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RESUMO

Virus oncogénicos sao virus capazes de infectar e se integrar as células e induzir a
oncogénese, sendo responsaveis por aproximadamente 30% dos casos de todos os tipos de
cancer em paises de baixa e média renda. O cancer é uma das principais causas de 6Obitos
no mundo sendo estimado cerca de 10 milhdes de 6bitos apenas no ano de 2020, sendo o
diagnostico precoce essencial para o tratamento e diminuicdo de taxa de mortalidade.
Aptéameros sdo oligonucleotideos de fita simples capazes de se dobrar em formas
tridimensionais e se complexar a uma grande diversidade de alvos, apresentando vantagens
frente a métodos ja utilizados em diagnostico e tratamento de doencas. O presente estudo
visa realizar uma revisao bibliogréafica acerca da utilizagcao da biotecnologia de aptameros no
diagnostico de virus oncogénicos e analisar a replicacdo viral de HHV-8 através do cultivo in
vitro de linfocitos B. Sobre a reviséo bibliografica, foi buscado nas bases de dados CAPS,
Pubmed, Scielo e Science Direct estudos utilizando aptdmeros no diagnostico de oncovirus
conduzidos nos ultimos 10 anos. A partir do levantamento realizado, foram identificados 76
artigos relevantes e apés analise criteriosa dos textos, foram incluidos 13 artigos, sendo 5
sobre o virus da hepatite B, 5 relacionados ao virus da hepatite C e 3 abordando o virus do
papiloma humano. Os estudos selecionados apresentaram resultados promissores e mais
vantajosos em comparagdo aos métodos de diagndstico ja utilizados na prética clinica. Em
relacéo aos experimentos conduzidos em laboratério, foi realizada a avaliagéo da replicagéo
viral de HHV-8 através do cultivo in vitro de linfécitos B (BCBL-1) que apresenta o genoma
viral do HHV-8 inserido de forma latente. Para isso, a replicacdo viral foi estimulada pelo
tratamento com o farmaco Forbol 12-Miristato 13- Acetato (PMA) em diferentes concentracdes
e as amostras foram coletadas em diferentes tempos pés-infeccao, a fim de determinar qual
apresenta maior carga viral. O DNA viral foi quantificado no equipamento QuantStudio™ Real-
Time PCR System, pela Rede de Plataformas Tecnol6gicas da Fiocruz. Como resultado,
observou-se que a concentracdo de 30 ng/mL do PMA em 96 horas coletando o sobrenadante
celular se apresenta como a melhor opgéo para seguir com o0s experimentos de selecédo de
aptameros. Diante desses resultados, é possivel observar que a biotecnologia de aptameros
€ uma alternativa viavel para o diagnostico de doengas, destacando nesse trabalho, canceres
causados por virus. Com isso, espera-se que se apresente como uma candidata em potencial
para ser utilizada como alternativa de método de identificacdo e diferenciacdo de células
infectadas por HHV-8 e, consequentemente, auxiliar no diagnostico de doencas associadas
ao virus.

Palavras-chave: Aptameros. Virus Oncogénicos. Diagnostico. Herpesvirus Humano tipo 8.
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ABSTRACT

Oncogenic viruses are viruses capable of infecting and integrating into cells and inducing
oncogenesis, accounting for approximately 30% of cases of all types of cancer in low-and
middle-income countries. Cancer is one of the main causes of death in the world, with an
estimated 10 million deaths just in 2020’s year, that way early diagnosis being essential for
treatment and a reduction in the mortality rate. Aptamers are single-stranded oligonucleotides
capable of folding into three-dimensional shapes and complexing to a wide range of targets,
presenting advantages over methods already used in the diagnosis and treatment of diseases.
The purpose of this study is to execute a bibliographic review about the use of aptamer
biotechnology in the diagnosis of oncogenic viruses and analyze the viral replication of HHV-
8 through in vitro cultivation of B lymphocytes. About the bibliographic review, it was searched
in the CAPS databases, Pubmed, Scielo and Science Direct studies using aptamers in the
diagnosis of oncoviruses conducted in the last 10 years. From the data survey, 76 relevant
articles were identified and after careful analysis of the texts, 13 articles were included, 5 of
the hepatitis B virus, 5 related to the hepatitis C virus and 3 about the human papilloma virus.
The selected studies showed promising and more advantageous results compared to
diagnostic methods already used in clinical practice. Concerning the experiments in the
laboratory, the evaluation of viral replication of HHV-8 was carried out through the in vitro
cultivation of B lymphocytes (BCBL-1) that present the viral genome of HHV-8 latently inserted.
For this, viral replication was stimulated by treatment with the drug Phorbol 12-Myristate 13-
Acetate (PMA) at different concentrations and samples were collected at different times post-
infection, to determine which one has the highest viral charge. The viral DNA was quantified
in the QuantStudio™ Real-Time PCR System equipment, by the Fiocruz Technological
Platforms Network. As a result, it was observed that the concentration of 30 ng/mL of PMA in
96 hours collecting the cell supernatant showed as the best option to continue with the aptamer
selection experiments. In view of these results, it is possible to observe that the biotechnology
of aptamers is a viable alternative for the diagnosis of diseases, in case of this work, cancers
caused by viruses. With this, it is expected that aptamers present as a potential candidate to
be used as an alternative method of identification and differentiation of cells infected by HHV-
8 and, consequently, to aid in the diagnosis of diseases associated with the virus.

Keywords: Aptamers. Oncogenic Viruses. Diagnostic. Human Herpesvirus 8.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacédo esquematica da interacao de fatores virais e celulares que

podem contribuir para a CarCiNOgENESE. .......coeeeeeieeeeeeeeeee e 13
Figura 2 — llustracdo da particula viral do HHV-8..........cccooiiiiiiiiiiieeeeeen 15
Figura 3 — llustracdo do genoma viral do HHV-8............cccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 16
Figura 4 — Esquema representativo do funcionamento de um aptamero. ................. 18
Figura 5 — Esquema representativo do método de SELEX. ..........cccccceiiiiiiiiiininnnnnnn. 19

Figura 6 — Esquema do processo de coleta das amostras em placas de 24 pocos. .23

Figura 7 — Esquema do preparo das amostras em microplaca de 96 pocos para a

quantificac8o da Carga Viral............oooouiiuiiiii e 26
Figura 8 — Fluxograma do processo de selegéo e inclusao de artigos. ..................... 27
Figura 9 llustracdo da particula viral do HBV. ...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 28
Figura 10 — llustracdo do genoma do HBV...........ccooiviiiiiiiiii e, 29
Figura 11 — llustracdo da particula viral dO HCV. ..........ccoiiiiiiiiie e, 33
Figura 12 — llustrag&o do genoma do HCV. ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 33
Figura 13 — llustracéo da particula viral do HPV. .........cccccciiiiiiiiiiieeeeen 37
Figura 14 — llustracdo do genoma viral do HPV. ...........cccooiiiiiiiiiie e, 37
Figura 15 — Cultura de células BCBL-1 em cresCcimento. ...........cccuvvvieeeeeeeeeeeennnnnnnnn. 40

Figura 16 — Quantificacdo da carga viral de HHV-8 por gPCR (QuantStudio™ Design
& Analysis) em células BCBL-1 apds indugéo de reativacao viral por PMA.............. 41
Figura 17 — Quantificacdo da carga viral de HHV-8 por gPCR (QuantStudio™ Design
& Analysis) em células controle (BCBL-1)........cooouuriiiiiiiiiiieeeeee e 42
Figura 18 — Reativacdo viral de HHV-8 em células BCBL-1..........cccccccoeviiiiiiiinnnnnnn. 43



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Virus oncogénicos e tipos de cancer causados.........cccoeeeeveveevvrinineeeenn. 14
Quadro 2 — Comparacao entre aptameros € antiCorPOS.........ccevvvrrreiieiriiieeiieeieeeeeeeen. 20

Quadro 3 — Oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo viral do HHV-8 por

0 | PSRRI 25
Quadro 4 — Artigos que abordavam a biotecnologia de aptameros no diagndstico de
1 S 31

Quadro 6 — Artigos que abordavam a biotecnologia de aptameros no diagnostico de
S 39



AIDS
BCBL-1
DNA
DNAccc
EBV
ELISA
ELASA
FIOCRUZ
HBV
HCV
HHV-8
HIV
HPV
HTLV
IARC
ICTV
INCA
lI0C
IST
LANA
LVPM
MCPyV
NCBI
NTC

OMS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Célula de linhagem do linfocito B

Acido Desoxirribonucleico

DNA circular de fita dupla covalentemente fechado
Virus Epstein-Barr

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Enzyme-Linked Aptosorbent Assay

Fundacao Oswaldo Cruz

Virus da Hepatite B

Virus da Hepatite C

Herpesvirus Humano tipo 8

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Virus do Papiloma Humano

Virus Linfotropico para células T de humanos
International Agency for Research on Cancer
International Committee on Taxonomy of Viruses
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
Instituto Oswaldo Cruz

InfecgBes Sexualmente Transmissiveis
latency-associated nuclear antigen

Laboratério de Virologia e Parasitologia Molecular
Poliomavirus de células de Merkel

National Center for Biotechnology Information

no template control

Organizacdo Mundial da Saude



ORF
PCR
PMA
PUBMED
RNA
RPMI
SCIELO
SELEX
SIB

SK

Open Reading Frames

Reacgéo em cadeia da polimerase

Farmaco Acetato Miristato de Forbol

plataforma de busca da National Library of Medicine (NLM)
Acido Ribonucleico

meio de cultura para crescimento celular

Scientific Electronic Library Online

Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
Swiss Institute of Bioinformatics

Sarcoma de Kaposi



1

2

3

SUMARIO

LN EERT0] 10 107:X 0 I 13
1.1 VIRUS ONCOGENICOS ......ocviiiiiiiisieieieieieieeeee ettt 13
1.1.1  Herpes virus HUMaNO TiP0 8 .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 15
1.2 APTAMEROS ..ottt ettt 18
1.3 OBUIETIVOS ..o e et e et e e e e e e e e eaaans 21
1.3.1  ODJEtiVO geral...ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 21
1.3.2  ODbjetivoS @SPECITICOS ..uuiiiiiiiiiiiiiiiee e 21
DESENVOLVIMENTO ....eiiii ettt e e e 22
2.1  METODOLOGIA. ... e 22
2.1.1 Revisdo bibliografiCa......cccccoiiiiiiiiiici e 22
2.1.2 Avaliacédo dareplicacao viral de HHV-8 em células BCBL-1............ 22
2.1.2.1 Propagacao e manutencao do cultivo celular de BCBL-1 in vitro........ 22
2.1.2.2 Inducao da producéo do ciclo litico do HHV-8 pelo farmaco PMA ...... 23
2.1.2.3 EXtrac80 do DNA VIral ........cooiiiiiiiiiiiie e 24
2.1.2.4 Quantificacao da carga viral por qPCR..........coovriiiiiiiieeceeeeeie e, 24
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO........cciuiuimiminiriieetieneneseseneseseseseseseseeeseeeens 25
2.2.1 Revisao bibliogréfica: Utilizacdo da biotecnologia de aptameros
para o diagndstico de VirusS ONCOQGENICOS ...oovvvvviiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 25
2.2.1.1 APtAmMEr0S € HBV ......uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 28
2.2.1.2 AptAmeEroS € HCV ... .o 32
2.2.1.3 AptAmeEros @ HPV ... 36
2.2.2 Estudo experimental: Avaliacdo da replicacao viral do HHV- 8 em
CEIUIAS BCBL-1 ...ttt e s 40
CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 46

REFERENCIA S ... oot 47



13

1 INTRODUCAO

1.1 VIRUS ONCOGENICOS

Segundo o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA)
(2020), o cancer é um conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas pela perda
do controle da divisdo celular e crescimento desordenado de células que tendem a
invadir outras estruturas organicas. O processo de formacao do cancer — oncogénese
— € iniciado a partir de uma mutacao genética no DNA celular e ocorre lentamente,
podendo ter inUmeras causas, sendo uma delas a infecgéo viral.

Virus oncogénicos sao virus capazes de se associar, infectar, integrar células
sem destrui-las e induzir a oncogénese. A atividade carcinogénica desses virus se da
a partir de indmeros mecanismos de acdo, como expressdo de proteinas virais
especificas (oncogenes), inducado de proliferacdo celular e ativacdo de resposta
inflamatéria (SANTOS, 2015; SCHILLER; LOWY, 2021). Estes fatores virais, junto da

acao das células do hospedeiro, contribuem para a carcinogénese (Figura 1).

Figura 1 — Representacdo esquematica da interacdo de fatores virais e celulares que podem
contribuir para a carcinogénese.

Infecgao viral
Expressao de genes virais Resposta imunolégica
Replicagao viral

Expressao Processo
oncoproteinas virais ﬂamatono

Reducao de morte Aumento de
celular proliferacao celular umabilidade genbnuca
| J

-

Célula cancerosa

Exposic¢do co-
carcinogénica

Legenda: Fatores virais (azul); Fatores celulares (vermelho); Consequéncia das ac¢des dos fatores
(amarelo); Fator de risco (cinza). Fonte: Adaptado de GAGLIA; MUNGER (2018).
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Atualmente ja foram identificados sete virus capazes de induzir oncogénese
em humanos (Quadro 1), a saber: Virus da Hepatite B (do inglés, Hepatitis B Virus -
HBV); Virus da Hepatite C (do inglés, Hepatitis C Virus - HCV); Virus do Papiloma
Humano (do inglés, Human Papillomavirus - HPV); Virus Linfotrépico para células T
de humanos (do inglés, Human T-lymphotropic virus - HTLV); Virus Epstein-Barr (do
inglés, Epstein-Barr Virus - EBV); Herpesvirus Humano tipo 8 (do inglés, Human
Herpesvirus-8 - HHV-8); e Poliomavirus de células de Merkel (do inglés, Merkel Cell
Polyomavirus - MCPyV) (BOGOLYUBOVA, 2019; SANTOS, 2015).

Quadro 1 — Virus oncogénicos e tipos de cancer causados.

Familia Virus Tipos de Céncer
Hepadnaviridae Hepatite B (HBV)
Hepatocarcinoma
Flaviviridae Hepatite C (HCV)
Carcinoma do trato anogenital,
Papilomaviridae Papiloma Humano (HPV) carcinoma de orofaringe, cancer de
pele
Retroviridae Linfotrépico para células T de Leucemia de células T de adulto e
humanos tipo 1 e 2 (HTLV 1 e 2) pilosas

Carcinoma de nasofaringe, linfoma

Epstein-Barr (EBV) de Burkitt

Herpesviridae Sarcoma de Kaposi, linfoma de

efus@o primério, doenca
multicéntrica de Castleman

Herpesvirus Humano tipo 8 (HHV-
8)

Poliomavirus de células de Merkel
(MCPyV)

Fonte: Adaptado de International Agency for Research on Cancer - IARC (2023).

Polyomaviridae Carcinoma de células de Merkel

O cancer é uma das maiores causas de 0Obitos no mundo, sendo estimado
cerca de 10 milh&es de 6bitos apenas no ano de 2020 (DE MARTEL et al., 2020). Em
paises de baixa e média renda, as infeccdes carcinogénicas, como as causadas por
virus oncogénicos, sao responsaveis por aproximadamente 30% dos casos de todos
os tipos de céancer. Para diminuir a taxa de mortalidade é necessario que ocorra o
diagndstico precoce, afim de iniciar o tratamento antes da evolu¢édo da doenca (OMS,
2022).
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1.1.1 Herpes virus Humano Tipo 8

O herpes virus humano tipo 8 (HHV-8) é um oncovirus que esta associado ao
desenvolvimento de trés tipos de tumores em pacientes imunocomprometidos:
Sarcoma de Kaposi (SK) (SEMANGO et al., 2018), linfomas de efusdo priméria e
doenca de Castleman (WU; LIM; JAFFE, 2018). O virus é detectado em 80% a 100%
dos casos de SK e por isso € conhecido como “herpes virus do Sarcoma de Kaposi”.
Membro da subfamilia Gammaherpesviridae e pertencente ao género Rhadinovirus,
apresenta-se como particulas de 100 a 150 nm, com envelope bilipidico e nudcleo
central com DNA de fita dupla; capsideo icosaédrico; e tegumento (CESARMAN et al.,

2019). Sua particula viral esta representada na Figura 2.

Figura 2 — llustracé@o da particula viral do HHV-8.

Fonte: Adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics - SIB, ViralZone (2023).

O genoma do HHV-8 possui cerca de 170 kb de tamanho, podendo se
apresentar na forma linear ou epissomal, apos entrada na célula. Sado codificados
cerca de 80 genes liticos e latentes, sendo classificados como genes imediatos
precoces, precoces e tardios (Figura 3). O gene ORF50 (RTA) inicia o ciclo litico,
seguido da expressdo de genes imunomoduladores (K2, K4, K5, K6 e VIRF-2) e do

gene K7, que inibe apoptose, oferecendo vantagem ao virus frente a célula



16

hospedeira. A atividade genética viral é influenciada ndo somente pela expresséo de
genes virais, mas também pela resposta da célula hospedeira, que pode contribuir na
expressao ou supressao de genes liticos e latentes (NAIK et al., 2020). Dito isto, genes
latentes como K12, K13, mi-RNA, ORF72, ORF73 (LANA, do inglés latency-
associated nuclear antigen), VIRF-3 sdo mais expressos pos infeccdo devido a
resposta celular, contribuindo para o estabelecimento da laténcia. Destes, destaca-se
a LANA, que é principal proteina viral para a persisténcia da infec¢cao por HHV-8 e é
expressa nas células tumorais, sendo o alvo utilizado para diagndstico (MARIGGIO;
KOCH; SCHULZ, 2017; UEDA, 2018).

Figura 3 — llustracdo do genoma viral do HHV-8.

vGPCR LAMP
vOX-2

| LANAS K15 K1
veydin K14.1 B
7475 67 3

vFLIP
miR-K12-1-9,11

kaposins
miR-K12-10a,b

miR-K12-12

DR2 / Regido
associada a
laténcia

H HV_8 ‘g% 35 kb
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Fonte: AVEY; BREWERS; ZHU (2015).

O HHV-8 possui tropismo por linfocitos B e células endoteliais, e apresenta um
comportamento viral complexo, onde ha o estado ativo (litico) e o latente. A entrada
do virus na célula se deve ao reconhecimento e ligacéo das glicoproteinas do HHV-8
a membrana celular, ocorrendo assim a movimentacao do capsideo viral e tegumento
no citoplasma. Dessa forma, o DNA viral é depositado no nucleo da célula e entao
ocorre a expressao de genes liticos e latentes (UEDA, 2018). Na fase litica, o genoma

possui uma estrutura linear e € expresso, principalmente, o gene ORF50 (RTA),
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caracterizando o estado ativo do virus, em que ocorre a replicagéo viral e liberacéo
dos virus da célula por brotamento. JA& no estado latente, o genoma adquire
conformacao epissomal, havendo alta expressao de, principalmente, ORF73 (LANA)
€ com isso, 0 virus permanece inativo, com seu material genético sem atividade e
replicacdo, podendo ser ativado por diversos fatores relacionados ao sistema
imunolégico, como imunodepressao, imunossupressdo, estresse ou até mesmo
radiacao ultravioleta (BRASIL, 2013; CESARMAN et al., 2019).

A maior probabilidade de via de infeccdo € através da saliva, mas pode ser
transmitido pelo sangue, secrecdes genitais, ou através de transplante de 6rgaos
(BRASIL, 2013; LOPES, 2021). Sendo a principal doenca associada a infec¢éo por
HHV-8, o SK se apresenta como a heoplasia mais frequente em pessoas com AIDS,
além de possuir algumas variacées epidemioldgicas: i) classico, mais frequente em
idosos do leste europeu; ii) associado a AIDS (epidémico), em que as lesdes podem
atingir mucosas, linfonodos e trato gastrointestinal, predominante em homens
homossexuais; iii) endémico, observado na Africa, em criancas, com alta mortalidade;
e iv) iatrogénico, relacionado a terapia imunossupressora apos transplante de 6rgéo
(CAMPOS et al., 2017; SEMANGO et al., 2018).

De acordo com a IARC (2023), foi estimado que no ano de 2020 cerca de
34.270 novos casos de SK foram registrados no mundo, tendo somado
aproximadamente 15.086 6bitos. Dos casos novos, estima-se que 25.010 (73%) séo
originados apenas do continente Africano e destes, cerca 86% foram fatais. No mesmo
ano, no Brasil, foram registrados cerca de 779 novos casos de SK, detendo a maior
porcentagem de incidéncia na América do Sul. Porém, projeces mostram que ha
tendéncia no aumento do nimero de casos de SK no Brasil, com previsdo de maior
aumento até 2030 (DOS SANTOS, 2021).

O diagnéstico € muito importante para impedir a evolucéo da infec¢céo pelo virus
e, consequentemente, sua progressao para o SK. Existem diferentes métodos para
deteccdo de HHV-8 utilizando materiais bioldgicos, como bidpsias ou fluidos corporais
para a utilizacdo de técnicas como PCR; imuno-histoquimica; hibridag&o in situ; e
imunofluorescéncia (anticorpos anti-LANA). Porém nenhum destes testes atualmente
apresentam sensibilidade e/ou especificidade ou s&o limitados principalmente pelo
alto custo (BRASIL, 2013; CESARMAN et al., 2019).
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1.2 APTAMEROS

Aptdmeros sao oligonucleotideos de fita simples, de DNA ou RNA, que
apresentam de 20 a 100 nucleotideos na sua regido central. Devido sua estrutura,
sdo capazes de se dobrar em uma diversidade de formas tridimensionais, podendo
assim, se complexar a uma grande diversidade de alvos, como aminoécidos,
antibidticos, acidos nucleicos, proteinas ou até mesmo virus, bactérias e células (LEE;
KIM; HEO, 2015; LI et al., 2020) (Figura 4).

Figura 4 — Esquema representativo do funcionamento de um aptamero.

Sequéncia de Aptamero funcional

. . Ligacao altamente especifica
oligonucleotideos (estrutura 3D) 1ga¢ pecifi

Fonte: Adaptado de SUN et al. (2014).

A selecao de aptameros é realizada a partir do método de SELEX (do inglés
Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment), que consiste em ciclos
repetitivos de selecédo e amplificacao de oligonucleotideos com alta afinidade por um
alvo pretendido. O processo se inicia a partir de uma biblioteca inicial de
oligonucleotideos (DNA ou RNA aptameros), que é incubada com a molécula alvo em
condi¢bes otimizadas, como temperatura, pH e concentracdo de sal. Com isso,
algumas sequéncias de oligonucleotideos interagem com a molécula alvo, sendo
entédo isolados, eluidos e amplificadas para o préximo ciclo. Ja as sequéncias que nao
interagiram sao removidas. Este ciclo é repetido de 8 a 15 vezes até que seja obtido
o melhor conjunto de sequéncias-alvo especificas, que posteriormente sao
sequenciadas e identificadas (KIM; LEE, 2021; KRUGER et al., 2021) (Figura 5).
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Figura 5 — Esquema representativo do método de SELEX.

. Biblioteca inicial de
oligonucleotideos (DNA
ou RNA aptameros)

Préxima rodada

Alvo

j\’r 3 Incubagio
W SELEX e §§ aptameros + alvo
4+— Rt
Sequenciamento,
identificagcao e
caracterizacao de
aptameros TT—:,,_W %{J
(ap6s algumas rodadas)  mm \}2’?%'“4@' ) % Remogao de
Amplificagao por T e— ~%3 ﬁ ’ aptameros nao
PCR/RT-PCR e ligantes
‘ Aptameros ligados

piL

ol

Remocgao do alvo

4
e,

N

-
% e

=

Fonte: Adaptado de KRUGER et al. (2021).

Devido as suas propriedades Unicas, 0os aptameros apresentam uma grande
variedade de aplicagbes, como desenvolvimento de farmacos, rastreamento de
células neoplasicas, deteccéo viral e bacteriana. Dessa forma, sao investigados como
possiveis alternativas a tecnologia baseada em anticorpos, visto que ambos sdo
altamente comparaveis, pois ligam-se aos seus alvos com alta afinidade e
seletividade. Apesar de atualmente anticorpos serem amplamente mais utilizados, os
aptameros se apresentam como uma melhor alternativa, quando comparados pois
apresentam: menor custo e menor tempo de producdo, uma vez que podem ser
sintetizados e alterados facilmente por sintese quimica; tamanho menor, fazendo com
gue a possibilidade de interacdes moleculares e penetracdo celular sejam maiores;
alta especificidade em moléculas e células-alvo, tendo conformagé&o definida pelo sitio
de ligacdo; apresentam maior resisténcia em alteracao de temperatura; além de, entre
outras vantagens, possuir baixa toxicidade e imunogenicidade (ABALO, 2019;
RUSCITO; DEROSA, 2016) (Quadro 2).
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Quadro 2 — Comparacédo entre aptdmeros e anticorpos.

Aptameros Anticorpos

Material Acidos Nucleicos (DNA e RNA) Proteinas
Al Grande variedade, incluindo Alvos limitados, compostos por
VO
proteinas aminoacidos
Tamanho ~20 kDa ~150 kDa
L . Reconhecimento de sequéncia de
Ligagéo Reconhecimento de estrutura 3D i
peptideo
Imunogenicidade Poucos relatos Muitos relatos
Periodo de
] 6 — 8 semanas Meses
desenvolvimento
Producéo Sintese quimica Biolégica
Armazenamento Temperatura ambiente Temperatura baixa

Fonte: Adaptado de KIM; LEE (2021).

A biotecnologia de aptédmeros vem sendo crescentemente estudada na
pesquisa para desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico e tratamento,
desde a sua invencéao por Ellington e Szostak (1990) e desenvolvimento por Tuerk e
Gold (1990), destacando-se, atualmente, as pesquisas em oncologia e virologia,
principalmente na é&rea terapéutica. Nos Ultimos 3 anos, por exemplo, foram
conduzidas pesquisas utilizando aptameros para: (i) tratamento de cancer de mama
(ZHANG et al.,, 2021), cancer de figado (YIN et al.,, 2022), cancer de prostata
(MIRANDA et al., 2021), HIV (ZARANDI; BEHBAHANI; MOHABAKTAR, 2020),
SARS-COV-2 (SUN et al., 2021); (ii) diagnostico de dengue (KHORIS et al., 2021),
ZIKA (ALMEIDA et al., 2021) e influenza (MADDOCKS et al., 2022).

Dessa forma, o presente estudo visa demonstrar como a biotecnologia de
aptameros vem se tornando um potencial método de inovacdo no diagnéstico de
canceres causados por virus oncogénicos, bem como apresentar analises
preliminares de pesquisa pioneira utilizando HHV-8 como alvo, conduzida no
Laboratorio de Virologia e Parasitologia Molecular (LVPM), na Fundacdo Oswaldo

Cruz (Fiocruz).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Realizar breve revisdo bibliografica acerca da utilizagdo da biotecnologia de
aptameros no diagndstico de virus oncogénicos e analisar a replicagéo viral de HHV-

8 através do cultivo in vitro de linfécitos B.

1.3.2 Objetivos especificos

e Realizar levantamento bibliografico de artigos cientificos sobre o uso da
biotecnologia de aptameros no diagndéstico de virus oncogénicos;

e Reativar a replicagéo viral do HHV-8 em células BCBL-1, através do estimulo
do ciclo litico pelo farmaco acetato miristato de forbol (PMA, do inglés, Phorbol
12-Myristate 13-Acetate);

e Quantificar a carga viral do HHV-8 intracelular e extracelular através do método
de gPCR para futuras identificacbes de DNA aptameros especificos para o
HHV-8.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Revisao bibliogréfica

Trata-se de uma revisao da literatura com abordagem descritiva e de carater
exploratério que visa realizar levantamento de artigos relacionados ao uso da
biotecnologia de aptdmeros no diagndstico de virus oncogénicos.

A pesquisa bibliografica baseou-se no levantamento de dados da literatura
cientifica publicados do periodo de 2013 a 2023. Este levantamento foi realizado
utilizando os bancos de dados do National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine (PubMed — NCBI), Periédicos CAPES, Scientific
Electronic Library Online (Scielo) e Science Direct. Foram utilizadas as seguintes
palavras-chave, com ou sem combinacdes entre si: aptamer, HBV, HCV, EBV, HHV-
8, MCPyV, HTLV, HPV, diagnostic e oncoviruses. Além dos artigos encontrados nos
bancos de dados, também foram consultados livros, teses, revistas e sites.

Como critérios de exclusao, foram desconsiderados artigos que se repetiam

nas diferentes bases de dados e artigos que nédo se aplicavam ao tema.

2.1.2 Avaliacdo dareplicacdo viral de HHV-8 em células BCBL-1

Trata-se de uma pesquisa qualitativa experimental, apoiada em experimentos
realizados em bancada no Laboratério de Virologia e Parasitologia Molecular (LVPM)

do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), localizado no Rio de Janeiro.

2.1.2.1 Propagagéo e manutencéo do cultivo celular de BCBL-1 in vitro

As células tumorais (Linfécitos B de linhagem BCBL-1) foram cultivadas em
suspenséo na concentracdo de 1x10° ou 3x10° células/mL em garrafas de cultura de
25 ou 75 cm? de éarea, respectivamente, utilizando meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 2% de L-glutamina, 2% de piruvato e 1% de antibiético
(penicilina e estreptomicina). As culturas foram mantidas a 37°C em estufa com
atmosfera de 5% de CO2. O procedimento de renovacdo do meio, propagacéo e
manutencao das células foi realizado a cada 3-4 dias, através de sua centrifugacao

em 1200 rpm por 5 minutos a 4°C e utilizando tubos de 15 mL. Em seguida, as células
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foram quantificadas em camara de Neubauer ao microscopio 6ptico, com o uso do
corante Azul de Tripan para avaliacéo da viabilidade celular e posterior plaqueamento

para realizacdo dos ensaios.

2.1.2.2 Inducéo da producéo do ciclo litico do HHV-8 pelo farmaco PMA

Uma vez que o HHV-8 se encontra em sua forma latente no genoma das células
BCBL-1, seu ciclo litico foi estimulado em culturas de células BCBL-1 da 10° e 15°
passagem, denominadas P10 e P15. Foram utilizadas placas de 24 pogos, na
densidade de 5x10° células/pogo, onde as células foram tratadas com diferentes
concentracdes do farmaco PMA (10, 20 e 30 ng/mL), sendo mantida a 37°C em estufa
com atmosfera de 5% de CO2. Foram coletadas amostras de pellet celular (P -
intracelular) e sobrenadante (S - extracelular) em diferentes tempos de tratamento (24,
48, 72 e 96 horas), a fim de avaliar a melhor condicao experimental para a reativacéo
viral, isto €, ativacdo do ciclo litico (Figura 6). As amostras foram devidamente
identificadas de acordo com suas passagens, concentracdo de farmaco e tempo de

coleta, em microtubos e armazenadas a -70°C até o momento do ensaio experimental.

Figura 6 — Esquema do processo de coleta das amostras em placas de 24 pocgos.
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Legenda: P: coleta do pellet da amostra; S: coleta do sobrenadante da amostra.
Fonte: A autora (2023).
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2.1.2.3 Extracdo do DNA viral

Para a avaliacdo da carga viral intracelular e extracelular do HHV-8 nas culturas
tratadas com o PMA (estado litico) e néo tratadas (estado latente) foi realizada,
primeiramente, a extracdo do DNA viral nas duas amostras de culturas (P10 e P15),
utilizando o DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN®). Para preparacéo, as amostras
de pellet foram ressuspensas em 200 uL de PBS, sendo adicionados 20 pL de
proteinase K e 200 uL do Buffer AL para a lise celular e misturou-se utilizando o vortex.
A partir desta etapa as amostras de pellet e sobrenadante foram submetidas ao
mesmo procedimento. A fim de promover o isolamento do DNA adicionou-se 200 pL
de etanol (96%) e misturou-se pelo vértex. A mistura foi pipetada para uma mini coluna
acoplada e um tubo coletor de 2 mL, centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto e entao,
foi descartado o tubo contendo o eluido e a coluna foi acoplada a outro tubo coletor.
A primeira lavagem foi realizada com a adicdo do tampé&o Buffer AW1, seguida da
centrifugacdo a 8000 rpm por 1 minuto, descartando o eluido e acoplando a coluna a
outro tubo coletor. A segunda lavagem foi realizada com a adicdo do tampé&o Buffer
AW2, sendo levada a centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos e entdo descartou-se
o eluido junto ao tubo coletor. A fim de transferir a amostra para ser quantificada,
acoplou-se a coluna em um microtubo e eluiu-se o DNA viral através da adicdo do
tampédo Buffer AE, seguido de incubacédo por 1 minuto a temperatura ambiente e
centrifugagéo a 8000 rpm por 1 minuto. As amostras foram devidamente identificadas
de acordo com suas passagens, concentracdo de farmaco e tempo de coleta em

microtubos e armazenadas a -70°C até o momento do ensaio experimental.

2.1.2.4 Quantificacao da carga viral por g°PCR

A deteccao e quantificacédo da carga viral de HHV-8 foi realizada por PCR em

tempo real (QPCR) (TagMan technology, Life Technologies, Carlsbad, USA)
através da amplificacdo da ORF26 deste virus (66 pares de bases), que codifica a
menor proteina do capsideo viral. As amostras foram transferidas para uma placa de
96 pocos e foram adicionados os reagentes do kit para PCR AgPath-ID™ One-Step
RT-PCR Kit (Life Technologies®) contendo: 38,5 pL de 25x RT-PCR Enzyme Mix;
96,25 pL de HHV-8 sense e anti-sense; 77 pL de HHV-8 Sonda; 462 pyL de 2x RT-
PCR Buffer; e 3 uL de DNA. O protocolo foi realizado de acordo com Levi et al. (2011),
utilizando os oligonucleotideos e sonda especificos como descrito (Quadro 3).
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Quadro 3 — Oligonucleotideos utilizados para a quantificagao viral do HHV-8 por gPCR.

Oligonucleotideos Sequéncia (5°-3’)

HHV-8 sense 5'- GGGCCCCGGATGATGTA -3

HHV-8 anti-sense 5'- GCCCCATAAATGACACATTGG -3

HHV-8 sonda FAM 5'- AGATCAAGTTCCGCCATAT -3'MGB

Fonte: LEVI et al. (2011).

As condicbes de ciclagem consistiram em duas etapas iniciais de ativacdo de
50°C/2 minutos (UNG) e 95°C/10 minutos (Taq polymerase), seguido de 45 ciclos de
15 segundos de 95°C e 1 minuto de 55°C, no equipamento QuantStudio™ Real-Time
PCR System. Ao final dos ciclos os resultados da quantificacdo foram analisados e
expressos em numeros de copias do DNA viral por mililitros (copias/mL). Para controle
positivo, foi incluido o DNA do HHV-8 isolado e para controle negativo foram utilizados
controles sem amostra (NTC, do inglés no template control). A disposicdo das

amostras para quantificacéo de carga viral é representada na Figura 7.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Revisao bibliografica: Utilizacdo da biotecnologia de aptameros para o

diagndstico de virus oncogénicos

Durante a busca inicial nas bases de dados, foi observado que o Pubmed é a
plataforma onde todas as publicagfes se concentram. Na base do Science Direct foi
possivel encontrar poucos artigos e estes também eram encontrados no Pubmed,
enquanto nas plataformas Periédicos CAPES e Scielo ndo foram encontrados artigos
dentro da temética. Dessa forma, para a pesquisa, sO0 foram consideradas as

publicacdes encontradas no Pubmed.
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Figura 7 — Esquema do preparo das amostras em microplaca de 96 pog¢os para a quantificagdo da
carga viral.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10

A 24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h 96h 96h 96h
10 ug 20 ug 30 ug 10 ug 20 ug 30 ug 10 ug 20 ug 30 ug 10 ug 20 ug 30ug
PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10
B 24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h 96h 96h 96h
10 ug 20 ug 30ug 10 ug 20ug 30 ug 10 ug 20ug 30 ug 10 ug 20 ug 30ug
SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15
Cc NTC 24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h 96h 96h
10 ug 20 ug 30 ug 10 ug 20 ug 30 ug 20 ug 10 ug 30ug 10 ug 20ug
SOBP15 PELP15 PELP15 PELP15 PELP15 PELP15 PELP15 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10
D 96h 24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h 96h 96h
30ug 20 ug 10 ug 30 ug 10 ug 20 ug 30 ug 10 ug 20 ug 30ug 10 ug 20 ug
PELP15 CONTROL | CONTROL | CONTROL [ CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL
E 96h NTC SOBP10 SOBP10 SOBP10 SOBP10 PELP10 PELP10 PELP10 PELP10 NTC NTC
30 ug 24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
CONTROL [ CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL [ CONTROL | CONTROL | CONTROL CONTROL+
F SOBP15 SOBP15 SOBP15 SOBP15 PELP15 PELP15 PELP15 PELP15 NTC HSV-8
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
G

Legenda: SOBP10: sobrenadante passagem 10; PELP10: pellet passagem 10; SOBP15: sobrenadante
passagem 15; PELP15: pellet passagem 15; CONTROL: controle negativo, sem adicdo de PMA; NTC
controle negativo; CONTROL + HSV-8: controle positivo. Fonte: A autora (2023).

Com a utilizacdo dos descritores e recorte temporal (de 2013 a 2023), foram
identificados 76 artigos relevantes. Estes foram submetidos a leitura de resumos, a
fim de selecionar os estudos que se relacionavam adequadamente ao tema proposto.
Com isso, foram excluidos 46 artigos e eleitos 30 para a leitura integral do texto. Apés
analise criteriosa dos textos na integra, foram incluidos 13 artigos que apresentavam
a utilizacdo de aptameros no diagnostico de virus oncogénicos como linha principal
de pesquisa (Figura 8).

A fase de selecéo dos artigos foi um ponto critico durante a busca na base de
dados, pois a partir desta fase néo foram encontrados mais estudos tendo EBV, HHV-
8, HTLV e MCPyV como alvos de diagnostico, o que demonstra a falta de pesquisas
conduzidas para esses virus. Portanto, para fins de levantamento bibliogréafico, foram
considerados apenas os virus HBV, HCV e HPV. Além disso, foi observado que o
volume maior de publicactes é referente a utilizacdo de aptameros no tratamento do
cancer, visando principalmente a inibicéo viral, o que corrobora também com o nimero

de artigos selecionados e a limitacdo de pesquisas conduzidas para o diagnostico.



Figura 8 — Fluxograma do processo de selecao e inclusdo de artigos.
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2.2.1.1 Aptameros e HBV

O virus da hepatite B € um dos principais agentes etiologicos causadores de
hepatites virais. Pertence a familia Hepadnaviridae, sendo do género
Orthohepadnavirus e capaz de infectar mamiferos, o que inclui seres humanos
(MCNAUGHTON et al., 2019). Suas particulas virais infecciosas sdo esféricas,
apresentando aproximadamente 42 nm de diametro, com genoma composto por DNA
de dupla fita parcial, além do capsideo icosaédrico constituido pela proteina do core
HBcAg e um envelope lipoproteico composto pelas glicoproteinas S (small), M
(middle) e L (large), que constituem o antigeno viral HBsAg (MAGNIUS et al., 2020;
SANTOS, 2015). Sua estrutura é representada na Figura 9.

Figura 9 llustracdo da particula viral do HBV.

Glicoproteina L HBsAg

Glicoproteina S

Polimerase Glicoproteina M

Capsideo (HBcAg)

Fonte: Adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics — SIB, ViralZone (2023).

O genoma do HBV (Figura 10) possui aproximadamente 3,2 kb de tamanho e
codifica 4 genes caracterizados como quadros de leitura abertos (do inglés, open
reading frames - ORFs), que por meio da atividade do RNA, traduzem proteinas virais:
gene S (S, pré-S1 e pré-S2), que codifica o antigeno de superficie (HBsAQ); gene X,
que codifica uma proteina transativadora capaz de potencializar a replicacéo viral
(HBxAQ); gene C, que codifica a proteina do core (HBcAg) e o antigeno e (HBeAg); e

polimerase, que codifica a DNA polimerase que, por sua vez, realiza a transcriptase
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reversa, sintetizando novos DNAs virais. O DNA viral junto do HBsAg, HBcAg e HBeAg
possuem extrema importancia para o diagnostico da infeccdo por HBV, sendo
utilizados como marcadores biologicos para indicar a presenca do virus (BRASIL,
2019; MAGNIUS et al., 2020; MCNAUGHTON et al., 2019).

Figura 10 — llustracdo do genoma do HBV.
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Fonte: YUEN et al. (2018).

Os hepatdcitos sdo as células-alvo do HBV e este, ao reconhecer os receptores
na membrana externa das células hepaticas, se ligam através do antigeno de
superficie HBsAg. Com isso, ocorre o processo de endocitose, em que 0 virus é
internalizado na célula, seguido da fusdo do envelope viral com o endossomo, que
resulta na liberacdo do capsideo. Ainda no capsideo, o DNA de dupla fita parcial é
convertido em DNA circular de fita dupla covalentemente fechado (DNAccc) e a partir
deste, sao transcritos RNAs mensageiros virais, que codificam as proteinas estruturais
e nao estruturais. Dessa forma, ha sintese de novos capsideos e do DNA viral,
podendo seguir 2 destinos: a incorporagdo do capsideo em novas particulas virais,
gue serdo liberadas da célula por brotamento ou a reinsercao do capsideo no nucleo,
a fim de gerar novos DNAccc, que é o responsavel pela cronicidade da infeccao do
HBV, visto que serve de molde transcricional para sintese de novas particulas virais
(COSTA, 2023; MAGNIUS et al., 2020; YUEN et al., 2018).
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A infeccdo pelo virus HBV pode ocorrer através de transmissdo sexual
(esperma e secrecdo vaginal) e sanguinea (parenteral e percutanea), sendo a
transmissao vertical — que ocorre no momento do parto — um grande risco em
gestantes que apresentem replicacdo viral. O virus acomete o figado, levando ao
desenvolvimento de hepatite aguda sintomatica ou assintomatica, o que pode evoluir
para hepatite crbnica se ainda houver deteccédo do virus apds 6 meses. A cronicidade
da doenca aumenta o risco de desenvolvimento de fibrose, cirrose e carcinoma
hepatocelular (BRASIL, 2019; COSTA, 2023; OMS, 2022).

A OMS (2022) estima que ocorram cerca de 1,5 milhdes de infec¢des por ano
no mundo todo, sendo registrados somente em 2019 cerca de 820.000 Obitos em
decorréncia da hepatite. No Brasil, a hepatite B € a segunda maior causa de O6bito
entre as hepatites virais, correspondendo a 53,4% dos 17.540 6bitos registrados entre
2000 e 2020. Apesar disso, no mesmo periodo foram notificados 264.640 casos e vem
apresentando reducéo na taxa de deteccdo ao longo do tempo, ao ponto de que em
2021 obteve-se a menor taxa desde o inicio do registro — 3,4 casos a cada 100 mil
habitantes. Além disso, a infec¢do crénica por HBV é a principal causa de carcinoma
hepatocelular, correspondendo de 44% a 55% de casos em todo mundo e responsavel
por 33% dos Obitos por este tipo de cancer (BRASIL, 2022; COSTA, 2023).

Para impedir a evolucdo da hepatite B, evitando o desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular e diminuir a taxa de transmissdo € essencial que ocorra o
diagnoéstico precoce. Atualmente, sdo utilizados testes sorolégicos que detectam
antigenos (HBsAg e HBeAg) e anticorpos (anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe) no soro do
individuo, além da quantificacédo viral por técnicas de biologia molecular. (BRASIL,
2019).

Durante a revisdo bibliografica, foram encontrados 28 artigos utilizando os
descritores “aptamer” e “HBV” na base de dados. Destes, 20 eram dos ultimos 10 anos
e a partir da leitura dos resumos, foram excluidos 13 estudos, pois ndo apresentavam
correlacao direta com o tema. Entdo, foram selecionados 5 artigos que abordavam o
desenvolvimento de aptameros para o diagnoéstico de HBV.

Foi possivel observar que a maioria (n = 4) utilizou como alvo para a deteccao
do HBV o antigeno de superficie HBsAg, que é um dos primeiros marcadores de
infeccdo, sendo possivel detectar desde os primeiros 30 - 45 dias de infec¢édo até a
sua cronicidade (BRASIL, 2019), enquanto apenas um utilizou o HBeAg, antigeno que
s6 pode ser detectado no inicio da infeccéo (YUEN et al., 2021). Além disso, a maioria
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(n = 4) utilizou DNA aptameros para a pesquisa, pois apresenta maior estabilidade
gue o do tipo RNA (RUSCITO; DEROSA, 2016). Os artigos selecionados estéo

apresentados no Quadro 4.

Quadro 4 — Artigos que abordavam a biotecnologia de aptdmeros no diagnéstico de HBV.

Referéncia Alvo Nome do aptamero Tipo \
Suh et al. (2014) HBsAg Anti-HBsAg RNA
Xi et al. (2015, 2018) HBsAg HO1, HO2 e HO3 DNA
Huang et al. (2016) HBeAg 2-19 DNA
Mirian et al. (2021) HBsAg Cm-1-4 DNA

Fonte: A autora (2023).

Suh et al. (2014) apresentaram um ensaio de quantificacdo capaz de detectar
o antigeno HBsAg combinando aptameros com o ensaio de ligacdo FRET (do inglés
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Nesse sistema criado pelos autores, o
doador FRET é conjugado ao aptamero enquanto o receptor FRET € ligado ao HBSAg.
Dessa forma, assim que o aptamero anti-HBsAg reconhece e se liga ao HBsAg, ha
transferéncia e emissao de fétons. Como resultado, demonstraram que este método
era aproximadamente 40 vezes melhor do que os ensaios de deteccdo convencionais
mais amplamente utilizados.

Utilizando separacédo magnética e imunoensaio, Xi et al. (2015) desenvolveram
DNA aptameros especificos para HBsAg ligados a nanoparticulas magnéticas
carboxiladas (MNPs), afim de criar um aptasensor de quimiluminescéncia para
detectar HBsAg. Mesmo na presenca de substancias interferentes nas amostras de
soro e 0 aptasensor foi altamente especifico na deteccdo de HBsAg. Em 2018, com o
objetivo de aumentar a sensibilidade desse método, os autores adicionaram
nanoparticulas de ouro duplamente funcionalizadas (AuNPs) para amplificar o sinal
de deteccdo do HBsAg. Além de sensivel e especifico para HBsAg, apresentou um
limite de detecgéo cinco vezes melhor do que o ensaio imunoenzimatico convencional

(ELISA) usado em hospitais.



32

Também utilizando AuNPs, Huang et al. (2016) desenvolveram um método de
deteccéo, porém apresentando HBeAg como alvo. Com isso, foram selecionados DNA
aptameros especificos para HBeAg, que foram incorporados com AuNPs e marcados
com fluorescéncia, a fim de possibilitar a detec¢éo do antigeno. O aptasensor mostrou
seletividade em relagdo ao alvo, além de sensibilidade e especificidade para HBeAg
Nno soro sanguineo.

No estudo mais recente encontrado, Mirian et al. (2021) utilizaram o método
SELEX em células inteiras (cell-SELEX), tendo como base uma célula hepatica
infectada com HBV, a fim de detectar o antigeno HBsAg. Para a pesquisa, foi
introduzido ao método, na fase de selecdo de aptameros, a DNase |
(desoxirribonuclease 1), que € capaz de remover sequéncias de oligonucleotideos nao
ligadas ou fracamente ligadas, potencializando o processo de selecao dos aptameros.
Com isso, foram selecionados 4 aptameros capazes de detectar o HBSAg,
demonstrando potencial ndo somente para diagnostico como também para tratamento

de doencas causadas pelo HBV.

2.2.1.2 Aptameros e HCV

O virus da hepatite C, semelhante ao HBV, é um agente etioldgico causador
de hepatite viral. Porém, devido as suas caracteristicas morfologicas, pertence a
familia Flaviviridae e género Hepacivirus, sendo a espécie hominis capaz de infectar
humanos. Sua particula viral (Figura 11) possui cerca de 50 nm de diametro e forma
esférica com envelope bilipidico composto pelas glicoproteinas E1 e E2, responsaveis
por reconhecer e se ligar aos receptores celulares, além do capsideo que envolve o
RNA de fita simples de polaridade positiva (SANTOS, 2015; SIMMONDS et al., 2017).

Seu genoma apresenta aproximadamente 9,6 kb com uma unica ORF, que
codifica uma poliproteina precursora, que posteriormente € clivada em 10 proteinas
virais, que podem ser divididas em: proteinas estruturais, localizadas na regido amino-
terminal da ORF, tendo a proteina C (core), que € capaz de alterar fun¢des da célula
hospedeira, além das proteinas E1 e E2, que sdo essenciais para a entrada do virus
na célula e sdo os principais alvos dos anticorpos; e proteinas nao estruturais (p7/p13,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) situadas na porcao restante, que atuam na
replicacdo viral e no processamento da poliproteina viral (MANNS et al., 2017
SANTOS, 2015). O genoma é apresentado na Figura 12.
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Figura 11 — llustracdo da particula viral do HCV.
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Fonte: Adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics - SIB, ViralZone (2023).

Figura 12 — llustragéo do genoma do HCV.
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Fonte: Adaptado de SIMMONDS et al. (2017).

Assim como o HBV, o HCV possui tropismo por hepatdcitos e, possivelmente,
€ capaz de se replicar também em linfdcitos, apesar dessa hipotese ainda nao ser
confirmada in vitro (MAGNIUS et al., 2020; SIMMONDS et al., 2017). A entrada do
virus na célula é realizada atraves do reconhecimento e ligacado das proteinas E1 e
E2 aos receptores celulares. Com a ligacéo, o virus é endocitado na célula e ocorre a
fusdo da particula viral com o endossoma celular e, a partir disso, o0 genoma viral é
liberado no citoplasma da célula. Entdo, o genoma € traduzido em proteinas,
responsaveis pela replicacdo viral, que em conjunto realizam a sintese de novas fitas
de RNA de polaridade positiva (MANNS et al., 2017). Essa acéo ativa a resposta

imunoldgica para o meio intra-hepatico, sendo as células de defesa acionadas —
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TCD4*, TCD8, linfocitos B e células NK — as responsaveis por causar o dano hepético
propriamente dito (SANTOS, 2015).

Sua transmissdo ocorre principalmente através do sangue, pelo
compartilhamento de materiais perfurocortantes e transfusdo de sangue nao
rastreada, sendo possivel também a transmisséo sexual e vertical, porém estes com
menos frequéncia (BRASIL, 2017; OMS, 2022). A infec¢cado acomete o figado, podendo
ocasionar hepatite aguda, onde 75% dos casos se tornam crénicos e destes cerca de
30% evolui para cirrose, aumentando cerca de 5% de risco de desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular a cada ano (SIMMONDS et al., 2017).

De acordo com dados da OMS (2022), no mundo é estimado que ocorram cerca
de 1,5 milhdes de novas infec¢des todo ano, além da estimativa de que atualmente
58 milhdes de pessoas apresentam hepatite cronica causada pelo HCV. Ademais, em
2019 cerca de 290.000 pessoas tiveram hepatite C como causa de 6bito registrada.
No Brasil (2022), o Ministério da Saude apresentou o Boletim Epidemiolégico de
Hepatites Virais, que indica que de 2000 a 2021 cerca de 279.872 novos casos de
hepatite C foram registrados, destacando que a partir de 2015 houve um aumento de
registros por inclusdo de novos métodos de diagndéstico. Quando diferenciada a
deteccédo por marcadores biol6gicos sob o mesmo corte temporal, 0 nimero de casos
registrados aumenta para 414.892. Em relacédo a mortalidade, o HCV é o responsavel
pela maior causa de Obitos entre as hepatites virais, sendo registrados 62.611 6bitos
no periodo de 2000 a 2020.

Ainda néo ha vacina contra o HCV e, com isso, 0 método de prevencao é
baseado na diminui¢do do risco de exposicao ao virus (BRASIL, 2017). Dessa forma,
€ imprescindivel que haja métodos diagndsticos eficazes e confiaveis a fim de rastrear
individuos infectados e auxiliar na diminuicao da disseminacéo do virus. Atualmente,
o diagndstico laboratorial € realizado através de 2 métodos: soroldgicos, em que se
detectam anticorpos contra HCV (anti-HCV), porém ndo faz distincdo de fase da
doenca e/ou cura; e moleculares, que rastreiam a presenca do RNA viral, sendo
utilizado como diagnéstico complementar, visto que indica melhor a carga viral
(BRASIL, 2019; SANTOS, 2015).

A partir da busca nas bases de dados utilizando os descritores “aptamers” e
“‘HCV” foram encontrados 94 artigos, sendo apenas 33 datados nos ultimos 10 anos.

Destes, 15 ndo apresentavam correlacdo direta com o tema, sendo assim excluidos.
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Por fim, foram selecionados 5 artigos que abordavam o desenvolvimento de
aptameros para o diagnostico de HCV.

Em todos os estudos foram utilizados DNA aptameros e a maioria (n = 4)
apresentou como alvo a proteina core, que € uma das principais proteinas estruturais
(MANNS et al., 2017). Por outro lado, apenas um utilizou a proteina E2, que é o
principal alvo de anticorpos para o diagnostico (BRASIL, 2019). Os artigos

selecionados estédo apresentados no Quadro 5.

Quadro 5 — Artigos que abordavam a biotecnologia de aptameros no diagnéstico de HCV.

Referéncia Alvo Nome do aptamero Tipo
Park et al. (2013) E2 E2-B e E2-D DNA
Wang et al. (2013) Core 9-15 DNA
Ghanbari et al. (2017) Core C4,7,42,97,103 e 104 DNA
Pleshakova et al. Core Al2, Al4 e Al5 DNA
(2018, 2019) ’

Fonte: A autora (2023).

Com o intuito de quantificar particulas infecciosas de HCV, Park et al. (2013)
desenvolveram um sistema denominado Enzyme-Linked Aptosorbent Assay (ELASA),
gue consiste num teste de ELISA que utiliza apenas aptameros, tendo a proteina E2
como alvo de deteccdo. Como resultado, o ELASA po6de detectar E2 de diferentes
genotipos de HCV e, além disso, apresentou valor de leitura bem correlacionado com
a dose das amostras.

No mesmo ano foi desenvolvido por Wang et al. (2013) um sistema baseado
em chip utilizando tiras de fluxo lateral compostas por aptameros contra o core —
antigeno central do HCV. Foi demonstrado que as tiras mostraram resultados
satisfatérios quando comparados com ELISA e PCR. Sendo assim, se apresenta
como uma 6tima alternativa para diagnosticar o HCV, principalmente por ser um
meétodo mais rapido, econémico e sem exigéncia de habilidades especializadas.

Também apresentando o core como alvo, Ghanbari et al. (2017)
desenvolveram um sensor ultrassensivel baseado em um aptamero funcionalizado

com o nanocomposto GQD (do inglés graphene quantum dots). Através da
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espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy) foi demonstrada a deteccéo rapida, seletiva e sensivel do
antigeno central do HCV no soro humanao.

Em estudos mais recentes, Pleshakova et al. (2018) desenvolveram um
sistema de detec¢cdo molecular do antigeno central do HCV baseada em microscopia
de forca atbmica (AFM, do inglés Atomic Force Microscope) utilizando um chip
funcionalizado com DNA aptameros. Através desse método, foi possivel realizar a
deteccdo do antigeno com sucesso, até mesmo quando os aptameros foram utilizados
em soro humano (PLESHAKOVA et al., 2019).

2.2.1.3 Aptameros e HPV

O virus do papiloma humano (HPV) é o principal agente etiol6gico causador do
cancer de colo de dutero, além de outras patologias. Pertence a familia
Papillomaviridae, sendo o0s géneros Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus capazes de infectar
humanos (DOORSLAER et al., 2018). Ja foram descritos mais de 200 tipos de HPV,
onde 40 afetam o trato genital e, destes, cerca de 15 estdo associados a
carcinogénese. Destacam-se os tipos HPV-16 e HPV-18, que apresentam o maior
risco de infeccdo e desenvolvimento do carcinoma, visto que se integram ao DNA
humano (CARDIAL et al., 2017; CARVALHO et al., 2021). Estruturalmente, o HPV
possui particula viral ndo envelopada, com capsideo icosaédrico - composto pelas
proteinas L1 e L2 - e apresenta cerca de 55 nm de tamanho, sendo seu genoma
composto por DNA de fita dupla circular associado a histonas (SANTOS, 2015;
SIMOES, ZANUSSO, 2019) (Figura 13).

O genoma do HPV possui aproximadamente 8.000 pb e codifica de seis a nove
proteinas virais, a destacar as proteinas centrais (E1, E2, L1 e L2) e proteinas
acessorias (E4, E5, E6 e E7) (Figura 14). As proteinas E1 e E2 estdo envolvidas na
replicacdo do genoma viral, enquanto as proteinas L1 e L2 participam da montagem
do virus. Em relacdo as acessorias, estas sao responsaveis por facilitar a replicacéo
do virus, aléem de aumentar a aptidao viral, conduzindo a reentrada do ciclo celular e
a amplificagcdo do genoma (DOORSLAER et al., 2018). O aumento da expresséo e

atividade das proteinas E6 e E7 é capaz de ocasionar o aumento da divisao celular e
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Figura 13 — llustracéo da particula viral do HPV.
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Fonte: Adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics - SIB, ViralZone (2023).

Figura 14 — llustracdo do genoma viral do HPV.
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Fonte: SCHIFFMAN et al. (2016).

inibir a atividade das vias regulatorias da célula, apresentando potencial carcinogénico
(SCHIFFMAN et al., 2016).

O HPV possui tropismo por células epiteliais escamosas da pele e mucosas e
€ capaz de acessa-las através de fissuras no epitélio. A partir disto, o virus se liga a
célula pela interacdo das proteinas do capsideo com receptores especificos da
superficie celular, porém ainda ndo é esclarecido como ocorre a entrada do virus na
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célula (SANTOS, 2015). Doorslaer et al. (2018) indicaram que h& clivagem da
superficie celular, resultando na entrada do virus na regido do endossomo e
revestimento do capsideo. Acredita-se que o DNA viral permaneca ligado as proteinas
centrais e, no processo de mitose da célula, movem-se em dire¢éo ao nucleo e dessa
forma se associa aos cromossomos do hospedeiro. A replicacédo viral é realizada
principalmente pelas proteinas E6 e E7, que induzem a proliferacdo de células
infectadas.

A principal via de transmissdo do HPV é a sexual, sendo a Infeccéo
Sexualmente Transmissivel (IST) de maior transmissibilidade. Por possuir tropismo
por células epiteliais, sdo capazes de infectar a pele desenvolvendo verrugas, além
de infectar mucosas, podendo atingir boca, garganta, trato respiratorio e regido ano-
genital (SIMOES, ZANUSSO JUNIOR, 2019). As infecgdes, na maioria das vezes, s&0
assintomaticas, porém estima-se que 1 a 2% da populacdo infectada pode
desenvolver verrugas ano-genitais, enquanto cerca de 5% podera evoluir para
oncogénese (CARVALHO et al., 2021), sendo o cancer de utero o mais comum, em
gue o DNA viral é encontrado em 99,7% dos casos, sendo o quarto tipo de cancer que
mais atinge mulheres mundialmente (CARDIAL et al., 2019).

Estima-se que, em todo o mundo, tenham ocorrido 604.000 novos casos e
342.000 ébitos causados pelo cancer cervical somente no ano de 2020. Diante desse
problema de saude publica, foi implementada uma estratégia global para diminuir a
incidéncia de casos de cancer de colo uterino até 2030, através de: acdes preventivas,
com a vacinacdo contra o HPV de meninas até 15 anos de idade; rastreamento em
mulheres de 35 e 45 anos de idade; e tratamento das mulheres identificadas com o
cancer (OMS, 2020). Segundo o INCA (2023), no Brasil sdo identificados cerca de
18.000 novos casos de cancer de colo de uUtero anualmente, sendo registrados cerca
de 4.000 obitos.

O método de diagndstico utilizado atualmente no Brasil é o rastreamento
através do exame citopatologico (Papanicolau) em mulheres de 25 a 64 anos a cada
trés anos, que é a faixa etaria mais atingida pela carcinogénese causada pela infeccéo
do HPV, sendo esse rastreamento realizado pelo Sistema Unico de Salde (SUS)
através da Unidades de Atencéo Basica (INCA, 2021). Além disso, também é utilizada
a biologia molecular, através da técnica de PCR (OMS, 2020).

Durante a busca nas bases de dados com os descritores “aptamer” e “HPV”

foram encontrados 25 artigos, sendo 18 dos ultimos 10 anos. Com a leitura dos
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resumos foram excluidos 13 estudos, pois ndo apresentavam correlacéo direta com o
tema. Por fim, 3 artigos que abordavam o desenvolvimento de aptameros para o

diagnodstico de HPV foram selecionados, sendo estes apresentados no Quadro 6.

Quadro 6 — Artigos que abordavam a biotecnologia de aptameros no diagnéstico de HPV.

Referéncia Alvo Nome do Aptamero Tipo
Leija-Montoya et al. (2014) VLP-L1 Sc5-¢c3 RNA
Trausch et al. (2017) VLP-L1 HPV-07 DNA
Aspermair et al. (2020) E7 Sch-c3 RNA

Fonte: A autora (2023).

O primeiro estudo que caracterizou um aptamero de RNA contra a proteina L1
do HPV foi realizado por Leija-Montoya et al. (2014). Além da automontagem viral, a
L1 é capaz de se auto-organizar em particulas semelhantes a virus (VLPs, do inglés
virus-like particles), apresentando similaridade com particulas infecciosas. Através do
método de SELEX e ensaios de ligacdo foi identificado o aptamero Sc5-c3, que
apresentou alta especificidade e afinidade, mesmo em misturas de proteinas de
biofluidos, sugerindo potencial para diagnéstico.

Trausch et al. (2017) visaram o mesmo alvo e através do mesmo método
isolaram um aptamero, porém do tipo DNA, nomeado HPV-07, em que sua
especificidade foi avaliada por testes de ressonancia. Ao ser utilizado em ELISA, o
aptamero mostrou especificidade muito alta. Com isso, os autores demonstraram que
a utilizacdo do HPV-07 em testes de ELISA apresentou mais eficacia e menos
exigéncia de recursos que o tradicional, que utiliza anticorpos.

Com uma abordagem diferente, Aspermair et al. (2020) utilizaram transistores
de efeito de campo de oOxido de grafeno reduzido (rGO-FET, do inglés reduced
graphene oxide based a field effect transistor) funcionalizado com o aptdmero Sc5-c3
contra a proteina E7, que € uma das responsaveis pela carcinogénese. A partir dessa
modificacdo, a ligacdo do aptamero pode ser monitorada em tempo real e se mostrou

ser altamente sensivel e com rapida deteccéo, apresentando cerca de 95% de nivel
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de confianca. Além de ser um potencial método de diagndstico, também se mostra
como uma possivel alternativa ao PCR e RT-PCR.

2.2.2 Estudo experimental: Avaliac&o da replicac&o viral do HHV- 8 em células
BCBL-1

No intuito de investigar o potencial uso de DNA aptameros como marcadores
de células infectadas por HHV-8 — pesquisa pioneira elaborada pelas pesquisadoras
Dr2 Elen Mello e Dr2 Mariana Waghabi do IOC/Fiocruz — foram realizados estudos
preliminares baseados na reativacéo do ciclo litico em cultura de células BCBL-1 in
vitro. Dessa forma, a fase de selecéo de aptameros se torna mais confiavel em relacéo
ao reconhecimento especifico de células infectadas com diferenciacdo entre estado
latente e litico.

O protocolo descrito para manutencdo e propagacdo de células foi bem
sucedido, apresentando curva de crescimento celular ao longo de uma cinética
temporal (Figura 15). ApGs descongelamento, as células apresentaram cerca de 80 a
90% de viabilidade e apds 24 horas de cultivo exibiram um crescimento de 1x10° para
3x10°8 células/mL (Figura 15A). Pode-se observar que a BCBL-1 apresentou 6timo
crescimento quando se mantinha o intervalo de 72 horas para sua manutencgéo, se
multiplicando quase 8 vezes mais (8x10° células/mL) (Figura 15B). Foi observado que
apos esse tempo era necessario realizar a passagem para novas garrafas de cultura,

a fim de manter a viabilidade e permitir o crescimento celular.

Figura 15 — Cultura de células BCBL-1 em crescimento.
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de cultivo, com 8 x10° células/mL. Aumento de 10x. Fonte: A autora (2023).
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Conforme descrito na metodologia, as células BCBL-1 tiveram seu ciclo litico
induzido pela acdo do PMA em diferentes concentracdes, sendo as amostras
coletadas em diferentes intervalos de tempo, a fim de avaliar qual apresentaria melhor
reativacao viral. Para isso, o DNA viral foi extraido e entéo foi realizada a quantificacao
da carga viral de cada amostra coletada por gPCR. Os resultados foram visualizados
através do software QuantStudio™ Design & Analysis (Figura 16). Foi possivel
observar que o DNA do controle positivo comegou a ser amplificado por volta 22° ciclo
do gPCR (Figura 16A), servindo entdo como parametro para comparacdo com a
amplificacdo das amostras. Pode-se analisar que a maior parte das curvas geradas
apresentou comportamento similar ao controle positivo, tanto da amostra P10 (Figura
16B) quanto da P15 (Figura 16C), demonstrando o sucesso do protocolo de reativagéao
viral, bem como o de quantificacao.

Figura 16 — Quantificagéo da carga viral de HHV-8 por gPCR (QuantStudio™ Design & Analysis) em
células BCBL-1 apds inducao de reativagdo viral por PMA.
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Por outro lado, surpreendentemente, a quantificacéo viral das células controle
— que teoricamente ndo sofreram o processo de reativacao viral, ou seja, apresentam
laténcia — também apresentaram curvas similares ao controle positivo (Figura 17),
tanto a amostra P10 (Figura 17A) quanto a amostra P15 (Figura 17B). Acredita-se que
esse fendbmeno ocorreu devido a contaminacdo cruzada durante a manipulacdo do
protocolo de extracéo viral ou através da transferéncia das amostras para posterior
quantificacdo. Porém, é valido ressaltar que tal resultado ndo interfere no sucesso do

relatado anteriormente.

Figura 17 — Quantificagéo da carga viral de HHV-8 por gPCR (QuantStudio™ Design & Analysis) em
células controle (BCBL-1).
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A partir da quantificacéo viral, realizou-se um levantamento dos dados em que
foi construido um grafico relacionando o niumero de copias/mL de HHV-8 com as
diferentes concentracbes de PMA em ng/mL, para observar em qual tempo houve
melhor reativacao viral (Figura 18) tanto na amostra onde coletou-se o pellet (Figura
18A) quanto a que o sobrenadante foi coletado (Figura 18B). Os dados referem-se a
meédia da quantificacdo viral da amostra P10 e P15.

Como resultado, observou-se que a amplificacdo do genoma viral foi melhor
sucedida no sobrenadante das células em todas as concentra¢des, quando coletados
em 72 horas apresentando em média 7x108 cépias/mL e principalmente em 96 horas,

em que foi possivel encontrar até 1x10° cépias/mL do DNA viral.

Figura 18 — Reativacéo viral de HHV-8 em células BCBL-1.
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Como citado anteriormente, as primeiras horas ap6s a infeccdo sao
caracterizadas pela endocitose do virus na célula e expressédo dos primeiros genes
virais (imediatos precoces), a destacar a ORF50, importantes para a replicacdo do
DNA viral. Em seguida, sdo expressos genes precoces, onde a proteina utilizada como
alvo (ORF26) se encontra, sendo importante para a montagem do capsideo de novos
virus, pois codifica sua menor proteina e se apresenta como uma regiao altamente
conservada do genoma (LOPES, 2021). Sabendo disso, entende-se que foram
detectadas poucas cépias do DNA viral nas primeiras 48 horas com o PMA pois o0 alvo
utilizado ainda se encontrava no meio intracelular ou ndo havia sido expresso o
suficiente. Além disso, provavelmente, ainda ndo havia ocorrido o brotamento de virus
das células, que possibilitaria a sua deteccdo no sobrenadante.

Sob a mesma Gtica, as amostras em que foram analisados os pellets celulares,
em média, ndo apresentaram grande amplificacdo do DNA viral apés 72 horas. E
provavel que isso se deve ao fato de que apds a replicagéo viral ocorrer, 0s virus sao
liberados para fora da célula por brotamento (CESARMAN et al., 2019) e dessa forma,
ndo seria possivel detecta-los no meio intracelular. Por outro lado, nas primeiras horas
de infecgéo, foi encontrado um naimero consideravel de copias de DNA viral, indo de
encontro ao fato de a ORF26 ser um gene precoce (LOPES, 2021), sendo mais
facilmente encontrado nas primeiras horas de infec¢cdo e no meio intracelular.

Apesar de nao ter sido observado um padrédo na amostra em que se coletou 0s
pellets, em que pode ter ocorrido por alguma contaminagdo cruzada durante o
manuseio, € possivel verificar que o sobrenadante das culturas apresentou maior e
similar nimero de copias de DNA viral utilizando qualguer concentracdo do PMA apés
72 e 96 horas de infec¢cdo. No entanto, a concentracdo de 30 ng/mL do PMA parece
ser a melhor condicdo experimental, a medida que se observa uma correlacédo
inversamente proporcional ao longo da cinética entre os niveis de copias virais obtidos
intracelular e extracelular, melhor observada nos tempos de 48, 72 e 96 horas (Figura
18A e B).

O PMA é um farmaco agonista da proteina quinase C, sendo utilizado na
pesquisa para, entre outras funcdes, induzir alteragcbes metabolicas e producao de
espécies reativas de oxigénio (NCBI, 2023). O estresse oxidativo, por sua vez, é um
fator que, através de mecanismos moleculares, auxilia na transcricdo de fatores
epigenéticos na ceélula hospedeira que contribuem para a reativacdo viral e,

consequentemente, replicagdo do virus (NAIK et al., 2020). Semelhante aos
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resultados apresentados, estudos baseados na utilizacdo do PMA como agente de
reativacdo do EBV e HHV-8 demonstraram que o farmaco foi capaz de induzir a
ativacao da transcricdo de genes virais e, com isso, a replicacao viral (BALISTRERI
et al., 2016; GONNELA et al., 2015, 2017).

Por fim, devido a inconsisténcia encontrada nos resultados, torna-se
necessario a realizacdo do experimento novamente, a fim de obter resultados mais
exatos e seguir com os experimentos de selecao e identificacdo de DNA aptameros

especificos para células infectadas com o HHV-8 no estado litico e latente.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Desde o seu desenvolvimento em 1990, a biotecnologia de aptameros vem
sendo alvo de muitos estudos voltados ao diagndstico e tratamento de doencas, se
apresentando como uma inovacao tecnoldgica na pesquisa clinica. No geral, os
aptameros representam um potencial método de diagnadstico, principalmente pela sua
alta especificidade aos seus alvos, sendo altamente comparado com anticorpos,
apresentando vantagens, como menor custo e tamanho, além de baixa toxicidade e
imunogenicidade. Com isso, se tornam uma alternativa viavel para o diagndstico de
doencas, destacando nesse trabalho, canceres causados por virus, que necessitam
de um diagnastico precoce da infeccdo para melhor sucesso no tratamento.

Nessa revisdo de literatura, os estudos selecionados apresentaram o
desenvolvimento de aptameros especificos para as principais proteinas virais do HBV,
HCV e HPV, conhecidas e utilizadas para os diagndsticos atuais. E importante
destacar que os resultados obtidos nesses estudos foram promissores, se mostrando
mais vantajosos em comparacao aos ja utilizados na pratica clinica.

Dessa forma, espera-se que a biotecnologia de aptameros se apresente como
uma candidata em potencial para ser utilizada como alternativa de método de
identificacdo e diferenciacao de células infectadas por HHV-8 e, consequentemente,

auxiliar no diagnéstico de doencas associadas a este virus.
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