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(57) Resumo: SEQUENCIAS DE RIBONUCLEOTIDEOS
QUIMICAMENTE MODIFICADAS COMO MODULADORES DA
ATIVIDADE DE RECEPTORES PURINERGICOS P2Y2 E
APTAMERO B7. A presente invencéo refere-se a uma familia de 21
sequéncias de ribonucleotideos modificadas quimicamente pela
substituicdo do grupo 2-OH dos nucleotideos de pirimidina por um
atomo de Fluor: 2'F-dCTP e 2'F-dCUTP com alta afinidade de ligagao
ao receptor purinérgico P2Y2, sendo relevantes em qualquer processo
que envolva a sinalizagdo purinérgica via o receptor P2Y2, incluindo,
mas nao limitando, o0 seu uso como reagente em ensaios
farmacolégicos (in vivo e in vitro, de citémica, em testes de diagndstico
e como antagonista em aplicagdes terapéuticos como, por exemplo,
fibrose cistica, lesdo e enfisema de pulméo em fumantes e neoplasias,
cardio € neuroprotegdo e neurodegeneragdo como, por exemplo, na
glicose reativa causada por neuroinflamagdo.Particularmente, a
presente invengdo descreve o0 aptamero B7, apresentando uma
consideravel afinidade e especificidade de ligagdo ao receptor
purinérgico P2Y2,mostrando uma atividade bioldgica inibitéria sobre
mesmo.
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SEQUENCIAS DE RIBONUCLEOTIDEOS QUIMICAMENTE MODIFICADAS COMO
MODULADORES DA ATIVIDADE DE RECEPTORES PURINERGICOS P2Y2 E
APTAMERO B7

Campo de Aplicagdo da Invengéo

A presente invengao & aplicada para direcionar a
identificacdo de ligantes de &cidos nucléicos para os demais
subtipos dos receptores purinérgicos, sendo gue as moléculas
de ribonucleotideos apresentadas séo relévahtes'eﬁ qualgquer
processo que envolva a sinalizacgao purinérgica via o

receptor P2Y2, incluindo, O seu uso como reagente em ensaios

farmacolégicos (in vivo e in vitro) e de citdmica, em testes
para diagnésticos e na forma de antagonista em aplicagdes

terapéuticas como, por exemplo, lesdo e enfisema de pulmao

em  fumantes e neoplasias, cardio e neuroprotecao e
neurodegeneragdo, como na glicose reativa causada por
neuroinflamacao.

Fundamentos da Invengido

SELEX (Systematic gvolution of Eigands by EXponential
enrichment)
7 “Paréra obtencdo dos produtos alvos desta patente, foi
utilizada uma técnica de guimica combinatodria descrita a
seguir.

A guimica combinatéria €& uma importante tecnologia para
a industria, bem como para pesguisas biotecnoldgicas e
farmacéuticas, e tem sido utilizada para a identificacao de
novos materiais com propriedades desejadas. Esta ferramenta
é& caracterizada pela sintese e anadlise simultanea de grandes
bibliotecas constituidas de compostos relacionados, mas
estruturalmente distintos, sendo que a probabilidade de

sucesso na identificacdo de moléculas funcionais cresce com
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a diversidade da ‘biblioteca (Stoltenburg et al., 2007,
Ulrich and Trujillo, 2008).

Os &acidos nucléicos sao compostos atrativos para a
quimica combinatéria, Jj& gque eles se dobram em estruturas
secundarias e tercidrias definidas e podem ser amplificados
por _ sintese enzimatica. Bibliotecas complexas de

oligonucleotideos, com aproximadamente 10%° moléculas

. diferentes,; podem ser obtidas por sintese quimica e entao

utilizadas para a identificag¢do de compostos com uma funcgao

particular, tal como alta afinidade de 1ligagao a- um .
‘determinado alvo (éptéméros) ou atividade catalitica
(ribozimas e DNAzimas) (Stoltenburg et al., 2007, Ulrich and

Trujillo, 2008).

“Em 1990, um novo métoagyfdi aesc;ito para selecionar, a
partir de bibliotecas combinatérias de &acidos nucléicos (DNA
ou RNA), -oligonucleotideos que se ligam com alta afinidade e
especificidade a alvos moleculares determinados. Esta
técnica, denéminada SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by Eﬁponential-enfichmenyy foi desenvolvida._  simultaneamente:
e indebendéﬁtéhente por Tuerk e Gold e por Ellington and
Szostak (Tuerk e Gold., 1990 Ellington and Szostak., 1990)
(U.S. Pat. No. 5,475,096 Gold and Tuerk, 1995; U.S. Pat. No
5,270,163 Gold and Tuerk, 1993)) . Os oligonucleotideos
funcionais identificados nesse procedimento sdo denominados
aptameros (do latim, aptus significa 1ligar/encaixar, e do
grego, meros significa particula) (Ellington and Szostak, em
1990) .

Desde a sua primeira descrigao, a técnica SELEX tem
sido usada para selecionar, de bibliotecas combinatdrias

complexas de oligonucleotideos (aproximadamente 10%°
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sequéncias diferentes), moléculas de RNA e DNA com alta
afinidade e especificidade (aptameros) contra uma ampla
variedade de alvos, gque incluem: 1ions (Ciesiolka et al.,
1995), nucleotideos (Sassanfar— and Szostak, 1993), Aacidos
nucléicos (Ko et al., 1999), carboidratos (Yaﬁg et al.,
1998), aminoacidos (Geiger et al., 1996), peptideos (Bock et
al.,1992), antibidéticos (Berens et al., 2001), alvos
complexos como receptoies de membrana (ﬁlfich et al., 1998,
2002) e células inteiras (Wang et al., 2003, Homann and
Goéringer, 1999), entre outros.

. Uma expressi&a parcelaAdoé aptameros identificados se
liga aos seus alvos com afinidade e especiéicidade
semelhante & dos anticorpos monoclonais, sendo capazes, PpoOr.
éxemplo, de diferenciar o ATP do dATP (Sassanfar and
Szostak, 1993) ou ainda discriminar células PC12
diferenciadas em neurdénios de célﬁla“PCiz_parentais (Wang et
al., 2003).

A utilizagdo de oligonucleotideos como ligantes ou
inib;do;es ~de proteinas  baseia-se .na propriedade das
moléculas de DNA e RNA de reconhecer epitopos protéicos
especificos, semelhante a interacgao RNA-proteina e DNA-
proteina existentes na célula. As estruturas tridimensionais
de alguns aptdmeros complexados aos seus ligantes foram
determinadas e revelaram que a especificidade e afinidade da
ligacdo deles aos seus alvos sao conferidas pela combinagao
das seguintes propriedades: compatibilidade estrutural,
preciso empilhamento de anéis aromdticos, interacdes de van
der Waals e eletrostaticas e pontes de hidrogénio. Na
presenca do alvo, com a formagao do complexo de ligacao, o

aptamero sofre mudangas conformacionais adaptativas. O
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dobramento em uma estrutura tridimensional definida permite
ao aptamero encapsular completamente substancias pequenas
pela geracdo de um Dbolso de 1ligagdo especifica. Para as
moléculas com alta massa molecular, como proteinas,
diferentes estruturas da superficie do alvo sdo envolvidas
pela interacdo com o aptédmero (Hermann and Patel, 2000).

Procedimento de selegdo in vitro

Os passos fundamentais’ para a selecdo de ligantes,
utilizando a técnica de SELEX, correspondem basicamente ao:
desenho da biblioteca, interacao entre a colegéor‘de_
candidatos e a ; molécula'“ 'alvd; separagao dos
oligonucleotideos livres dos que interagem com o alvo,

amplificacéao das moléculas selecionadas, clonagem,

:sequenciamento & Garacterizagdo dos aptameros.

O ponto basico da técnica de SELEX é a sintese de uma

biblioteca de ssDNA cpntgnt@_aproximadamenté 10'® moléculas

diferentes, que a principio, podem adotar estruturas
tridimensionais unicas. As sequéncias geradas possuem
basicamente trés regides: uma randébmica com . 16. a 75-

poéigéés; ﬁés quais os quatro nucleotideos s&ao incorporados
com igual probabilidade. As regides aleatdrias s&o
sintetizadas pela adig¢do de uma mistura definida dos quatro
nucleotideos durante a sintese quimica em fase sdlida do
DNA. Flanqueando a sequéncia randdémica, ha duas regides
constantes, necessarias para o anelamento dos iniciadores,
para a digestdo com enzimas de restricdao e, no caso dos
aptameros de RNA, para a transcricdo in vitro com a T7 RNA
polimerase (Ulrich et al., 2006).

A colecgédo de oligonucleotideos pode ser usada

diretamente para a selegdo dos aptameros de DNA. Para os
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aptameros de RNA, a fita complementar do ssDNA é obtida por
sintese enzimatica éom a Tag DNA polimerase e a biblioteca
de RNA é gerada por transcrigdo in vitro (Ulrich et al.,
2005, 2006, Stoltenburg et al., 2007).

A etapa de seleg¢do, no procedimento de SELEX, destina-se
a encontrar as moléculas com maior afinidade pelo alvo de
interesse. A biblioteca de oligonucleotideos & incubada com o
alvo por um  periodo determinado. As sequéncias cém-baixa-ou
nenhuma afinidade tendem a permanecer livres na solugdo,
enquanto que as demais se associam ao alvo. ,O complexo
aptamero-alvo é separado-daé nmléculéé li&fes por um dos

varios métodos disponiveis, que incluem: adsorcdo em filtro

de "nitrocelulose, separacdo por gel-shift, eletroforese

“tapilar, entre outros (Chandra and Gopinath, 2006).

As moléculas de RNA ou DNA sdo eluidas dos seus sitios
QeJ%;gagéo, coletadas .e.amplificadas pbr-RT—PCR ou por PCR,
réspectivamente. A colecdo de dsDNA resultante, enriquecida
com sequéncias com afinidade pelo alvo, € preparada para um
novo ciclo de SELEX:HPgrg Oos aptameros de DNA, o dsDNA é-
desnaturado para a purificacdo da fita sense, utilizada no
procedimento, e no caso dos de RNA, a biblioteca €& gerada
por transcrigdo in vitro (Ulrich et al., 2005, 2006).

Uma sequéncia de eventos de ligagdo ao alvo, selecao e
amplificacdo é chamada de ciclo de SELEX. Estes passos sao
repetidos varias vezes até estabilizar a afinidade da
biblioteca pelo seu alvo. Entdo, no caso de aptémeros_de
RNA, a colecdo final de oligonucleotideos é reversamente
transcrita em cDNA, o qual é amplificado por PCR e clonado
em vetor |bacteriano. Clones sao isolados e aptameros

individuais sao identificados por sequenciamento - e
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posteriormente caracterizados 'quahto a afinidade e
especificidade de 1ligagdo ao alvo (Ulrich et al., 2005).
Adicionalmente, experimentos de mutagdo e truncamento podem
ser realizados para definir as regides minimas necessarias
para o reconhecimento do alvo (Ulrich et al., 2005, Bunka
and Stockley, 2006, Stoltenburg et al., 2007)

Os aptameros entdo identificados pelo procedimento de
SELEX ainda podem ter sua biodiéponibilidade—impléméntada em
fluidos bioldégicos. A biodisponibilidade dos aptéameros em
fluidos biolégicos ¢é direcionada principalmente por duas
propriedades: a estabilidade. em flui&os biolégicos' e a
depuracao siétémica (Dua et al., 2008). Os oligonucleotideos

sdo excelentes substratos para endo e exonucleseases do_ .

B }ara torﬁé—los fésistentes & acdo destas
enzimas varias modificacdes na cadeia dos oligonucleotideos
tém sido- sugeridas. Uma delas;Jpatente'U8566O9éS (Piekeh et
al., 1997), descreveu a substituigcdao do grupo 2’ —-0OH da
ribose de nucleotidéos de pirimidina por um grupo NHz ou por
um atomo de Flﬁor.— Como  os nucleosideos trifosfato -
‘modificados 27-NH, e 2/-F sao substrato da T7 RNA
polimerase, os nucleotideos de pirimidina com estas
modificacdes podem ser prontamente incorporados ao RNA em
uma transcricdo in vitro (Aurup et al.,1992). Ligantes de
RNA contendo nucleotideos com estas modificacdes apresentam
o tempo de meia vida elevado de 8 segundos para até 48 a 72
horas (de Smidt et al., 1991, Pieken et al., 1991, Ulrich et
al., 2004).

A biodisponibilidade dos aptameros também tem sido
implementada pelo acoplamento de grupos volumosos, <como O

polietilenoglicol, colesterol ou biotina-estreptavidina, a
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-

calda 5’ ou 3’ da seguéncia de RNA. Este procedimento tém
reduzido a depuracdo renal e, portanto, aumentado o tempo de
meia vida dos aptameros no plasma (Dougan et al., 2000, Ruckman
et al., 1998, Boomer et al., 2005, de Smidt et al., 1991).

Aptameros como agentes terapéuticos

Ao longo dos ultimos 20 anos, a investigaga@o e O
desenvolvimento dos aptameros demonstraram o seu potencial
como .uma nova e efetiva classe de moléculas terapéuticas. A

sequéncia destes ligantes, especialmente dos com potencial

em aplicacdes biomédicas, otimizagdes em seus protocolos de

selecdo, assim como modificacées gquimicas gue melhoram sua

estabilidade e farmacocinética, tem sido protegidos por

patentes. Um destes aptameros, o produto farmacéutico _

Macigen™ ~(pegaptanib sodium injection da Pfizer-Eyetech

Pharmaceuticals), o gqual antagoniza de forma eficiente e

seletiva a acgdo da isoforma 165 -do fator de "crescimento

endotelial-vascular (VEGF), foi o primeiro aptamero a ser
aprovado, em 2004, pelo FDA (US Food and Drug

Administration), para o tratamento _da, degeneragdao. macular

erlACionada ao envelhecimento (Bell et al., 1999, Eyetech

Study Group, 2002, Ishida et al-, 2063). Na tabela c.l1l podem
ser visualizados algumas patentes que descrevem aptameros
que serdoc ou gque Jja estao sendo avaliados em testes
clinicos.
Abaixo estao resumidas algumas caracteristicas que
fazem dos aptameros atrativos agentes terapéuticos:
. O processo de SELEX é aplicavel a diferentes classes de
alvos. Moléculas com estrutura simples, complexa ou uma
mistura de compostos sem a composigao previamente

definida, podem ser utilizados como alvos para a
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selecdo de aptameros com sucesso.

Os aptameros podem ser selecionados com alta afinidade
e especificidade pelos seus alvos, semelhante aos
anticorpos monoclonais. A maioria dos valores de Kd
calculados estdo na faixa de nanomolar a picomolar.

Em contraste aos anticorpos, os aptémeros sao

selecionados por um processo in vitro independente de

~animais- ou "~ linhagens celulares. Assim, o processo de

SELEX é também aplicavel em uma variedade de condigdes

nao fisiolégicas para diagndstico in vitro.

A selecdo pode ser realizada para moléculas tdéxicas ou

para ndo imunogénicas.

Varias modificacgdes podem ser introduzidas nas etapas_

basicas de SELEX para direcionar a selecdo de aptameros

com caracteristicas desejadas e aplicaveis aos

processos de interesse. .
Aptameros podem readquirir a sua conformag¢do original
apdés a exposigdo a altas temperaturas.

Ndo ha evidéncias da imunogenicidade destas. moléculas-

(Bouchard et al., 2010).

Antidotos especificos para OsS aptameros podem ser
desenvolvidos para reverter a sua atividade.

Varios métodos podem ser empregados para modificar os
aptameros apdés o processo de selecdo, a fim de melhorar

a afinidade, a poténcia e a estabilidade metabdlica

destas moléculas.

Tabela 1 - Aptameros patenteados para terapia e diagnédéstico

(adaptada de Majunder et al., 2009)

Namero da Inventor/

Descrigac Droga
Patente Applicant
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Molécula de _acido

nucléico que se liga

ao receptor VEGF com |
Janjic N, Gold L
UsS20040224915 alta afinidade e | Macugen
Gilead Sciences, Inc.
| inibe a funcao do
VEGF (Janjic and
Gold, 2004)
Aptamero gue se 1liga
_ { ao - complemento e’ .
agentes anti-C5 uteis
Epstein D, Kurz JC ARC13905 ou
WO07103549 para o tratamento de
Archemix Corp. ARC187
desordens . oculares-
- (Epstein and Kurz ,
2007)
Benedict C, Diener J, _ .
- -7 EﬁgteintD;:érgté D, Aptéamero terapéutico
Keene SC, Kurz J, Kurz para o tratamento de
' M, McCauley TG, . desordens _ |.ARC1905 ou .
0520060105980 .. e = = : < ; : i
. Rottman J, Thompson K, relacionadas - ao | ARC187
Wilson C, complemento (Benedict
Zoltoski AJ et al., 2006)
Archemix Corp. - - - i C
Métodos, composigdes e
Green C, Jones D quites para modular a Agrol00/AS1
UsS20090131351
Antisoma Research Ltd proliferacgdo celular | 411
(Green and Jones, 2009)
Aptamero que se 1liga
ao fator de von
Diener JL, Lagasse
Willebrand e seu uso
Us20090149643 HAD, Benedict C ARC1778

Archemix Corp.

terapéutico em
disordens trombdticas
(Diener et al., 2009)
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Formulacdes e métodos

Archemix Corp.

alta afinidade

(Diener et al., 2007)

Gilbert J, Hutabarat de uso do aptamero
ARC1779
wo081504985 R, Schaub RG para o fator de von
Archemix Corp. Willebrand (Gilbert
et al., 2004)
Administracgdo do
Rusconi CP, Tonkens RM sistema
Us20090048193 Regado Biosciences, anticoagulante Regl | Regl
Inc. (Rusconi and Tonkes,
| 2009)
Rusconi CP Moduladores de
Us20080153769 Regado Biosciences, fatores .da coagulacgdo | Regl - - —~
Inc. (Rusconi, 2008)
Ligantes de acidos
Lupold SE, Lin Y,
nucléicos dirigidos | Aptédmero _
UsS20050158780 Hicke BJ, Coffey.D..-}= - - - = - =~ il S
e contra o PSMA (Lupold | anti-PSMA
R Gilead Sciences, Inc:
| et al., 2005)
. | Métodos e composigdes,
- = N Vivekananda J, Kiel JL |~ = 7 B
- | para aptameros contra | Aptamero
US6569630 Conceptual MindWors, ‘ ’
antrax (Vivekananda | anti-antrax
Inc.
and Kiel, 2003)
L L | Acidos nucléicos como ]
- - Hicke B, Warren S, ‘ Aptamero
| ligantes de Tenascin-
UsS20060105378 Parma D, Gold L anti-
| C (Hicke et al.,
Gilead Sciences, Inc. Tenascin
2006)
Aptameros gue se
Diener JL, Wagner-—
ligam a trombina com
WO07025049 Whyte J, Fontana D NU172

Receptores Purinérgicos

O subtipo de receptores para o qual foram

aptéameros,

alvos desta

patente, é o

dos

obtidos os

receptores

purinérgicos P2Y2, cujos ligantes endégenos sdo nucleotideos
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e nucleosideos de purina e pirimidina.

Os nucleotideos sao compostos de ocorréncia natural,
encontrados em todas as c¢élulas vivas, nas guais eles
exercem funcdes bioquimicas e fisioldgicas bem definidas. No
meio intracelular, o nucleotideo ATP representa a principal
“moeda energética” para o metabolismo bioquimico, enquanto
no espaco extracelular, o ATP e demais anadlogos, atuam como
potentes moléculas sinalizadoras.

Como sinalizadores, os nucleotideos e seus metabdlitos

exercem suas fungdes via uma variedade de receptores,

- denominados receptores purinérgicos, os quais sdo divididos

em duas classes distintas: os receptores Pl, ativados por

adenosina, e os receptores P2, subdivididos em P2X e P2Y,

‘sefisivéis acd ATP e a seus analogos (Abbracchio et al., 2008).

Os receptores P2X estao distribuidos no sistema nervoso

(autondmico, - central; neurdnios entéricos- e - sensoriais’ e

células  coclear e da retina), vascular (cardiomidcitos,
misculo liso e endotélio) pulmonar e digestivo (muasculo liso
visceral e endotéliof, alémAdQ_mﬁsculo esquelético, osso e
céluiaé hémétoéoiéticas (Jacobson, 2010). Estes receptores
constituem canais idénicos operados por ligante, sendo que

sete subunidades destes j& foram identificadas (P2X1-P2X7),

e podem formar receptores homodiméricos e/ou
heterodiméricos, agrupando trés subunidades. A 1ligagdao do
ATP aos receptores pP2X desencadeia uma mudancga
conformacional e um poro transmembranar é revelado,

*2  os quais

permitindo o influxo de cations como ©O Na® e o Ca
despolarizam células excitaveis e ativa enzimas citosélicas,
respectivamente (Abbrancchio et al., 2008, Dale and

Frenguelli, 2009) . @) conhecimento da estrutura dos
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receptores P2X foi melhorado com a determinacao da estrutura
do subtipo P2X4 por cristalografia de raio-X (Kawate et al.,
2009 Young, 2009). Contudo, estes dados estruturais ainda
nao foram suficientes para estabelecer o preciso sitio de
interacdo do ligante com o receptor.

Os receptores P2Y pertencem a superfamilia de
receptores de membrana acoplados a proteina G, apresentando
a topologia ~tipica ~~desta “familia (sete a—hélices-
transmembrana, um dominio N-terminal ' extracelular e um
dominio C-terminal intracelular). Até o momento foram
clonados e caracterizados oitonsubﬁibos em mamiferos: P2Y1,
pP2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1l1l, P2Y12, P2Y13 e P2Y1l4, sendo gue

estes apresentam uma diversidade relativamente alta na

‘coOmposigao de aminoacidos (19-55% de similaridade),
mostrando diferencas significativas ‘em seus perfis
farmacolégicos _e operacionais. (Abbracchio ‘et - al., 2006,

Abbracchio et al., 2008).

Ao contrario dos receptores P2X que, em ambiente

fisioldégico, sd@o ativados por ATP, os subtipos de receptores

VPéY possuem farmacologia diferenciada: os receptores

purinérgicos de humano P2Y1 (ADP), P2Y6 (UDP), P2Y12 (ADP) e
o P2Y13 (ADP) sdo ativados principalmente por nucleosideos
difosfato, o P2Y14 por UDP glicose, enquanto os receptores
P2Y2 (ATP, UTP), P2Y4 (UTP) e P2Y1ll (ATP) sao ativados por
nucleosideos trifosfato. (Abbracchio et al., 2006,
Abbracchio et al., 2008).

Com base na similaridade filogenética, na presenga de
aminodcidos importantes para a ligagao dos ligantes e na
seletividade “de acoplamento a subtipos da proteina G, os

membros da familia de receptores P2Y foram divididos em dois
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subgrupos: o composto por P2Y1l, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y1l e O
subgrupo formado por P2Y12, P2Y13 e P2Y14. O primeiro
subgrupo usa principalmente Gq/G11 para ativar a PLC
(fosfolipase C), levando a formagao de IP3 (inositol 1,4,5-
trifofosfato) e & mobilizacdo de célcio a partir de estoques
intracelulares, enquanto os receptores do segundo subgrupo
se acoplam gquase exclusivamente a membros da familia de
proteinas Gi,,, levando a inibicao da adenilatb ciélase‘é a

inibicdo de canais idnicos. Também ¢é possivel o acoplamento

do mesmo receptor P2Y a diferentes proteinas G, indicando
que a sinalizacéao désencadeada:éor um agdhisté especifico
envolva distintas conformacgdes ativas do receptor
(Abbracchio et al., 2006, Abbracchio et al., 2008). Como
“exXemplo hd o receptor P2Y1ll, sua ativagdo pelo ATP leva a

elevacdo dos niveis de cAMP, de IP3 e do calcio citosdlico,

- enquanto sua ativacdo pelo UTP desencadeia a mobilizacd&o de

calcio para o citosol sem o aumento da concentracgao de cAMP

e de IP3 (White et al., 2003).

Vérias .desérigées _ davr>liﬁeratura tém = apontado . a
siﬁalizagéo e gs receptores purinérgicos como um sistema
primitivo, envolvido em processos como a sinalizacdao
neuronal, resposta imune, inflamag¢ao, dor, agregagao
plaguetaria e em eventos como a diferenciacdo, proliferacgao e
morte celular, ‘que ocorrem no desenvolvimento e na
regeneracgao tecidual (para revisdao Burnstock 2006a, 2007a,
Burnstock and Knight, 2004, Abbracchio and Burnstock, 1998).

Contudo, em muitos casos, a caracterizacdao
farmacoldgica dos subtipos de receptores purinérgicos

envolvidos em cada processo €, portanto, a identificagdo de

provaveis alvos terapéuticos, tem sido dificultada pela
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reduzida disponibilidade de ligantes especificos paré cada
subtipo destes receptores (von Kugelgen, 2006) . Neste
contexto se enquadra o subtipo purinérgico P2Y2.

Receptor Purinérgico P2Y2

Os aptameros identificados, alvos desta patente, sdo

ligantes do receptor purinérgico P2Y2.

) receptor purinérgico P2Y2 Jja foi clonado e
caracterizado farmacologicamente em varias espéciés
incluindo: humanos, ratos e camundongos (Parr et al., 1994,
Chen et al., 1996, Lustig et al., 1993). Este receptor é
amplamenté'distriﬁuidoAno corporhumano, éendo gue o seu mRNA
ja foi detectado em tecidos do musculo esquelético, coracgao,
sistema nervoso, baco, pulmido, medula Ossea, linfécitos,
Am5CE6f§505'k3 com um nivel menor de expressdo no figado,
estémago e pancreas (Moore et al., 2001).

Trabalhos - da .literatura- tém - descrito- a ‘relevancia
destes reéeptores em diversos processos bioldgicos: a
ativacdo do receptor P2Y2 no epitélio das vias aéreas
promove a absorgéé de Naﬂi a secrecgdo de Cl  _dependente- e
.iﬂdebénaente de CFTR (Regulador de Condutéancia
transmembranar da fibrose cistica), bem como O batimento
ciliar e a secrecdo de muco, processos gque estao alterados
em determinadas patologias que acometem as vias
respiratérias, como a fibrose cistica e a bronquite crdénica
(Kellerman et al., 2002, Yerxa et al., 2002; Novak, 2003,
Lazarowski and Boucher, 2009). Na conjuntiva, seus agonistas
estimulam a secrecdo de lagrimas, sendo alvos para terapia
de pacientes com sindrome dos olhos secos (Yerxa, 2001).

A estimulacdo do receptor P2Y2 também esta associada ao

aumento da sintese e/ou liberagdao de &cido araquidébénico,
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prostaglandinas e 6xido nitrico (Weick et al., 2003, Xu et
al., 2003) e a elevacdo da sua expressdo em células musculares
é regulada por agentes que medeiam a inflamagdo, incluindo,
interleucina (IL)-1B, interferon (IFN)-y e fator de necrose
tumoral (TNF)-o (Hou et al., 2000). Como exemplo de aplicagao
terapéutica, a inibig¢&o do receptor P2Y2 protege contra lesdes
e enfisemas em fumantes (Cicko et al. 2008).

Em astroécitos, Camden et al. demonstraram que a
ativacdo de P2Y2R estimula o processamento da proteina
precursora do amildide (APP) dependente da «o-secretase,
gerando o peptideo né&o émilgidogéniéo é neuroprotetor sAPP«a.
Esta descoberta sugere o papel neuroprotetor do P2YZ2R em
desordens neurodegenerativas, como na doenga de Alzheimer
=(Camdéﬁ’éf"bi.i_2605)-_Contudo, ao contrario do seu papel
neuroérotetor, as agoes do receptor pP2Y2 podem ser
neu;qigflamat@rios,%:‘promqvendo condicdes patofisioldgicos
.como a vastrogliosé reativa (Weisman et al.,- 2005) .
Evidéncias experimentais indicam também a participacao de.
recepﬁores P2Y2 em processo§ _ de neoplasia . incluindo
proliferagéo de células de carcinoma de mama e de cdlon
(Bilbao et al., 2010; Nylund et al., 2007).

Resumindo, relevancia destes receptores foi demonstrada
em mecanismos de sobrevivéncia celular, neuroprotecao
(Chorna et al., 2004, Franke et al., 2006, Burgos et al.,
2007), na cardioprotegao, inflamacdo na proliferacadao e
diferenciacdo (Arthur et al.,2005, Coutinho-Silva et al.,
2005, Resende et al., 2007, 2008), e regulacado do <ciclo
celular (Miyagi et al., 2006, Malam—-Souley et al., 2006).

A diversidade de respostas celulares mediadas pelo

P2Y2R é devida, em parte, as suas caracteristicas

’
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estruturais, as quais os capacitam a estimular diferentes
vias de transducdo de sinal. Em adig¢do a via classica, que
ativa a PLCB1, via Gog/i11s levando a hidrdélise do
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato em IP3 e diacilglicerol,
segundos mensageiros para a liberacgao de cidlcio de estoques
intracelulares e para a ativagao da PKC, respectivamente; o
receptor P2Y2 contém em sua calda C-terminal dois sitios de
ligacao a< SH3 (PXXP, em que P & uma prolinéve X é.qualéuer
aminodcido) que interagem diretamente com a tirosina guinase

Src para transativar os receptores do fator de crescimento

epidermal (EGF), do fator - de crescimento derivado de
plaqueta (PDGF) e o receptor 2 do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (Liu et al 2004, Seye et al.,

2004 MEGarrigle and Huang, 2007). O P2Y2R também contém, na

primeira alga extracelular, uma sequéncia Arg-Gly—-Asp gque O
acogl§i;§sz integrinas. osP3i/Ps, sendo - que esta interacgdo é
necesséria para ativar as pfoteinas Gg e Gz e inicidr os
eventos que culminam com a migragdo celular (Bagchi et al.,
2005, Liao 2007).

- De&idé é-éséés.caracteristicas, o receptor P2Y2 €& um
intrigante alvo para o desenvolvimento de novas drogas.
Contudo, as moléculas até entdo descritas possuem limitacdes
quanto a seletividade, poténcia e resisténcia as
nucleotidases (Brookings et al., 2007; Davenport et al.,
2007; Sauer et al., 2009).

Os 1ligantes fisioldégicos de P2Y2, ATP e UTP, além de
serem prontamente degradados em fluidos bioldgicos, possuem
uma baixa especificidade pelo P2Y2, atuando como ligante de
muitos outros subtipos purinérgicos (Parr et al., 1994,

Lustig et al., 1993, Jacobson, 2010) . Os nucleotideos
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modificados UTPVYS e ATPvyS (Lazarowski et al., 1995a,
Lazarowski et al.,1995b), apesar de possuirem uma
estabilidade superior frente a acao de nucleotidases do que
os nucleotideos fisioldgicos, estdo sujeitos a oxidagéo
gquimica (Jacobson, 2010). Outros analogos do UTP,'descritos
como agonistas seletivos do receptor P2Y2: 2-thio-2'-amino-
2'deoxy-UTP e 2-thio-UTP (El-Tayeb et al., 2006, Ivanov et
al., 2007), dificilmente se tornarao drogas>de§ido as suas
presumiveis instabilidades fisioldgicas a agdo de fosfatases

(Hillmann et al., 2009).

Os agonistas com estrutura de dinucleotideos, Up4U e
Up4dC, submetidos a testes clinicos como novos tratamentos

para a sindrome dos olhos secos e fibrose cistica,

respectivamente, (Nichols, 2004, Deterding et al., 2005)

possuem poténcia, eficdcia e seletividade apenas moderadas
(quokinggmet:al,,‘20Q7;5Davenport et ali,=2003;‘$auer et
él., 2009,'Hillmann et al., 2009). Embora essas moléculas
sejam metabolicamente mais estaveis do gue . os

mononucleotideos ATP e UTP, elas geralmente possuem uma .curta

meia-vida devido a hidrélise enzimdtica,- especialmente por

pirofosfatases (NPPs) (Vollmayer et al., 2003).

Apesar do relativo progresso em relacgao ao
desenvolvimento de agonista especificos contra o receptor
P2Y2, o fato é que ainda n&ao ha antagonistas definitivos
disponiveis (Jacobson, 2010). O AR-C 126313 e seu analogo de

alto peso molecular AR-C 118925 foram descritos como

antagonistas seletivos de P2Y2, contudo parece que a
afinidade destes compostos é de micromolar (Kindon et
al.,1998). As grandes moléculas polianidnicas Reactive Blue

e Suramina, antagonistas classicos do receptor P2Y2, nao sao
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seletivos e possuem poténcia apenas moderada (Brown and
Brown, 2002, Charlton et al.,1996). Alguns' flavondides e
seus derivados, como a tangeretina, também forma avaliados
como antagonistas de P2Y2, estas moléculas réduziram a
amplitude da resposta do receptor P2Y2 ao UTP, mas nao o
valor do ECsg, indicando um antagonismo alostérico (Kaulich
et al., 2003).

Estado da técnica:

O documento US 5,837,861 refere—-se a estruturas da forma:

o) o
H H

Il I

B o P—O P—X—
| I
OH OH - O
n

o

P

Em que X é oxigénio, metileno ou difluormetileno, n € 0
ou 1, m é& 0 ou 1, n+tm ¢& O, 1 ou 2 e B e B’ sdo
independentemente residuos de purina ou pirimidina ligados
pela posigdo 9 ou 1, respectivamente. Os compostos da
presente invencdo sdo agonistas altamente seletivos do
receptor purinérgico P2Y2 e, portanto, s&do tteis no
tratamento de doencas pulmonares obstrutivas crdnicas tais
como brongquite crdénica, PCD, fibrose cistica e na prevengao

da pneumonia.
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O documento WO 99/09998 refere-se a ‘compostos de

férmula I1:

m

onde X; e X, sdo cada um independentemente O" ou S; X3
e X, sdo cada um independentemente —~H.ou —OH, - com a- ressalva
de gque o X3 e X4 nado sejam simultaneamente -H, R1 é
selecionado do grupo consistindo de O( imido, metileno e
dihalomet%}g@é{_RZ é selecionado. -do. grupo- consistindo” em H,
ﬁéié, algquila, alquila substithida, nitro, alcoxil e azido;

R3 ¢é selecionado a partir do grupo consistindo em H,

" alquila; -acila; "aril’ e “arilalquil e R4 é selecionado do

grupo que consiste de -OR’, -SR’, -NR’, e -NR'R”, onde R 'e

R "s3do independentemente selecionados do grupo consistindo

~de _ H,. alquila, - artla- substituida, 'alquila}“ érila

substituida, arilalquil, alcoxil e ariloxil, com a ressalva
de que "R" estd ausente gquando Rs; é ligada duas vezes a um
dtomo de oxigénio ou de enxofre ao carbono na posigao 4 do
anel de pirimidina, s&o utilizados em métodos de hidratacao
das secrecdes muco do pulmao e tratar doencgas pulmonares
como a fibrose cistica, pneumonia associada a ventilacao
mecanica, bronguite crénica, doenca pulmonar obstrutiva
crdénica e discinesia ciliar primaria.

O documento US 5,763,447 refere-se a um método para

promover a drenagem de secrecles nas vias aéreas
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congestionadas de um paciente acamado ou imobilizado ou em
um paciente entubado/mecanicamente ventilado.

O documento WO 01/45691 apresenta um processo para
regular as secrecbdes de agua e mucina e o transporte de
fluido no trato gastrointestinal. a invengado também
apresenta um processo para o tratamento de uma doenga
gastrointestinal, em que a barreira mucosa do sistema
gastrointestinal = estéja prejuaicéda; }x‘ invencgao tamﬁém
apresenta um processo para corrigir disturbios de secregao
ou absorcdo de fluidos no sistema gastrointestinal. o)
procéSso ‘compreende a adminis&ragéo a um paciente de um
composigao farmacéutica compreendendo um agonista de
receptor p2y purinérgico, em uma guantidade eficaz para
¥egular as secregdes de &agua e mucina ou para corrigir o
transporte anormal de fluido no trato gastrointestinal. a
comppiigéo_farmapéutica usada nesta -invencdo -~compréeende um
agonista de receptor purinérgico p2y, como 5'-difosfato de
uridina (udp), 5'trifosfato de uridina (utp), 5'-difosfato

de citidina (cdp)., 5'—trifpsf@to de citidina -(ctp), -5'-

-difosfato de adenosina (adp), 5'—trifosfato de adenosina
(atp) ., e seus analogos; e compostos de polifosfato de
dinucleotideo de férmula generica (iv) . O composto &

preparado em uma forma oral, uma forma injetavel ou uma
forma de supositédério, e € administrado a um paciente.

O documento WO 98/34593 +trata de um processo €
preparacdo para a estimulagcdo de secrecgao de lagrima em um
sujeito em necessidade de tal tratamento. O processo
compreende administragdo as superficies oculares do sujeito
de um agonista de receptor purinérgico tal como uridina 5'-

trifosfato [utpl, dinucleotideos, citidina 5'-trifosfato
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[ctpl, adenosina 5'-trifosfato [atp], ou seus anélogos. e
derivados terapeuticamente uteis, em uma quantidade efetiva
para estimular secregdo de fluido lagrima e aperfeicgoar
drenagem do sistema lacrimal. Formulacdes farmacéuticas e
processos de fabricagdao das mesmas também sdo mostrados.
Processos de administracéao das mesmas podem incluir:

administracdo tépica via um liquido, gel, creme ou com parte

‘dé’ uma lente de contato ou membrana de liberacdo seletiva;

ou administracao sistémica via gotas nasais ou spray,
inalagdo por nebulizador ou outro dispositivo, forma oral.
(liquido ou piiula), injetével, instilacdo intra-operativa
ou forma de supositdrio.

O documento WO 00/30629 refere-se a um método de.
estimular secreg¢des ce?vicais e vaginais em um mamifero por
tratamento com agonistas purinérgicos p2y~ 2~ e/ou p2y~ 4~.
E “discutido o +tratamento dé=sécﬁra“vaginalﬁaESOdiadaﬁcom
menbpausa, 'quimioterapia, e varios estados de doenga bem
como> o tratamento de dor vulvar. Agonistas receptores
pprinérgicos adequados incluem trifosfato de nucleotideos
tais como 5-trifosfato de uridina, 5'-trifosfato de citidina
e S5'trifosfato de adenosina, polifosfatos de nucleotideo,
tais como tetrafosfato de p~ 1~, p~ 4~ -di(uridina-5') e
seus analogos. Esses agonistas receptores purinérgicos sao
Giteis para estimular secregdes cervicais e vaginais e no
tratamento de secura vaginal em mamiferos.

O documento WO 01/87913 providencia um método de
prevengdo ou tratamento da degeneragdo retiniana oriunda de
condicdes patofisiolégicas ou fisicas. O método compreende a
administracdo a um paciente de uma composigdo farmacéutica

compreendendo um ligante ao receptor p2y purinérgico numa
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guantidade eficaz para elevar sua concentracao extracelular

para ativar os receptores p2y superficiais celulares da glia

e neuronais retinianos e produzir uma resposta
neuroprotetora. Métodos -de administracgao incluem bolus
intra-vitreo e administracao prolongada, liberacgao
transescleral e administragao sistémica e toépica. A

composicdo farmacéutica util nesta invencgao compreende um

_agonista -do receptor purinérgico p2y incluindo uridina 5'-

di'- e trifosfato (udp, utp) e seus analogos, adenosina 5'-
difosfato (adp) e seus analogos, citidina 5'-di-_. e
trifosfato (cdp, ctp) e seus andlogos e compostos

polifosfato de dinucleosideo.

Nenhum dos documentos mencionados acima se refere a
aptameros” ou sequéhcias de DNA/RNA com sequéncias
especificas. Nota-se também que nenhum destes compostos foi
descrito como antagonista como na presente invencao.

Além disso, existem empresas principalmente no
exterior, mas também recentemente no Brasil com a finalidade
de comercializagao de aptameros. Os aptameros s&o produzidos
em'iafgakescala-por sintese quimica (os custos de sintese de
oligonucleotideos diminuiram muito ao longo dos ultimos
anos). Exemplos de empresas que comercializam aptémeros para
fins terapéuticos, diagndsticos e biotecnoldgicos sdoc Noxxon
Pharma, Alemanha, Archemix EUA, NascaCell, Alemanha, Clave
Biotecnologia Brasil. Ndo ha impedimentos na comercializacgao
de aptameros quimicamente modificados.

Portanto, diante do gue foi apresentado, a descrigao de
novos ligantes contra o receptor P2Y2, alvos da presente
invencdo, surge como uma nova perspectiva no estudo dos

receptores purinérgicos € no desenvolvimento de novos
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ligantes contra estes receptores. Antecipa-se que os
aptémeros identificados possuem efeitos em todos os
processos fisioldégicos e patofisioldgicos nos gquais os
receptores P2Y2 participaﬁ, incluindo fibrose cistica.

Sumario da Invencao

Apesar dos inumeros esforgos da comunidade cientifica
no sentido de sintetizar e identificar 1ligantes contra o
- receptor purinérgico P2¥2, o fato é que a maioria das
moléculas até entdo disponiveis possuem limitagdes gquanto a
biodisponibilidade, afinidade e especificidade (Brookings .et .
al., 2007; Davenpbrtret él-, 2007; Sauer et al., 2009).

O aptamero descrito nesta invengao apresentou afinidade

pelo receptor P2Y2, expresso na linhagenlH{%g%g}JJ;g§,:187p5sﬁ

“-"AM; Um valor aproximadamente 10 vezes inferior ao calculado,

sob as mesmas condicdes, para o agonista fisioldgico ATP,
_seQdQH_pépaga de . inibir. a. protegdo -conferida pelo "ATP a
apoptose em umé concentracdo mil vezes menor do que a do
ATP. A afinidade desse aptamero pelo P2Y2 também foi, pelo
menos, 17 e 49 vezes infegiorL respectivamente,»jaOW valor -
bbfiaérpéfaxé sua ligacdo aos subtipos purinérgicos P2Y1l e
P2Y4, expressos na superficie das c¢élulas 1321N1. Estes
dados demonstram o potencial desse aptamero como um potente
e seletivo ligante do receptor P2Y2, sendo gue suas
propriedades como tal ainda podem ser implementadas com a
determinacao da sequéncia minima do aptamero necessaria para
sua interacdo com esse receptor.

Outra vantagem deste aptamero em relagdo aos demais
ligantes do receptor P2Y2 estéa relacionada a sua

biodisponibilidade: a preéenga dos nucleotideos modificados

2F’-CTP e 2F’-UTP na sequéncia dessas moléculas confere a
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elas uma consideravel estabilidade a degradacgao por
ectonucleotidases (de Smidt et al., 1991, Pieken et al.,
1991, Ulrich et al., 2004). Além disso, a biodisponibilidade

destas moléculas, em ensaios in vivo, ainda pode ser

aumentada pela dimuinuigao da depuracgdo renal, com
~acoplamento delas a moléculas volumosas como o
polietilenoglicol, colesterol ou biotina-estreptavidina

(Dougan- et al., 2000, Ruckman et al., 1998, Boomer et al.,

2005, de Smidt et al., 1991).

P

Devido a essas caracteristicas, o receptor P2Y2 é um-

intrigante alvo para o desenvolvimento de novas drogas.
Contudo, as moléculas até entdo descritas possuem limitacgdes

quanto a seletividade, poténcia e resisténcia.._ .as.

2007; Davenport et al.,
2007; Sauer et al., 2009). )
Os ligantes ;fisiolég-icos=:de;;P2Y2, ATP e UTP, além de
serem prontamehteAdegradados em fluidos bioldgicos, possuem
uma baixa especificidade pelo P2Y2, atuando  como ligante de

muitos outros subtipos _purinérgicos .. (Parr et -al., 19%4,

-Lustig et al., 1993, Jacobson, 2010) . Os nucleotideos

modificados UTPyS e ATPyYS (Lazarowski et al., 1995a,
Lazarowski et al.,1995b), apesar de possuirem uma
estabilidade superior a agdo de nucleotidases do qgue os
nucleotideos fisioldgicos, estdo sujeitos a oxidacgao guimica
(Jacobson, 2010). Outros anadlogos do UTP, descritos como
agonistas seletivos do receptor P2Y2: 2-thio—-2'-amino-
2'deoxy-UTP e 2-thio-UTP (El-Tayeb et al., 2006, Ivanov et
al., 2007), dificilmente se tornarao drogas devido as suas
presumiveis instabilidades fisioldgicas frente a acgao de

fosfatases (Hillmann et al., 2009).
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Os agonistas com estrutura de dinucleoﬁideos, Up4U e
Up4dC, submetidos a testes clinicos como novos tratamentos
para a sindrome dos olhos secos e fibrose cistica,
respectivamente, (Nichols, 2004, Deterding et al., 2005)
possuem poténcia, eficacia e seletividade apenas moderadas
(Brookings et al., 2007; Davenport et al., 2007; Sauer et
al., 2009, Hillmann et al., 2009). Embora essas moléculas
sejam metabolicamente ~ mais esféveié .do que os
mononucleotideos ATP e UTP, elas geralmente possuem uma curta
meia-vida devido a hidrdlise enzimétiga, especialmente por
pirofosfatases (NPPS)"(Vollmayer et al., 2003).

A reduzida disponibilidade de ligantes subtipos

especificos contra o receptor P2Y2 e demais subtipos

“plitfinérgicos, vem dificultando a elucidagdao das fungdes

exatas desses receptores em processos fisiopatoldgicos e,
;onseggen;emente;,limitahdo a-exploracao de seus poténéiais
térapéuticosﬁ A identificacdo de aptameros com afinidade
pelo receptor purinérgico P2Y2 utilizando a. tecnologia de

de uma forma geral,. uma .nova -perspectiva para o

SELEX traz,
dééeﬁ&él&imento de ligantes especificos contra os receptores
purinérgicos; e particularmente em relacdo ao P2Y2, o
aptamero B7, e, por conseguinte todas as seguéncias da
classe I de aptémeros (por apresentarem uma regiao consenso
comum ao aptémero B7), surgem como uma nova ferramenta para
explorar o papel patofisioldgico destes receptores na
pesquisa basica e clinica, abrindo a possibilidade que estas
moléculas se tornem compostos de alta relevancia
farmacéutica.

Breve Descricio dos Desenhos

A Figura 1 mostra um Esquema de selecgéao in vitro de
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aptémeros de RNA resistentes a acao de nucleaseé.contra (o)
receptor purinérgico P2Y2.

A Figura 2 mostra graficos com a caracterizagdo das
células de astrocitoma humano 1321N1 transfectadas com o
vetor pLXSN contendo a seguéncia codificante do receptor
purinérgico P2Y2 humano (1321N1-P2Y2).

A Figura 3 mostra a biblioteca de DNA e iniciadores
utilizados na identificacao 'dem aptéﬁeros de RNA para o
receptor P2Y2 por SELEX.

A Figura 4 mostra a curva para a determinacdo do Bpax -€

do Ky, da mistura dos 46 aptameros caracterizados no ciclo

9, em relacdo a ligacdo destes a preparac¢cao de proteinas de

membrana da célula 1321N1—hPZY2.7_7

a Figﬁ£a75 mostra o ensaio de competicdo hombéloga para
determinar a ligacéao do aptéamero B7 as células de
astroglibﬁa=’=humaﬁo%'"1321Ni “éXpreéééndo T oo 'recéptor
recombinante P2Y2 de camundongo.

A Figura 6 mostra o ensaio de competicdo homdéloga para
a ligacao do ATP as células de.- astroglioma humano 132INI1
expressando o receptor recombinante P2Y2 de camundongo.

A Figura 7 mostra o ensaio de competigdo homdloga
Aptémero B7.

A Figura 8 mostra a inducdo a apoptose de células P19
indiferenciadas.

Descricido Detalhada da Invengio

Esta invencdo apresenta uma familia de 21 sequéncias de
ribonucleotideos (modificadas guimicamente, pela
substituigcdo do grupo 2’-0OH dos nucleotideos de pirimidiﬁa
por um atomo de Fluor: 2’F-dCTP e 2’'F-dCUTP) com alta

afinidade de 1ligacdo ao receptor purinérgico P2Y2. Tais
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dcidos nucléicos foram identificados pelo método SELEX,
acrénimo para Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment. As 21 seguéncias descritas sdo caracterizadas
por apresentarem uma regido consenso de oito nucleotideos
(CCUCGCUG) como base nas suas atividades de 1ligagao ao

receptor P2Y2.

O primeiro representante caracterizado desse conjunto, o

“aptamero B7, apresentou uma consideravel afinidade (constante

de dissociacdo de 164 nM) e especificidade de 1ligagdao ao
receptor purinérgico P2Y2, mostrandq uma atividade bioldgica -
inibitéria éébréAmesﬁo:ia éﬁal foi comprovada pela capacidade
desta molécula de inibir a protecdo contra a apoptose

desencadeada pelo ATP, via o P2Y2.

Desta forma, pretende-se reivindicar a sequéncia do

aptamero B7 (5’ GGGAGAAUUCAACUGCCAUCUAGGCGGUCGAUUGAUCCUCG

. CGCCUUACUCCAGGCUAGUACUACAARGCUUCUGGACUCGGU 37) e também a dos

demais 20 oligonucleotideos bertencentes a mesma classe de
B7 (formados pelas regides randdémicas descritas na tabela 2
flanqueadas pelas _ _ _sequéncias - - -constantes - = @ 1t~
5’ GGGAGAAUUCAACUGCCAUCUAGGC3’ e 2: 5’AGUACUACAAGCUUCUGGACUC
GGU 3’), j& que as propriedades apresentadas pelo aptéamero
B7 predizem as dos outros aptameros, pelo fato destes
possuirem, em comum, a sequéncia consenso CCUCGCUG, na qual
estdo localizados os nucleotideos gue provavelmente devem
interagir com o receptor P2Y2. Desta forma, em acordo com
varios estudos publicados sobre a técnica SELEX, as demais
20 seguéncias, ainda néao caracterizadas, deveriam possuir
atividade, de 1ligacdo ao receptor P2Y2, inibitdéria, com
constantes de dissociacdo na faixa de 10 nM a 10 pM. Os

aptameros serdo utilizados em concentragbes de 10 nM a 10 pM
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em formulacdes de tampdo PBS (tampdo fosfato salino) para
ensaios in vitro ou solucdo salina fisioldgica (0.9 % NacCl)
+ 1.5 mM MgCl, quando utilizado para injegdo intravenosa ou
intratumoral para aplicacgdes in vivo. Processos de
administracdo das mesmas podem também incluir: administracgdo
tépica via um liquido ou gel ou administracgdo sistémica via
gotas nasais ou spray, inalag&o por nebulizador ou outro
dispositivo; injetavel, instilacao intra—operétiva ou forma
de supositoédrio.

Uma vez conhecidos os efeitos do receptor P2Y2 na

inibicdo de apoptose, os antagonistas deste receptor, como o

aptamero B7, possuem relevdncia como possiveils terapéuticos,
por exemplo, na inibicdo de apoptose que diminuird o numero

de células viaveis que possam proliferar. Sabe-se também do

papel do receptor P2Y2 em processos neurodegenerativos e

*neuroinflamatdérios, tais como -na epileptogénese. - = -

O "aptamero B7, como inibidor do receptdf P2Y2, pode
também possuir papel terapéutico no tratamento de lesdo e
enfisema de pulmdo em fumantes. Neste caso, tanto o aptamero
B7 quanto os demais aptameros mencionados na tabela 2, como
inibidores do receptor P2Y2, possuem atividade terapéutica na
reversio do estado inflamatério. Um aumento da atividade de
receptores foi observado em condigdes isquémicas de ataque
cardiaco. O aptamero inibidor do receptor P2Y2 qualifica-se
como possivel terapéutico para reversao da hiperativagdo do
sistema purinérgico.

Na realizacdo da presente invengao foi wutilizada a
técnica de evolugédo sistematica de ligantes por
enriquecimento exponencial (Systematic Evolution of Ligands

by EXponential enricheciment, SELEX) para identificar
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moléculas de &cidos nucléicos com afinidade pelo receptor
purinérgico P2Y2. Essas moléculas de acidos nucléicos s&o os
alvos desta patente. O procedimento empregado envolveu
basicamente: (a) a apresentacdo da biblioteca combinatdria
de oligonucleotideos modificados ao alvo, uma preparagao de.
membrana das células 1321N1 expressando heterologamente o
receptor purinérgico P2Y2 humano; (b) separacgdo dos ligantes
com afinidade ao alvo dos’ demais por filtragdo em membrana
de nitrocelulose; (c) eluicdo das moléculas de RNA ligadas
especificamente ao receptor P2Y2 com o agonista purinérgiqp‘
ATPYS; (ad) reagao de trénécrigéo révéréa, éeguida de
amplificagéo por PCR das sequéncias recuperadas e (e) reagéo
de transcricdo para a sintese enzimadtica da biblioteca de
RNA enriquecida com npléculésrcom afinidade pelo receptor
P2Y2.

_ O -esquema de selegado. in.vitro de aptameros' de RNA’
resistentes a agéd dé nucleases contra o receptor
purinérgico- P2Y2 ¢é mostrado na Figura{ 1. A biblioteca de

DNA, contendo sitios de ligagdo aos iniciadores e o promotor.

da RNA polimerase T7, é transcrita em RNA, na presenga dos

nucleotideos modificados 2’'F-CTP e 2’F-UTP. Apds a incubacgao
da biblioteca com a preparagcdo de membrana das células
1321N1-hP2Y2 (80 pg), os oligonucleotideos com afinidade
pelo alvo sao selecionados via filtracdo em membrana de
nitrocelulose. Para recuperar as moléculas que se ligam
especificamente ao receptor P2Y2, a membrana, contendo O
complexo alvo-RNA, é incubada com uma solucao contendo uma
alta concentracdo (2 mM) do agonista purinérgico ATPYS. Os
RNAs eluidos s&o recuperados por extragadao com fenol-

cloroférmio, reversamente transcritos e amplificados via
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PCR. A biblioteca resultante é utilizada em um novo ciclo de
SELEX, ou entdo, apdés o enriquecimento desejado, clonada,
seqgiienciada e caracterizada.

Abreviaturas: 2 F-Py: 2 F-pirimidina, 1321IN1-hP2Y2:
células de astrocitoma humano 1321N1 expressando
heterologamente o receptor purinérgico P2Y2 humano.

Como citado anteriormente, utilizamos como alvo o
receptor P2Y2 recombinante expresso em uma preparagao de
membrana da linhagem de astrocitoma humano 1321N1l. Antes de

iniciar o procedimento, esta linhagem foi caracterizada

quanto a expresséo génica e protéica do_'receptor p2yY2,
guanto a sua atividade frente aos agonistas purinérgicos ATP
e ATPYS e também com relacdo a densidade deste receptor na
superficie celular (Figura 2).

As células 1321N1 selvagens, naturalmente, nao
exXpressam receptbresjde~nucleotideos do=tipo P2 -funcionais
(Parr et al., 1994) o gue, por conseqguéncia, diminui. a
probabilidade da selegdo de  moléculas com ligacgao
‘inespecifica a outros subtipos purinérgicos. Contudo, dada-a
complexidade da membrana celular, €& de se esperar que, além
do receptor P2Y2, outros constituintes da membrana também
possam ser ligantes das moléculas de RNA. Para contornar
este inconveniente, o ATPyS foi utilizado nos ciclos de
selecdo para eluir especificamente as sequéncias de RNA
ligadas ao seu dominio de ligacdo ao P2Y2R. Entre as drogas
descritas como ligantes do P2Y2R, o ATPyS foi selecionado
porque sua afinidade e especificidade pelo P2Y2 sdo
superiores as da suramina e devido a presenca do tiofosfato
terminal, ele ¢é menos suscetivel a degradagdo por ecto-

nucleotidases do que os agonistas fisiolégicos ATP e UTP
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(Abbracchio et al. 2006).

A biblioteca de RNA, utilizada na selecéao, foi
transcrita de uma biblioteca combinatdéria de DNA em gque cada
sequéncia possui 100 nucleotideos (nt) com 32 posigdes
aleatérias, flangueada por duas regides constantes
necessarias para o anelamento dos iniciadores, para a
digestdo com enzimas de restrigdo e para a transcrigd&o 1in
vitro com & T7 RNA polimerase (Figura 3). ’

A Figura 2 mostra a caracterizagdao das células de
astrocitoma humano 1321N1 transfectadas com—o vetor rpL_b‘(SN
contendo a sequéncia codificanté do receptor purinérgico

P2Y2 humano (1321N1-P2Y2). (A) representa a expressao do

mRNA do receptor P2Y2 que foi detectada através da

transcrmiigé'o re;ér}sa do RNA éo.tal; d;;s células, seguida por
uma PCR utilizando iniciadores especificos para a regiao
por sequenciamerito. (B) representa a detecgdo da expressao
protéica do receptor P2Y2 por Western Blot. A avaliacao da
expresséo _géx:livc_:a e Wprg)té'icﬂa da B-actina_foi .utilizada como
controle interno para normalizar e averiguar a integridade
do RNA total e do extrato protéico, respectivamente. (C)
representa as curvas de concentracac—-ativagado das células
1321N1-P2Y2 pelos agonistas ATP e ATPyS. A mobilizagdo de
[Ca®'];, induzida por diferentes concentracdes dos agonistas
ATP e ATPyS foi monitorada por microfluorimetria usando
Flexstation 3. (D) representa o ensaio de competigao
homéloga para determinar a afinidade do ATP pelo receptor
P2Y2 e a densidade do P2Y2R nas células 1321N1-hP2Y2. As
células 1321N1-P2Y2 (2x105 células) foram incubadas com [o-—

32p]ATP (1,7 nM, 1 pCi) na presenca e auséncia de crescentes

i
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concentracdes de ATP (0.001 pM to 3000 uM). Os dados
apresentados em (C) e (D) foram analisados no programa
GraphPad Prism 4 e representam os valores médios * E.P.M de
2 experimentos indepeﬂdentes. RFU: unidade relativa de
fluorescéncia.

A Figura 3 mostra a biblioteca de DNA e iniciadores

utilizados na identificacdo de aptéameros de RNA para o

P

Areceptor P2Y2 por SELEX. As sequéncias dos iniciadores sense

e antisense estd3oc mostradas respectivamente acima e abaixo
da sequéncia da biblioteca parcialmente randémica. A posicgéao
do sitio da RNA polimerase T7 estd em negrito e os sitios
das enzimas de restricdo estdo sublinhados. N32: posicgdes
aleatédrias em  que os quatro desoxinucleotideos (A:
desoxiadenosina trifosfato, C:- desoxicitidina trifosfato, T:
desoxitimidina trifosfato, G: desoxiguanosina trifosfato)
sdo incorporédos*com iguar prbbabiiidaée.“Apés>a sintese da
fita complementar e da PCR, 'as fiéas codificantes sao

transcritas in vitro, na presencga dos nucleotideos

modificados 2'F-CTP, 2’E-UTP, gerando a..mistura _de RNAs,

resistentes a atividades de nucleases, utilizadas para o
SELEX (Ulrich et al., 2005).

@) procedimento de SELEX foi iniciado com
aproximadamente 56 cépias de cada um dos 107 variantes da
biblioteca. Apds nove 9 rodadas de SELEX, identificamos 46
sequéncias, que foram agrupadas, baseado na conservagao
parcial de regides consensos, em trés familias e se ligaram
a preparacdo de membrana das células de astrocitoma humano
1321N1, expressando o receptor purinérgico P2Y2 humano
recombinate, com Kq de 164 nM (Figura 4).

Esta invencdo se limita a descrigao de uma das familias
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identificadas, a familia I com 21 membros'(Tabela 2), cujo
representante, gque teve sua sequéncia repetida em 3 clones,
foi caracterizado quanto a sua afinidade de 1ligagao ao
receptor P2Y2 e quanto a sua atividade bioldgica,

propiciando, desta forma, a predicao destas caracteristicas

para as demais sequéncias desta familia, ja& qgue estas
apresentam uma regido consenso conservada de oito
nucleotideos, os quais provavelmente interagem com o

receptor P2Y2. Espera-se que as demais sequéncias ainda nao
caracterizadas possuem constantes de dissociacao (Kg) na
faixa de 10 nM - 10 uM.

A Figura 4 mostra a curva para a determinacdo do Bpax €

do K4, da mistura dos 46 aptameros caracterizados no ciclo

9, em relacdo a ligacdo destes & preparagdo de proteinas de
membrana da célula 1321N1-hP2Y2. Varias concentragdes dos
aptéﬁeros, radiomaféadosACOm'”P,=f6ram incubados éom‘Bug de
proteina do extrato devmembranas dés células 1321N1-hP2Y2.
Apbés incubacgdo, o complexo foi aplicado em um gel de
poliacrilamida ndo desnaturante 5%. Apds eletroforese, o gel
foi exposto ao cassete phosphor imaging para digitalizacgdo e
andlise. A ligacdo inespecifica foi verificada na presenca
de 1uM da mistura dos aptameros nao radiomarcados. A curva

foi plotada utilizando o programa GraphPad Prism 4.

A Tabela 2, abaixo, representa estruturas primarias
dos aptameros de RNA da classe [I. Apés nove ciclos de
selecgao, as sequéncias de RNA foram reversamente

transcritas, ligadas ao vetor pGEM T easy e transformadas
em E. coli cepa DH5o. Clones foram identificados e
sequenciados. Os oligonucleotideos foram divididos em trés

classes de acordo com as regides consensos. Para a
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identificacdo destas, as regides randdmicas dos aptéameros
foram alinhadas e comparadas na procura de regides
conservadas. Na tabela podem ser visualizadas as posigdes,
os nucleotideos, e as frequéncias dos nucleotideos
conservados dentro das regides randdmicas das sequéncias da
classe I.

Tabela 2 - Classe I

Aptamero o Sequéncia (5"-37)
AS5 CACUGGCCUCGCUGGAACGCUCCGACUCUCGC
B1l GCACUUAGUGUGCCUCGCUGGUCCACCCACAU
C5 UUAAUGCCUCGCUGGAAGUCUCCACUAAUAGC
D7 UGCUCGCACCUGGAUGUCCUGAUGUCUCUGGCC _
D2 ’ ) GGCGUAACUCGCGCCUGAUGACUUGACCCUGA
B7,E6,G4 GGUCGAUUGAUCCUCGCGCCUUACUCCAGGCU
c4 AUUGACCUCGCCCACAACCGAUCCAUUAGGU
E3 CACCUGCAAGGGCCUGGGUGUCAGUCGCUCCA
E4 AGCUCUCGGUUCGCUCUCUAGCGAUUUAUUUG
.C7... AAGUCUGCCGGUGUUGUCUUUUCCCUAACUGA = - = -
A7 _ ) GCGCUGCCUAGCGUGACAGCUUGCAUUGCGGU
B2 AGUAGAUAUCGCCACGCCGCUGCUGGUCCAUC
D5 AAGCCAGCUUGCUUAGACUCCUCCCUAUAUGC
F5,H3 _ CACUCGGUGGUAGCUCGAUCCGCCCAAUUGUC
C25H1 - = "'AGUACGUCUCGAUGCACCAGUGAAUUGUCCCU
F4 AAACCUAGAUCUCUGUGAGUUCUCUCCUCCUAG
H6 ACCGCGGGAUGCUCACUGAGCAUCUUGUCCCA
Ci CGUUAAGUUCUUACCACCCCCCUCCAUCGGUA
Fl GCCCACUAAUUGGCACUGAUUGAACGCUCCGAC
A6 GUUAACGCUAGUUUGGCGUUUCCCCAGUCGAA
G6~ ) ’ ~ AUCCUGCAGAGCCUGGUGGUAGUGUCACCUGA
consenso CCUCGCUG
posicgéo 1 2 3 4 5 6 7 8
consenso C C U C G C U C OU G
frequéncia 16 24 22 20 20 15 17 22

A afinidade de ligacdo do aptéamero B7 a superficie das
células 1231N1, expressando, individualmente, os receptores
purinérgicos recombinantes P2Y2 de camundongo, P2Y1l e P2Y4,
foi determinada por ensaios de competicgédo homéloga.
Observamos gque a constante de dissociagd&o para a linhagem
1231IN1-mP2Y2 foi de 187,5 nM (figura d.5), um valor
aproximadamente 10 vezes inferior ao calculado para o ATP

(figura d.6) na mesma linhagem e, pelo menos, 17 e 49 vezes
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inferior ao valor obtido para as células 1321N1-P2Y1 e
1321N1-P2Y4, respectivamente (Figura 7).

A Figura 5 mostra o ensaio de competigdo homdéloga para
determinar a ligacgéao do aptamero B7 as células de
astroglioma . humano 1321N1 expressando o receptor
recombinante P2Y2 de camundongo. Uma concentracdo de 2,8 nM
(137,5 fmol) do aptamero radiomarcado com °>?P-ATP foi
incubada com 3x10* células 1321N1-P2Y2 na presenga‘ ou
auséncia de  concentracdes crescentes do me smo nao
radiomarcado para um volume final de 50 pl. Os ensaios foram
realizados a 25°C com um tempo de incubagéoﬂ dé"3o >hin.
Decorrido o tempo necessario para o equilibrio de ligacgdo
ser atingido, as células foram lavadas duas vezes com 50 pl
de ‘"meid éxtracelular é';eﬁtéoxﬂsolabilizadas em solucéao
contendo 1% de SDS e 100 mM de citrato de sdédio por 30 min.
A radioatividade foi quantificada na presenca-de liguido de
cintilagéo. Como controle o mesmo ensaio foi realizado com o
ciclo 0 (transcrito da biblioteca n&do submetida a selecgao).
Os dados foram plotados utilizando o programavGraphPad Prism
4.

A Figura 6 mostra o ensaio de competigdo homéloga para
a ligacdo do ATP as células de astroglioma humano 1321N1
expressando o receptor recombinante P2Y2 de camundongo. As
células 1321N1-P2Y2 (3x10? células) foram incubadas éom [x—
32pJaTP (1,7 nM) na presenga e auséncia de crescentes
concentracdes de ATP (0.1 uM a 1000 pM) para um volume final
de 50 pl. Os parametros Kd e. Bmax foram determinados pela
andlise dos dados por regressdo nao linear usando o programa
GraphPad Prism 4. Os dados apresentados sao os valores

médios = E.P.M de 2 experimentos independentes
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A Figura 7 mostra o ensaio de competigao homdloga
Apté&mero B7. Uma concentracgd&o de 1,1 nM (55 fmol) do
aptédmero radiomarcado com 32p_ATP foi incubada com 3x10°
células na presenca ou auséncia de concentrac¢des crescentes
do mesmo nao radiomarcado, para um volume final de 50 pl. Os
ensaios foram realizados a 25°C com um tempo de incubacgdo de
40 min. Em A: curva de competicdo realizada com as células
1321N1 éxpressando o receptor recombinante P2Y1l. Em B: curva
de competigdo utilizando a 1linhagem 1321N1 expressando o
receptor P2Y4. Os dados foram plotados utilizando o programa
GraphPad Pfiém 4. | | ' - " B

A andlise da afinidade do aptéamero B7 foi avaliada em

células 1321N1 expressando o receptor purinérgico P2Y2 de

caﬁundongo (1321N1—mP2Y2),:em detrimento da linhagem 1321&1
expressando o receptor purinérgico P2Y2 humano (1321N1-
hP2Y2)°, com a .qual O=prOCedimentofdé’SELEX foi realizado,
pelo fato de gque o ensaio funcional deste aptamero seria
realizado em células de carcinoma embriondrio murino P19, na
qual a caracterizagdo da expressao génica, protéica e _
funcional dos receptores purinérgicos estd bem caracterizada
(Resende et al., 2007, 2008).

A atividade bioldégica do aptémero foi avaliada em
células P19 indiferenciadas (sabidamente expressando
receptore P2Y2 enddgeno) privadas de soro. Nosso objetivo
foi observar se o apté@mero seria capaz de inibir a protecgéo,
mediada pelo ATP, & apoptose induzida pela privacgdo de soro,
na linhagem P19. O método utilizado foi a deteccao da
marcacdo com anexina V-FITC e idoteto de propidio por
citometria de fluxo.

A representacdo deste ensaio teve por base o trabalho
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de Arthur et al., o gual demonstrou gque células PCl2 e
neurdnios da raiz dorsal .séo protegidos, da apoptose
desencadeada pela privacdo de soro, pelos nucleotideos ATP,
UTP e ATPyS. Um efeito mediado pelo receptor P2Y2 gque requer
Scr, ERK e Akt (Arthur et al. 2006).

De fato, em concordéncia com Arthur et al., nés

verificamos que a privagdo de soro reduziu significativamente

o._. namero de células P19 viaveis (anexina V-FITC e PI

negativos) (figura d.8)e gque o tratamento com 100 pM de ATP
reverteu este efeito, provavelmente via o receptor P2Y2, ja
que dentre os subtipos purinérgicos expressos em células P19
indiferenciadas, os principals responsaveis pelos aumentos

transitdédrios na [Ca”ﬂi,induzidos pelo ATP, sdo os receptores

~P2Y}, P2Y2 e P2X4 (R&sende et al., 2007, 2008), sendo que

destes trés subtipos, somente P2Y2R estéd associado a protecgao

induzida_ por nucleotideos a apoptose (Chorna et al., 2004,

Coutinho-Silva et al., 2005, Arthur et al., 2006, Burgos et
al., 2007). Descricdes da literatura sugerem gue a ativagao do
receptor P2Y1 induz a apoptose em células tratadas com
nucleotideos (Sellers-et al; 2001; Mamedo&a et él., 2000,
Coutinho-Silva et al., 2005), e Solini et al., indicaram o
envolvimento do receptor P2X4 na indugdo da apoptose por
nucleotideos em células mesangiais humanas (Solini et al.,
2006) .

O tratamento das células P19 indiferenciadas com 100 nM
do aptamero B7 desencadeou a elevagao do nivel de células
apoptéticas (anexina V-FITC e anexina V-FITC/PI positivas)
(figura d.8) consideravelmente, tanto nas células
carenciadas, quanto nas mantidas em soro, o que indica que O

aptamero estd atuando sobre um receptor purinérgico ou
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induzindo a apoptose por outra via .

A hipétese de que o aptamero B7 estd agindo sobre o
receptor purinérgico P2Y2 foi testada com o©O tratamento
simultaneo com 100 pM de ATP e 100 nM do aptamero. Neste

5 caso, os niveis das células vivas e apoptoéticas retrocederam
aos do controle, indicando que houve uma competigdo entre o
ATP e o aptamero B7. Nas células privadas de soro, a
incubacao com 100 -puM de ATP e 100 nM do‘abtémero reverteu a
protecdo a apoptose promovida pelo ATP, a porcentagem de
10 células vivas decaiu de 73,79% para 27,25%, O mesmo n;o fo{_
observado para a cultura’ ﬁantida em meio fcém soro, uma
plausivel explicacao para este dado seria a ligacao
inespecifica dos aptameros a componentes do soro, o que
‘~diminuiria o numero de moléculas disponiveis para competir
15 com o ATP pelo seu alvo.

Desta forma, ndés mostramos .que de. fato o -raptémero B7'é
capaz de inibir a protecdo do ATP contra a apoptose em
células privadas de soro, em uma concentracgcdo 100 vezes

menor que a concentracao do ATP, provavelmente competindo

iOi'cdmrd ATP bdr seu sitio de ligacdo ao receptor P2Y2.

Em suma, esta invencdo descreve sequéncias modificadas
de RNA com propriedades ligantes ao receptor purinérgico
P2Y2. Este trabalho identificou um conjunto 46 sequéncias
que foram agrupadas em trés familias, uma destas familias, a

25 classe I, contendo 21 destas sequéncias (alvos desta
patente), teve um de seus membros caracterizado: o aptamero
B7. Os dados obtidos tornam o aptamero B7 e, por conseguinte
toda a classe I (por apresentarem uma seguéncia consenso
comum ao aptamero B7), uma importante ferramenta em estudos

30 cujo objetivo é& definir a atuacao do subtipo P2Y2 em eventos
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patofisiolégicos. Esses aptameros podem ser utilizados como
reagentes em ensaios farmacoldgicos, como radioligantes
(apds marcacgdo com o nucleotideo ATP ou GTP radiomarcado) e
antagonistas do receptor pP2Y2, e em 'experimentos de

citémica, acoplado a uma molécula fluorescente, como também

para fins terapéuticos.

O aptamero B7 e as demais sequéncias da classe I, além

de serem uteis :como ferramenta na pesquisa basica, ainda
poderido ser utilizados como compostos de alta relevancia

farmacéutica, ou entdo servirem como protdtipos para o

desenvolvimento de novas drogas.
E importante ressaltar que o aptéamero B7 foi o primeiro

a ser - -caracterizado do conjunto de 21 sequéncias agrupadas _

na- classe ‘I, muito provavelmente, dentro deste conjunto, ha

compostos que apresentam propriedades relevantes, e

_similares. as do aptémero B7; como .ligante do receptor P2Y2,

ja4 que estas sequéncias apresentam em comum uma regiao
consenso de oito nucleotideos, a qual provavelmente interage

com o receptor P2Y2. Desta forma, todos os membros da classe

I sao alvos dé$£a>§a£ente.—

A Figura 8 mostra a indugiéo a apoptose de células P19
indiferenciadas. As células P19, carenciadas e cultivadas na
presenca de SFB, foram submetidas aos seguintes tratamentos:
100 nM de ciclo 0 (biblioteca); 100 uM de ATP; 100 nM do
aptamero B7; 100 nM do aptéamero B7 e 100 uM de ATP, e entao
coradas com anexina V-FITC e iodeto de propidio - (PI). As
barras mostram a distribuicdo das células (média de trés
experimentos) analisadas por citometria de fluxo. O grafico
permite a comparacdo direta das porcentagens de células gue

se encontram nas seguintes condigdes: células necroticas (PI
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positivo, anexina V negativa); células mortas (anexina V/PI
positivos) ; células apoptdticas (anexina V positiva) e
células vivas (anexina V e PI negativas). Controle: células
ndo tratadas.

Embora a presente invengdo tenha sido descrita de uma
maneira que permita aqueles versados na técnica fazer e usar

a mesma, serd entendido e apreciado gue ha equivalentes para

_as modalidades de exemplo mostradas agquli e qgue modificacgdes

e variacdes podem ser realizadas, sem gque se desvie do

escopo e do espirito das invengdes, o0s gquais nao devem ser

limitados pelas modalidades eiemplificadés.
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REIVINDICACOES

1. Sequéncia de ribonucleotideos caracterizada pelo

fato de compreender a SEQ. ID. N°: 1.

2. Sequéncia de ribonucleotideos caracterizada por

compreender ainda as SEQ. ID. N°: 2 a SEQ. ID. N°: 21.
3. Sequéncias de ribonucleotideos, de acordo com a

reivindicacdo 1 ou 2, caracterizadas pelo fato de serem

modificadas -quimicamente pela substituigao do'grupo 2’ -0OH
dos nucleotideos de pirimidina por um a&tomo de Fluor: 2'F-
dCTP e 2’ F-dCUTP.

4. Sequéncias de ribonucleotideos, de acordo com a

reivindicacdo 1 ou 2, caracterizadas pelo fato de possulrem

alta afinidade de ligacdo ao receptor purinérgico P2Y2.

- - - =5_ - - SeguUénhcias de ribonucleotideos, de acordo com a

reivindicagéao 1 ou 2, caracterizadas pelo fato de

apresentarem uma regi&do' consenso .de - oito nucleotideds”

" (CCUCGCUG) como base em suas atividadesvnde ligagao ao
receptor P2Y2.
6. Aptamero B7, conforme definido na reivindicagao

1, ééraéteiiiade pelo fato de gue apresenta uma afinidade

pelo receptor P2Y2 expresso em uma preparacgao de membrana
da linhagem de astrocitoma humano 1321N1, de 187,5 nM.
7. Aptamero B7, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que é capaz  de inibir a protecgao

conferida pelo ATP a apoptose em uma concentracgao mil vezes

menor do que é do ATP.

8. Aptamero B7, conforme definido na reivindicagao

1, caracterizado pelo fato de apresentar ainda uma

afinidade pelo receptor P2Y2 de pelo menos, 17 e 49 vezes

inferior, respectivamente, ao valor obtido para a sua
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ligacdo aos subtipos purinérgicos P2Y1 e P2Y4, expressos na
superficie das células 1321N1.
9. Aptamero B7, de acordo com gqualgquer uma das

reivindicacdes 6, 7 ou 8, caracterizado pelo fato de ser

utilizado em processos gue envolvam a sinalizacao
purinérgica via receptor P2Y2, incluindo o© seu uso como
reagente em ensaios farmacoldégicos in vivo e in vitro e de
citémica, na forma de diagndsticos e na forma de agonista
ou)antagonista em aplicagdes terapéuticas.

10. Aptédmero B7, de acordo com é reivindicacado 9,

caracterizado pelo fato de que as aplicagées terapéuticas
incluem fibrose cistica, lesdo e enfisema de pulmdo em
fumantes, neoplasias, cardio e neuroprotegado e
neurodegeneragao na glicose reativa causada por

neuroinflamacao.
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Resumo
SEQUENCIAS DE RIBONUCLEOTIDEOS QUIMICAMENTE MODIFICADAS
COMO MODULADORES DA ATIVIDADE DE RECEPTORES PURINERGICOS
P2Y2 E APTAMERO B7

A presente invencdo refere-se a uma familia de 21
sequéncias de ribonucleotideos modificadas quimicamente
pela substituig¢do do grupo 2’'-OH dos nucleotideos de
pirimidina por um Atomo de Fluor: 2’F-dCTP e 2’F-dCUTP com
alta afinidade de 1ligagdo ao receptor purinérgico P2Y2,
sendo relevantes em qualquer processo gque envolva a
sinalizagdo purinérgica via o receptor P2Y2, incluindo, mas
ndo limitando, O seu uso como reagente em ensaios
farmacoldégicos (in vivo e in vitro, de citdmica, em testes
de diagnéstico e como antagonista em aplicacgdes
terapéuticos como, por exemplo, fibrose cistica, 1les&@o e
enfisema de pulmdo em fumantes e neoplasias, cardio e
neuroprote¢do e neurodegenerac¢cdo como, por exemplo, na
glicose reativa causada por neuroinflamacéo.
Particularmente, a presente invencdo descreve o aptamero
B7, apresentando uma consideravel afinidade e
especificidade de 1ligacdo ao receptor purinérgico P2Y2,

mostrando uma atividade bioldgica inibitdéria sobre mesmo.
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