 1970 apud SCHEID; FERRARI; DELIZOICOV, 2003)

Em 1953 foi publicado na revista Nature o trabalho de James Watson e Francis
Crick, que descrevia uma estrutura helicoidal com duas cadeias de acido
desoxiribonucléico que se tragcavam em um Unico eixo, sugerindo assim a estrutura
molecular de acidos nucléicos. Desta forma, percebeu-se a correlacdo entre
estrutura e funcéo, citada por Weaver. (SCHEID; FERRARI; DELIZOICOV, 2003)

Apesar desta correlagdo ocorrer somente 1953, sabe-se que desde a década de
1880 ja4 se tinha a ideia de que o nucleo das células poderia ser a sede da
hereditariedade e que os cromossomos constituiam o material genético. Esta ideia
ndo era senso comum entre a comunidade cientifica, que acreditava que as
proteinas eram as Unicas moléculas com complexidade estrutural para portar o
material genético. (SCHEID; FERRARI; DELIZOICOV, 2003)

Em 1871, o fisidlogo e quimico organico Friedrich Miescher citou pela primeira vez o
que chamamos atualmente de DNA. Nesta publicacdo, havia a sintese de uma
substancia que ele chamou de nucleina, extraida de células purulentas. A nucleina,
gue entdo foi estudada por Miescher, foi considerada na época uma molécula
simples demais para armazenar todo o material genético. (OLBY, 1994; MAYR,
1998; HAUSMANN, 2002).

No final da década de 1880 havia um consenso entre a comunidade cientifica, que
defendia que a existéncia da cromatina justificava todas as exigéncias para o
armazenamento do material genético. Em 1930 descobriu-se que animais e plantas
possuiamDNA e RNA em suas células, porém ndo se sabia ao certo suas fungdes.
Sabe-se atualmente que a cromatina é um complexo de DNA enovelado as histonas
encontrado dentro do nucleo da célula que constitui os cromossomos. (SCHEID;
FERRARI; DELIZOICOV, 2003)



As bases nitrogenadas que compdem o DNA - conhecidas atualmente como
citosina, guanina, adenina e timina - foram identificadas por Albrecht Kossel em
1927. Nos anos seguintes, a ideia que prevaleceu foi a que o DNA era uma molécula
pequena, com estrutura longitudinal, composta por desoxirribose e fésforo, o que
conectava as bases nitrogenadas citadas acima. Supunha-se que a informacéo
genética era transportada por diferentes quantidades de cada base. Este modelo
citado foi proposto por Phoebus Aaron Levene, que defendia que cada base
nitrogenada possuia quantidades iguais dentro da molécula de DNA e que sua
estrutura era muito simples, quebrando entdo o paradigma de que o material
genético seria armazenado em moléculas complexas, como em proteinas. (OLBY,
1994; MAYR, 1998)

Em 1944, Erwin Schrodinger sugeriu em seu livro titulado “What is Life?” que os
genes seriam formados por “cristais aperiodicos” e que estes eram compostos por
arranjos de moléculas isbmeras, que posteriormente seriam chamadas de
nucleotideos. Segundo Schrodinger, estes cristais aperidédicos formariam diversas

sequéncias que codificariam as informagdes genéticas. (SCHRODINGER, 1997)

Nos anos seguintes desta publicacdo, formou-se o conceito de macromoléculas
polimerizadas. Desta forma, passou-se a utilizar os métodos aplicados a grandes
moléculas, as moléculas de DNA, como a absorcédo de luz e filtragem, e desta forma,
descobriram que as moléculas de DNA eram maiores do que as suposicdes
anteriores. (MAYR, 1998)

Um dos passos mais importantes para o conhecimento da estrutura do DNA ocorreu

em 1949, com a descoberta de Erwin Chargaff.

Chargaff mediu as bases de DNA em quatro espécies: timo de Bostaurus (bezerros),
baco de Ovis Aries (carneiro), Saccharomyces cerevisiae (fermento) e
Mycobacterium tuberculosis. Com isto, concluiu que em qualquer uma destas
espécies, a quantidade de adenina era semelhante a de timina e que a de citosina
era semelhante a de guanina, refutando desta forma a suposi¢cdo de Phoebus Aaron
Levene, de que todas as bases possuem a mesma quantidade dentro da molécula
de DNA. (OLBY, 1994)

Anos depois, trés laboratorios iniciaram uma busca no entendimento da estrutura do

DNA. Nestes laboratorios, pesquisadores como Linus Pauling, Maurice Wilkins e
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seus colaboradores (entre eles, Rosalind Franklin), James Watson e Francis Crick
trabalharam com o DNA e propuseram um modelo para a sua estrutura. (MAYR,
1998).

A busca se intensificou quando Linus Pauling enviou para seu filho em 1952, Peter
Pauling, que trabalhava com Watson e Crick no mesmo laboratoério, o esbogo de seu
artigo que sugeria que a estrutura de DNA seria tripla hélice. (COELHO et al.,
2017;McGRAYNE, 1994)

Francis Crick havia trabalhado anteriormente com difracdo de raios X em moléculas
dupla hélice e em 1951 passou a trabalhar com James Watson. Mesmo nao sendo o
projeto inicial dos dois pesquisadores, estes se aliaram para propor uma estrutura de
DNA utilizando as informagfes que existiam sobre esta molécula até o momento.
(FERREIRA, 2003)

Watson construiu, com o apoio de Crick, o primeiro modelo para a molécula de DNA.
Por terem se baseado em informacfes erradas, a molécula possuia as bases
nitrogenadas do lado de fora. Quando o chefe da universidade onde trabalhavam,
Lawrence Bragg, tomou conhecimento desta suposi¢cdo, os proibiu de continuar o
protejo com o DNA, fazendo-os retornar aos seus projetos iniciais. (McCGRAYNE,
1994; HAUSMANN, 2002)

No ano de 1952, Rosalind Franklin era a Unica pesquisadora que mantinha como
foco principal o estudo da molécula de DNA. (McGRAYNE, 1994 apud SCHEID;
FERRARI; DELIZOICOV, 2003)

Com o auxilio de Maurice Wilkins, Franklin inferiu que a molécula de DNA era uma
estrutura helicoidal, ao bombardear uma fita de DNA cristalizado com raios X,
usando o padréo de difracdo de raio X. (ROBERTS, 1993, HAUSMANN, 2002)

Ainda que proibidos de retomar sua pesquisa, Watson e Crick continuaram a sua
busca e se dispuseram a fazer o necessario para alcancar o objetivo de se elucidar
a estrutura do DNA. Watson afirmava que seu projeto inicial era “a fachada perfeita
para disfargar seu persistente interesse no DNA” enquanto Crick dizia que “poderia
ter sido proibido de trabalhar com o DNA, mas que ninguém na face da Terra

poderia proibi-lo de pensar sobre ele”, o que demonstrava a mutua vontade de se
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superar qualquer obstaculo para finalizar o trabalho. (FLECK, 1986 apud SCHEID;
FERRARI; DELIZOICOV, 2003)

Figura 1 — Imagem de raios-X capturada por Rosalind Franklin que permitiu a

confirmacédo da forma helicoidal do DNA.

Fonte: (WATSON et al., 2015)

Por conta de uma suposta publicacédo de Linus Pauling, Bragg autorizou que Watson
e Crick retomassem sua pesquisa. O modelo de Linus Pauling, que supunha a
estrutura a-hélice das proteinas, acabou servindo de referéncia para a retomada do
trabalho dos dois pesquisadores. (McGRAYNE, 1994, HAUSMANN, 2002)

Watson e Crick decidiram entdo continuar a propor modelos para a molécula de
DNA, porém, utilizando resultados de duas pesquisas: uma realizada por Erwin
Chargaff e a outra por Rosalind Franklin e Maurice Wilkins, ambas citadas
anteriormente. (ROBERTS, 1993, HAUSMANN, 2002).

Em 25 de abril de 1953, Watson e Crick publicaram um artigo de apenas 900
palavras titulado “Estrutura molecular dos acidos nucléicos” na revista Nature, que
lhe renderam o Nobel de medicina em 1962. No mesmo ano, o comité do Prémio
Nobel reconheceu a participacdo de Maurice Wilkins como importante membro do
projeto. (SCHEID; FERRARI; DELIZOICQV, 2003)

A partir da historia da descoberta da estrutura do DNA € possivel concluir que os
erros cometidos ao decorrer dos anos ndo foram um impedimento para continuar a
busca pela estrutura da molécula dos seres vivos. Vemos como anos de trabalho de
diversos pesquisadores foram fundamentais como material de construcéo do projeto

que levou Watson e Crick receberem o Nobel em 1962.
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1.2 Estrutura molecular dos acidos nucléicos

Segundo Watson e Crick (1953), a estrutura do DNA apresenta duas cadeias em
hélice enroladas em um eixo em comum. Cada cadeia possui grupos fosfodiéster
que ligam grupos B-D-ribofuranose com terminacdes 3’ e 5’, onde as sequéncias dos
atomos sdo dispostas em direcdes opostas. As bases nitrogenadas da estrutura de
DNA encontram-se na parte de dentro da hélice e o fosfato do lado de fora. As duas
cadeias sdo conectadas por bases de purina e pirimidina e o plano que as une a

fibra é perpendicular ao eixo.

Figura 2 — Cadeira polinucleotidica de DNA, demonstrando a ligacédo fosfodiéster no
sentido 5’2>3’.
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Fonte: (WATSON et al., 2015)

As bases séo unidas aos pares por ligacdes de hidrogénio, sendo uma purina e a
outra uma pirimidina. As pontes de hidrogénio se formam entre a posicdo 1 da
purina e da posicao 1 da pirimidina e entre a posi¢cdo 6 da purina e 6 da pirimidina.

Apenas pares especificos de purina e pirimidina podem se ligar. Os pares sao:
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adenina (purina) com timina (pirimidina) e guanina (purina) com citosina (pirimidina).
(WATSON; CRICK, 1953)

Figura 3 — Conexao das bases purina (azul) e pirimidina (amarelo) por meio de pontes
de hidrogénio.

5
7 o, o
—N N P
CH; O H \] o ©o
\ \
3 {I,r'TJ\N- i NWN\ " CH,
‘ /
Ho N - Nl
~ 0
» " 3 .
/Y0 / P/
CH, Y P
H - 0 0
O /O N o} ?I \
TN X -

w =
] CHs O P’IO
C\HZ 2 . B H ¥4 o 0
N AN
0, O N T ] CH
. _,.«P\ ( * W H N—N~ O,
S &
/ = 0
D/ N
/Y0 H\ O\P/
CH \ _ {0
%2 ,N —H W\ N o o
o 0 A\
e &\N == S
° o N o U
7k 0 H=" N\
| 2 H 74
/ O .
CH, 3
\
o P
/’p \
& Ny
5

Fonte: (WATSON et al., 2015)

A sequéncia de bases em uma cadeia néo é limitada e quando esta é determinada
em uma das fitas, a sequéncia da fita complementar sera determinada também.
(WATSON; CRICK, 1953)
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2. OBJETIVO

Este estudo pretende reunir informacdes atuais sobre o emprego de moléculas de
Origami de DNA guiadas por aptameros, que se mostraram um método inteligente
de transporte in vivo de farmacos, proteinas ou quimioterapicos para locais
especificos, inspirando o design de terapias futuras para o tratamento de canceres

diversos e outras enfermidades.
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3. METODOLOGIA

7

A dissertacdo proposta € uma revisdo bibliografica descritiva, com abordagens

tedricas sobre origamis de DNA, descrevendo sua estrutura e as ultimas aplicacoes.

Foram utilizados artigos cientificos sobre a tematica acessados em bases de dados
como Scielo, LILACS, MEDLINE eDeCS, havendo artigos publicados desde os anos
1950, usados para justificar o contexto histérico da biologia molecular e artigos dos
altimos 20 anos, que fazem descricdo da técnica de producdo de origamis de DNA,

aptameros e complementos.

Para a coleta de dados, seguiu-se a premissa de consulta de artigos relevantes ao
assunto, leitura seletiva para o rastreio de dados pertinentes e o registro de

informacdes extraidas destas fontes.
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4. DESENVOLVIMENTO
4.1 A origem do Origami de DNA

Embora conhecida por codificar informacdes genéticas dos seres vivos, a molécula
de DNA também é um excelente composto a ser manipulado. Esta estrutura foi
escolhida como material para a criacdo de nanoestruturas dobraveis por conta de
suas caracteristicas que possibilitam a criagdo de formas geométricas Unicas, como
reconhecimento molecular, automontagem e por ser facilmente sintetizada.
(ZADEGAN; NORTON, 2012)

A fabricacdo de nanoestruturas de DNA foi proposta pela primeira vez por Nadrian
C. Seeman, inspirado pela Juncéo de Holliday, que ocorre durante a recombinacao
genética. Em seu artigo, Seeman aperfeicoou as sequéncias de DNA de maneira
gue estas ficassem termodinamicamente estaveis através da insercdo de juncdes
em por¢Bes complementares as fitas de DNA a fim de formar cruzamentos entre as
fitas e produziu estruturas de DNA com arranjos mais complexos e o dobro e o triplo
de cruzamentos entre elas. (ZADEGAN; NORTON, 2012)

Figura 4 — Modelo proposto por Seeman: Junc¢fes ramificadas de 4 fitas de DNA (A);

dobro de cruzamentos entre fitas (B); triplo de cruzamentos entre fitas(C).

Fonte:(ZADEGAN; NORTON, 2012)

Em 2006, o professor de Ciéncia da Computacdo e Bioengenharia, Paul
Rothemund,revolucionou o campo da nanotecnologia ao descrever um modo de
criagdo de formas e padrbes em nanoescala usando moléculas de DNA genémico
de fita Unica do bacteriofago M13, dobrando-as em formas 2D utilizando “grampos”.

Rothermund batizou este método de “Origami de DNA”.
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Em seu artigo, Rothemund (2006) produziu seis formas diferentes utilizando fitas de
DNA de aproximadamente 100 nm de diametro e 6 nm de resolucéo espacial. Entre
estas formas, haviam quadrados, triangulos e estrelas com cinco pontas,

demonstrando que estas moléculas podem assumir qualquer forma desejada.

Figura 5 — Diferentes formas de origamis de DNA criadas por Rothemund.

Fonte: (ROTHEMUND, 2006)

Para a criagdo da nanoestrutura, Rothemund (2006) utilizou o DNA circular
genbmico do bacteri6fago M13 como o esqueleto da molécula. Junto a esta
estrutura, adicionou cadeias menores e complementares ao ssDNA chamadas de
“‘grampos” em excesso, que sao fitas simples e curtas de DNA, projetadas para se
ligarem em multiplos locais da longa cadeia e fornecem suporte estrutural do origami

de DNA, além de criar cruzamentos periddicos entre os dobramentos.

Uma vez que os grampos sao preparados, a forma do origami de DNA desejada
pode ser obtida simplesmente unindo-os com o0 esqueleto da estrutura em uma
solugdo tamponada. As estruturas sao aquecidas em alta concentragdo deste
tampdo, geralmente composto por acido acético, EDTA e acetato de magnésio, a
90°C por até 10 minutos para desnaturar as fitas de DNA. S&o entdo resfriadas
lentamente até alcancarem a temperatura ambiente em uma taxa de -1,0°C por
minuto, utilizando um termociclador. (KUZUYA; KOMIYAMA, 2010)
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Figura 6 — Formacdo uma estrutura retangular bidimensional utilizando Origami de
DNA.

Fonte: (NANGREAVE et al., 2010)

Apbs alguns meses da publicacdo de Rothemund, um grupo de chinés relatou a
construcdo do mapa da China utilizando o método de origami de DNA. (QIAN et al.,
2006)

Figura 7 — Design do mapa Chinés utilizando Origami de DNA. Esqueleto da estrutura

representado em preto e grampos representados em diferentes cores.

Fonte: (QIAN et al., 2006)
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Em 2008, o grupo Kjems lancou um software chamado Origami SARSE-DNA, que
tinha como objetivo facilitar a projecdo das estruturas que compunham a
nanoestrutura. Este software fornecia um editor de dobramentos do esqueleto e dos
grampos, atribuindo de forma automatica a sequéncia a ser utilizada.
Posteriormente, uma nova ferramenta foi lancada pelo grupo Shih, chamada
CaDNAno. Em seu pacote, h4 trés painés: Slice, Path e Render, que permitem a
escolha dos pontos na estrutura para se editar hélices, padrdo de dobra dos
grampos e verificar o modelo 3D em tempo real. Recentemente foi desenvolvido
pelo grupo Dietz o software CanDo, uma ferramenta online gratuita e mais
sofisticada, que permite a pré-visualizacdo da estrutura do origami de DNA e fornece
informacdes sobre as condicbes sob as quais este mantera sua estrutura.
(ZADEGAN; NORTON, 2012; QIAN et al., 2006)

Em 2017, a equipe de Tikhomirov desenvolveu um software chamado FracTile
Compiler capaz de capturar uma imagem, dividi-la em pequenas secfes quadradas
e determinar as sequéncias de DNA necessérias para se formar estes quadrados.
Em seu artigo, utilizaram este software para montar um Origami de DNA que
recriasse a imagem de Mona Lisa. (TIKHOMIROV; PETERSEN; QIAN, 2017)

Segundo Tikhomirov et al. (2017), Origamis de DNA sao nanoparticulas versateis
pois cada fita de DNA ocupa uma posi¢ao Unica na estrutura, funcionando como um
pixel. O método se baseava em montar os quadrados em etapas, como pequenas
regides de quebra-cabecas e depois uni-las para formar o quebra cabeca
completo.Cada peca era produzida em um tubo de ensaio proprio, totalizando 64
tubos com quadrados de dimensdes 1x1. Desta forma, reduziria as interacdes falsas

entre as pecas iniciais, que poderiam ocorrer em qualquer etapa da montagem.

A automontagem de nanoestruturas dependia de um método com regras idénticas
para cada etapa, alterando apenas suas escadas. Um dos passos que exemplifica
este requisito € o anelamento de multiestagio utilizado pela equipe de Tikhomirov,
onde cada estagio de montagem possuia uma temperatura de anelamento
suficientemente baixa para manter as estruturas do estagio anterior estaveis e altas
o suficiente para impedir interacdes indesejadas no estagio atual. (TIKHOMIROV;
PETERSEN; QIAN, 2017)
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Os tubos, devidamente identificados, eram combinados de forma gradativa até que
se obtivesse quatro tubos finais com dimensdes de 4x4. A estrutura final possuia 64
vezes o tamanho da estrutura de Origami de DNA projetada por Rothemund em
2006 e a técnica foi chamada de “montagem fractal”’. (TIKHOMIROV; PETERSEN;
QIAN, 2017)

Figura 8 — Representacdo da técnica de montagem fractal, formando uma estrutura
com dimensdes 8x8 composta por Origamis de DNA.
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Fonte: (TIKHOMIROV; PETERSEN; QIAN, 2017)

Figura 9 — Processo de criacdo da Imagem da Mona Lisa utilizando montagem fractal

capturado por microscépio de forgca atbmica.

Fonte: (TIKHOMIROV; PETERSEN; QIAN, 2017)
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4.2 Aptameros

O termo aptédmero € originado da palavra latina “aptus”, que significa encaixe, e do
termo de origem grega “meros”, que significa partes. Os aptameros sdo acidos
nucléicos que se dobram em uma estrutura tridimensional definida e possuem alta
afinidade por uma molécula alvo especifica, se ligando a ele com alta seletividade e
alta especificidade. Esta habilidade é atribuida a sua estrutura que proporciona
forcas de ligacao intermolecular com os seus alvos, como ligacdes de hidrogénio e

forcas de Van Der Waals. (GAWANDE et al., 2017; GODONOGA et al., 2016)

A maioria dos aptameros sao formados por DNA ou RNA de cadeia simples. Estas
moléculas sdo potencialmente adequadas para o uso em terapias farmacoldgicas
pois fazem a liberacao controlada de farmacos de maneira especifica em tecidos ou
células. (GAWANDE et al., 2017)

Estas moléculas colocaram em pratica o antigo conceito de bala méagica, onde um
determinado farmaco atinge o tecido desejado sem afetar as células saudaveis ao
redor. A combinacdo de entrega direcionada e liberagdo de forma controlada séo
propriedades muito almejadas por aqueles que buscam tratamentos eficientes e com
uma baixa dosagem do principio ativo. Com isto, os farmacos séo liberados durante
um longo periodo de tempo e somente nas células de interesse. Desta
forma, aptameros podem também identificar biomarcadores de células, podendo se
ligar as proteinas, lipideos, drogas e outras moléculas. (SEFAH et al., 2010)

Os aptameros séo selecionados por meio do método denominado SELEX (Evolucéo
sistematica de ligantes por enriquecimento exponencial) e se baseia na repeticéo
sucessiva da ligacdo ao alvo e remocao de oligonucleotideos que nao se ligaram,
seguindo sua eluicdo, amplificacdo e purificacdo dos que foram selecionados.
(STOLTENBURG; REINEMANN, 2005)
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Figura 10 — Etapas do método SELEX de sele¢cdo de aptameros.
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Fonte: (BLIND; BLANK, 2015)

In vitro, a selecdo comeca com uma biblioteca randomizada de ssDNA ou ssRNA
flanqueadas com um primer fixo anelado a sitios para a amplificagdo enzimatica. A
biblioteca é incubada com o alvo molecular e os complexos aptamero-alvo sao
separados de sequéncias que nao se ligaram por métodos como o filtro de
nitrocelulose, eletroforese em gel ou outros métodos. Os aptameros selecionados
sao eluidos e amplificados através do método de PCR. Este ciclo é repetido cerca
de 8-16 vezes para que sejam selecionados apenas aptameros com alta afinidade
pelo seu alvo. Os aptameros de interesse sdo entdo identificados através de
clonagem génica, sequenciamento de Sanger ou sequenciamento de nova geracao.

(BLIND; BLANK, 2015)

Geralmente sao utilizados marcadores radioativos para quantificar a porgéo ligada e
nao ligada de oligonucleotideos durante este processo. Este método € muito
sensivel, pois permite a deteccdo de baixas concentracdes de DNA, porém, é
necessario que seja feito dentro de um laboratério de is6topos, o que torna o0 método
caro e prejudicial a0 meio ambiente. Caso ndo seja viadvel a utilizacdo de
marcadores radioativos, pode-se utilizar a fluorescéncia como marcador destas
particulas. (STOLTENBURG; REINEMANN, 2005)
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Figura 11 — Selecdo de aptameros e sua sintese.
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Fonte: (ANTIBODY ALTERNATIVES, 2016)

Aptameros possuem diversas vantagens sob 0s anticorpos, como a sua sele¢ao in
vitro, sem utilizar animais ou culturas celulares. Também possuem alta afinidade e
especificidade quando comparados com o0s anticorpos monoclonais, porém,
possuem uma menor sensibilidade e diversidade quimica quando comparados aos
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anticorpos, que sdo a base de proteinas, o que diminui a sua versatilidade. (BLIND;
BLANK, 2015; GAWANDE et al., 2017)

Figura 12 — Estrutura 3D de aptameros ligados a nucleolina e trombina.
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Fonte: (PADLAN et al., 2014)

Schitze et al. (2011) analisaram a dinamica de ligacdo de aptameros, rastreando
sua frequéncia durante as etapas do processo SELEX. Foram identificados
diferentes comportamentos: algumas sequéncias dominaram os ciclos de selecéo
precoce enquanto outras sequéncias apareceram apenas posteriormente,
dominando os conjuntos que ja estavam enriquecidos. Haviam ainda sequéncias
gue aumentavam de forma continua no decorrer do processo SELEX. Este
experimento possibilitou a comparacao individual dos aptameros por sua afinidade,

comportamento de amplificacdo e competicédo pelos epitopos de ligacao.
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4.3 Origami de DNA tridimensional

Em 2009, Shawn Douglas, biofisico do Instituto Wyss de Harvard para Engenharia
Inspirada em Biologia, aprimorou e expandiu o software criado pelo grupo Shih,
criando entdo o conhecido caDNAno. Por meio deste software, Douglas e sua
equipe construiram dispositivos feitos de Origami de DNA em forma de barril com 12
locais em seu interior capazes de armazenar cargas Uteis e locais em seu exterior
capazes de anexar aptameros, que agem no reconhecimento de moléculas alvo e
gue ativam a estrutura do Origami de DNA para gue este se abra e libere a carga util
que h& em seu interior. (DOUGLAS et al., 2009)

Em seu modelo, Douglas, Bachelet e Church (2012) utilizaram aptameros que
sofrem mudancas induzidas ao se ligarem aos seus alvos: 0s aptameros séo
dispostos em lados opostos do nanorobd de DNA, de forma que estes aptameros
estejam acoplados a esta estrutura e se liguem entre si, fechando o nanorobd.
Quando estes aptameros reconhecem seu alvo, a ligacao entre eles é dissociada e o
nanorobd sofre uma reconfiguragcdo em sua estrutura e expde seu interior, liberando

sua carga Uutil.

Figura 13 — Perspectiva de um Nanorob6é de DNA aberto, expondo sua carga util.
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Fonte: (DOUGLAS; BACHELET; CHURCH, 2012)
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4.4 Avancos e perspectivas

7

Uma das principais fungcdes atraentes do DNA é sua biocompatibilidade, que
permitiu a construcdo de nanoparticulas que abrigam cargas terapéuticas, corantes
fluorescentes, farmacos antitumorais e outras substancias. Este controle deliberado
sobre a entrada e destino de nanomoléculas estimula a criagdo de vias de
distribuicdo de moléculas mais eficientes. (BUILDING NANOSCALE STRUCTURES
WITH DNA, 2017)

Origamis de DNA podem ser utilizados para produzir nanorobfs programaveis,
capazes de responder em presenca de sinais moleculares especificos.Com o0s
avancos em biotecnologia, os aptameros passaram a serem utilizados em conjunto
com tecnologias moleculares programaveis. Por compartiiharem a mesma
composicdo (fitas de DNA), origamis de DNA e aptameros podem ser facilmente
vinculados, formando dispositivos capazes de detectar biomarcadores de doencas e
desenvolver respostas especificas baseando-se em sua presenca.(GODONOGA et
al., 2016)

Aptameros, neste caso, servem tanto como direcionamento do origami de DNA para
alvos especificos como servem também como gatilho para a abertura de sua
mecanica. Desta forma, o origami de DNA pode ser programado para transportar

diversas cargas de interesse para regides especificas. (GODONOGA et al., 2016)

Em 2018, um grupo de pesquisadores em Beijing desenvolveram nanorobds com
direcionamento feito por aptameros. O experimento foi realizado in vivo, onde foi
injetado intravenosamente a nanotecnologia em camundongos, com 0 objetivo de

induzir necrose tumoral através de trombose intravascular.

O nanorob6 citado por Li et al. (2018) possui um aptamero de DNA em sua regiao
externa que se liga a nucleolina, que é expressa em células endoteliais associadas a
tumores. No interior do nanorobé citado, ha trombina, que ao ser exposta no local
desejado, provoca a coagulacdo. Este aptamero serve tanto para o direcionamento

do nanorob6 como um gatilho molecular para a abertura de sua mecanica.
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Figura 14 — Design e caracterizacdo do nanorobé carregado com trombina em seu
interior, sendo que | indica a configuracdo 2D do origami de DNA, Il indica o origami
de DNA carregado com trombinas em sua superficie e lll o nanorobd de DNA fechado

com trombinas em seu interior e aptameros em suas extremidades.
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Fonte: (LI et al., 2018)

Segundo Li et al. (2018), os nanorob6s com direcionamento feito por aptameros
injetados intravenosamente entregaram a trombina em vasos sanguineos
relacionados a tumores, induzindo coagulacdo e trombose intravascular, que
resultou em necrose e inibicdo de crescimento do tumor. Esta estratégia de privacao
de nutrientes e oxigénio na regidao tumoral é capaz de induzir a morte celular dentro
de poucas horas, sendo uma boa estratégia para o combate ao cancer, pois ha
pouco risco de se desenvolver resisténcia ao tratamento e pode ser usada para

varios tipos de cancer, pois o tipo de vascularizacdo permanece semelhante.

A trombina regula a agregacdo plaquetaria, ativando plaguetas e converte
fibrinogénio em fibrina. Esta molécula, quando administrada de forma livre, induz a
coagulacdo de forma indiscriminada. Com o desenvolvimento de um nanorobd de
DNA, foi possivel proteger a molécula de trombina, de forma que esta seja exposta
apenas em vasos tumorais, protegendo os tecidos saudaveis de seus efeitos.
(MACHADO; SILVA; CARVALHO, 2004; LI et al., 2018)



28

Segundo Li et al. (2018), foi realizado um experimento in vivo, que analisava 0s
nanorobds através de fluorescéncia, onde foram injetadas células de céncer de
mama humano nas mamas de camundongos BALB/c nude. Apos o desenvolvimento
de tumores de aproximadamente 10mm?, foram injetados os nanorobds de DNA. Os
nanorobds se acumularam de forma progressiva no tumor, tendo ligacdo maxima
dentro de 8 horas apds a injecdo. Fizeram a comparagdo entre nanorobds com
direcionamento feito pelos aptameros e nanorobf6s sem este direcionamento. Foi
possivel observar que o nanorobd que possuia o direcionamento conseguia se ligar
até sete vezes mais ao tumor quando comparado com os sem direcionamento, ap6s
8 horas da inje¢cdo. Com isto, provaram que estes aptameros eram capazes de

localizar células endoteliais tumorais in vivo.

Figura 15 — Acdo de nanorobds carregados com trombina em tumores induzidos em
camundongos BALB/c nude.
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Fonte: (LI et al., 2018)

Analisaram a distribuicdo dos nanorobds sem direcionamento por aptameros apos a
sua injecdo, e observaram que as estruturas de DNA se acumulavam no figado,
presumindo que foram fagocitados. Com o tempo, a fluorescéncia no figado caia,
sugerindo que estas estruturas que nao foram aprisionadas pelo tumor foram
degrada. Apds 24 horas, observou-se que a fluorescéncia que havia nos 6rgaos e no
tumor estudado haviam caido, mostrando a eficacia na degradacdo do material. (LI
et al., 2018)

Na segunda fase do experimento, avaliaram se 0 nanorobd iria expor a trombina em

vasos associados a tumores. Visualizaram que, apos a administracdo do nanorobd,
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0S vasos na regido do tumor sofreram oclusdo dentro de 24 horas. Isto foi
evidenciado por meio de um anticorpo especifico CD41, que se liga na superficie de
plaguetas ativas.Dentro de 48 horas observou-se trombose avancada e em 72
horas, trombos densos em todos 0s vasos tumorais dos camundongos. Ndo havia
trombose em camundongos onde foram administrados nanorobds vazios, salina,
nanorobds sem direcionamento por aptameros e trombina livre, por até 72 horas.
Observou-se apos 72 horas que a trombose formada pelos nanorobds era especifica
em vasos tumorais. Nao se observou mudancas nos parametros da coagulacédo do
sangue nos camundongos apds o tratamento com nanorobds. Provou-se também
gue nanorob6s séo imunologicamente inertes, pois ndo impactaram na concentragao
de citocinas. (LI et al., 2018)

Figura 16 — Comparacgao do volume de tumores quando tratados com salina, trombina
livre, nanorobd vazio, nanotubo nao direcionado, nanotubo incapaz de abrir e

nanorobd, respectivamente.
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Fonte: (LI et al., 2018)

Desta forma, Li et al. (2018) desenvolveram um sistema para entrega inteligente de
trombina in vivo em vasos sanguineos associados a tumores e que se mostrou
altamente eficiente na limitagdo sanguinea na regi@do e inibicdo de
crescimentotumoral, quando comparado com salina, trombina livre, nanorobd vazio,

nanotubo néo direcionado e nanotubo incapaz de se abrir e nanorob6. O nanorobd
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se mostrou eficiente no reconhecimento de nucleolina e foi capaz de exercer
mudang¢as conformacionais em sua estrutura que possibilitaram a exposi¢do de
trombina em vasos tumorais, mostrando-se altamente Gtil em possiveis tratamentos

para o cancer.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Desde o Nobel de Watson e Crick em 1962, a molécula de DNA se mostrou mais
gue uma molécula essencial para os seres vivos. Esta molécula se mostrou util em
aplicagbes néao bioldgicas, desde a criagdo de estruturas 2D, como os “smiles” de
DNA criados por Rothemund até uma estrutura capaz de direcionar substancias em
regibes especificas em um organismo, a fim de ter um efeito benéfico para

tratamento de doencas.

Estudos sobre interacfes entre moléculas de DNA e sua capacidade de ser
modelada de maneira desejada possibilitou o desenvolvimento do Origami de DNA,
gue se mostrou promissor desde sua criagdo em 2006. Esta nanotecnologia
amadurece de forma rapida e se mostra eficiente em estudos que avaliam oseu uso

no direcionamento de substancias em alvos especificos.

A associacdo de aptameros e Origamis de DNA demostram que estamos proximos
de alcancar o conceito de bala méagica autuada por Paul Ehrlich. Avaliando os
resultados obtidos por Li et al. utilizando nanorob6s guiados por aptameros para o
controle de tumores é possivel visualizar como estas moléculas foram efetivas para
o controle do crescimento de tumores e que, por serem feitos por moléculas de
DNA, eram facilmente degradas pelo figado, ndo deixando compostos residuais e

reduzindo os efeitos colaterais.

Através dos anos € possivel visualizar que diversas areas passaram a ter interesse
pela molécula de DNA, ndo s6é meédicos, biblogos e biomédicos, mas também

engenheiros de computacéo e outros.

Promissora desde sua descoberta, a molécula de DNA ainda had de ser muito
estudada e manipulada, pois além de armazenar nosso codigo genético, servira

como grande aliada para o tratamento de diversas doencas.
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