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RESUMO 

De acordo com as normas da ABNT 

 

SILVA, M. L. Interação do adenovírus humano, sorotipo 41, com células de origem 

hematopoiética: análise da permissividade celular e da expressão gênica viral. 2007 

128f Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 

 

Para verificar a permissividade de células de origem hematopoiéticas à infecção por 

HAdV-41, foram infectados PBMC e IEL de voluntários. Os ensaios foram 

comparados com células HEK-293 infectadas. Foram analisadas as expressões dos 

genes virais E1A, E1B (55K), E3 (14K), VARNA, hexon e fibra curta (FC) e do gene 

celular GAPDH. O mRNA foi detectado por RT-PCR em tempo real e a produção de 

proteínas foi visualizada por IFI. Em HEK-293, a transcrição dos genes E1A, E1B e 

E3 iniciou-se às 11h p.i, hexon,às 13h pi.,VARNA e FC às 14h p.i. Em PBMC a 

transcrição de E1A, E1B e VARNA iniciou-se 17h p.i e a expressão dos genes hexon 

e fibra curta foi detectada 18h p.i e 20 h p.i. respectivamente. O nível de expressão 

dos genes virais em HEK-293 foi quase 200 vezes maior em relação à PBMC. Os 

IELs também mostraram-se permissivos à infecção pelo HAdV-41 como mostrado 

pela expressão dos genes virais. Essa é a primeira evidência de que este vírus 

possa infectar tais células. Os resultados obtidos ajudam a elucidar os mecanismos 

de interação do vírus com a célula-hospedeira e fornecem subsídios para o 

desenvolvimento de vetores virais, baseados em sorotipos entéricos, para aplicação 

em terapia gênica direcionada. 

 

Palavras chave: adenovírus, cinética de infecção, permissividade celular, PBMC e 

linfócitos intraepiteliais (IEL) 
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ABSTRACT 

De acordo com as normas da ABNT 

 

SILVA, M. L. Human adenovírus serotype 41 interaction with hematopoietic cells: 

cellular permissiveness and viral gene expression analysis. 2007 128f Dissertação 

(Mestrado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2007 

 

 In order to verify the permissiveness of hematopoietic cells to HAdV-41 

infection, PBMC and IEL from volunteers were infected. The infection assays were 

compared with infected HEK -293 cells. We analysed the E1A, E1B (55K), E3 (14K), 

VARNA, hexon and short fiber (SF) viral gene expression and GAPDH cellular gene 

expression. The mRNA were detected by real time PCR and the viral protein 

synthesis were detected by IIF. In HEK-293 cells E1A, E1B and E3 gene expressions 

were detected 11h p.i Hexon gene expression was detected at 13h p.i, while VARNA 

and SF gene expressions were detected 14h p.i In PBMC, E1A, E1B and VARNA 

gene expressions were detected 17h p.i and the hexon and SF gene expression 

were detected 18h p.i and 20h p.i, respectively. The viral gene expression level in 

infected HEK-293 cells was 200 fold higher than infected PBMC. The IEL also were 

permissive to HAdV-41 infection showed by viral gene expressions. This is the first 

evidence that HAdV-41 is able to infect these cells types. These results help to 

understand the virus-cell interaction mechanisms and they bring new information to 

develop adenovirus vector, based in enteric serotypes, to apply in target gene 

therapy.  

 
Key words: adenovirus, gene expression kinetics, cellular permissiviness, PBMC, 

intraepithelial lymphocytes 



 10 

Lista de abreviaturas 
 

% - Porcentagem 

µµµµg - Micrograma 

µµµµl - Microlitro 

µµµµM – Micromolar 

°C – Graus Celsius 

Ad -  adenovirus 

ADP -  proteínas de morte dos adenovírus (adenovirus death protein) 

Adpol-  DNA polimerase dos adenovírus 

AIDS – Síndrome da imunodeficiência adquirida (Acquired immunodeficiency Syndrome) 

APCs – células apresentadoras de antígeno (antigen-presenting cells) 

Ca++ - Íon Cálcio 

CAD -  enzima de síntese de pirimidina 

CAR – Coxsackie Adenovirus Receptor 

CD- Grupo de diferenciação (cluster of differentiation antigens) 

CD28 – Molécula que provém sinais co-estimulatórios para a ativação de linfócitos T 

CD3 – Marcador genérico de célula T  

CD34 – Fator de adesão célula-célula expresso em células de origem hematopoiética. 

CD4 – Marcador de célula T helper 

CD46 - Marcador de células nucleadas humanas 

CD8 – Marcador de célula T citotóxica 

CD80 - Molécula co-estimulatória em linfócitos T humanos 

CD86 - Molécula co-estimulatória em linfócitos T humanos 

cDNA – DNA complementar 

CHO - células de ovário de hamster chinês  

CO2 – Dióxido de Carbono 

CsCl – Cloreto de Césio 

CT -  threshold cycle – ciclo inicial de detecção 

CTL - Linfócito T citotóxico (cytotoxic T-lymphocyte) 

DAPI -  Diaminofenilindol 
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DBP- proteína de ligação ao DNA dos adenovírus ( (Ad) DNA binding protein) 

DEPC – Dietilpirocarbonato 

DMEM – Meio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco 

DNA – Ácido desoxiribonucléico 

dNTP – Desoxinucleotídeos (N=A, C, G ou T) trifosfato 

dsRNA – RNA dupla fita 

DTT -  Dithiotreitol 

ECP – Efeito citopático 

EDTA – Ácido etilenodiamina tetracético 

FITC -  isotiocianato de fluoresceína 

g – grama 

GALT – Tecido Linfóide Associado à Mucosa  

GAPDH -  

GPI-glicosilfosfatidilinositol 

HAdV – Human adenovirus 

HCl – Ácido Cloridríco 

HEK-293 – Linhagem de célula de rim de embrião humano transformada com a região E1 do HAdV-5 

HEPES –  Ácido 2-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil] etanosulfônico 

HIV – Vírus da imunodeficiência adquirida (Human Immunodeficiency Virus)  

hsP70 -  proteína de choque térmico 70 

ICTV – Comitê internacional de taxonomia viral 

IEL – linfócitos intraepiteliais 

IFI – Imunofluorescência indireta 

IFN- interferon 

Ig- imunoglobulina 

IGDD – Isoleucina, Glicina, Asparagina, Asparagina 

IgSF- super família das imunoglobulinas  

IL- interleucina 

ITR- região repetitiva terminal invertida (inverted terminal repeat) 

Kb - Kilobase 
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KCl – Cloreto de potássio 

LDV- motivo Leucina, Asparagina e Valina  

LTA – Leucemia de células T de adulto 

M - Molar 

MALT – Sistema imune da mucosa 

MAPK- Proteína quinase mitogeno ativada (mitogen-activated protein kinase) 

MEM – Meio mínimo de Eagle 

mg - miligrama 

Mg++ - Íon Magnésio 

MgCl2 – Cloreto de magnésio 

MHC – Complexo de histocompatibilidade principal 

min - minuto 

ml – mililitro 

MLP-  promotor tardio principal (major late promoter) 

MLTU- unidade de transcrição tardia principal (major late transcription unit) 

mM – Milimolar 

MMLV -  Virus da leucemia de murinos Moloney (Moloney murine leukemia vírus) 

MOI – Multiplicidade de infecção (Multiplicity of infection) 

mRNA -  Rna mensageiro 

NaCl – Cloreto de sódio 
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NK - células matadoras naturais (natural killer cell) 

NLS -  sinal de localização nuclear (nuclear localization signal) 

NPC - complexo do poro nuclear (nuclear pore complex) 

ºC – Grau Celsius  

ORF - região aberta de leitura (open reading-frame) 

pb – pares de bases 

Pb - penton base 

PBMC - células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells) 
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PCR – Reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction) 

pH – potencial hidrogeniônico 

PHA – fitohemaglutinina 

PI3K - phosphoinositide-3- kinase 

PKA - proteína quinase dependente de cAMP 

PKC - proteína quinase C 

PKR –  Proteína quinase dependente de dsRNA 

PML – corpos de leucemia promielocítico 

pmoles - picomoles 

POD –  PML oncogênico 

pTP - proteína pré-terminal  

RE – retículo endoplasmático 

RGD – Arginina, Glicina e Asparagina 

RGDA – Arginina, Glicina, Alanina, Asparagina 

RID -  Receptor de internalização e degradação 

RPM – Rotações por Minuto 

SDS – Dodecil sulfato de sódio 

SFB – Soro fetal bovino 

SHAB – Soro humano AB 

siRNA – RNA silenciador 

SNC – Sistema Nervoso Central 

TAE – Tris acetato EDTA 

TBE – Tris-HCl/Borato/EDTA 

TCR – Receptor de células T 

TE – Tris-HCl/EDTA 

Th – Linfócito T auxiliares (Helper T cells) 

TNF – Fator de Necrose Tumoral  

TP- proteína terminal  

TRIS – Tris (hidroximetil) aminometano 



 14 

Tth -  Thermus thermophilus 

U – Unidade 

UFF – Unidade Formadora de Foco 

USB – Tampão carbonato-bicarbonato 

UTP -  trifosfato de uracila 

UV - Ultravioleta 

V - Volts 

VA RNA-  RNA associado a vírus 

VSG – Glicoproteína Variante Específica 

x g – unidade de gravidade 

 



 15 

Lista de Figuras 
          pg 

Figura 1 – Relação filogenética dos Adenoviridae ..........................................................02 

Figura 2 – Microscopia eletrônica de adenovírus ............................................................05 

Figura 3 –  Esquema estrutural da partícula adenoviral ..................................................06 

Figura 4 – Mapa genético dos adenovírus ......................................................................08 

Figura 5 –  Organização da região E3 de adenovírus .....................................................13 

Figura 6 – Esquema da estrutura da fibra dos adenovírus .............................................17 

Figura  7 – Inserção da fibra na penton base ..................................................................23 

Figura 8 – Processo de entrada viral ...............................................................................25 

Figura 9 –Esquema estrutural do TCR ............................................................................33 

Figura 10- Métodos de separação e purificação de IEL ..................................................41 

Figura 11 – Resultados da purificação viral .....................................................................57 

Figura 12 –  Resultado da padronização da PCR ............................................................58 

Figura 13 – Resultado dos alinhamentos .........................................................................59 

Figura 14 –  Resultado dos alinhamentos ........................................................................59 

Figura 15 – Resultado dos alinhamentos .........................................................................59 

Figura 16 – Resultado da padronização da PCR genérica ..............................................60 

Figura 17 – Resultado da padronização da PCR espécie-específico  .............................60 

Figura 18 – Resultado da padronização da Nested PCR ................................................60 

Figura 19 –  Resultado da padronização da PCR em tempo real ...................................61 

Figura 20 – Resultados curva padrão ..............................................................................62 

Figura 21 – Resultados da separação de IEL .................................................................65 

Figura 22 – Resultados da detecção de DNA viral, em HEK 293, por PCR ...................65 

Figura 23 –  Resultados da padronização da detecção de DNA viral por PCR ..............66 

Figura 24 – Padronização da detecção de DNA viral por PCR em tempo real ...............67 

Figura 25 – Resultados da detecção de DNA viral, em PBMC, por PCR .......................68 

Figura 26 – Detecção de DNA viral, em PBMC, por PCR em tempo real ......................68 

Figura 27 –  Resultados da expressão do gene E1A em HEK 293 ................................71 

Figura 28 –  Resultados da expressão do gene E1B em HEK 293 .................................71 

Figura 29 – Resultados da expressão do gene E3 em HEK 293.....................................71 



 16 

           pg 

Figura 30 – Resultados da expressão do gene VARNA em HEK 293 ..........................71 

Figura 31 – Resultados da expressão do gene hexon em HEK 293 .............................71 

Figura 32 – Resultados da expressão do gene fibra curta em HEK 293 ......................71 

Figura 33 – Cinética de expressão de HAdV-41 em HEK 293 .....................................72 

Figura 34 – Resultados da expressão do gene E1A em PBMC ...................................74 

Figura 35 – Resultados da expressão do gene E1B em PBMC ...................................74 

Figura 36 – Resultados da expressão do gene VARNA em PBMC..............................74 

Figura 37 – Resultados da expressão do gene hexon em PBMC.................................74 

Figura 38 – Resultados da expressão do gene fibra curta em PBMC ..........................74 

Figura 39 – Cinética de expressão de HAdV-41 em PBMC .........................................74  

Figura 40 – Cinética de expressão de HAdV-41 em IEL-1 ...........................................75 

Figura 41 - Cinética de expressão de HAdV-41 em IEL-2 ............................................75 

Figura 42 – Mapa gênico dos adenovírus .....................................................................89 

Figura 43 – Temperatura de denaturação dos produtos amplicados por E1A .............117 

Figura 44 – Temperatura de denaturação dos produtos amplicados por E1B .............117 

Figura 45 – Temperatura de denaturação dos produtos amplicados por E3 ...............117 

Figura 46 – Temperatura de denaturação dos produtos amplicados por VARNA .......118 

Figura 47 – Temperatura de denaturação dos produtos amplicados por hexon .........118 

Figura 48 - Temperatura de denaturação dos produtos amplicados por fibra curta ....118 



 17 

Lista de Tabelas 

          pg 

Tabela 1 – propriedades biológicas dos adenovírus .......................................................04 

Tabela 2 –  Funções das proteínas adenovirais ..............................................................07 

Tabela 3 – Seqüência do par de oligonucleotídeo da PCR genérica para Ads ..............48 

Tabela 4 –  Temperatura de anelamento dos pares de oligonucleotídeos para Ads ......53 

Tabela 5 –  Resultados da padronização da PCR em tempo real ..................................62 

Tabela 6 –  pares de oligonucleotídeos elaborados para cinética de infecção ...............63 

Tabela 7 – Resultado do método de extração de IEL .....................................................64 

Tabela 8 –  Resultados da IFI de PBMC inoculados com HAdV-41 ...............................76 

Tabela 9 – Média dos CTs de expressão gênica de HAdV-41 em HEK- 293 ...............119 

Tabela 10 - ∆CT da cinética de HAdV-41 em HEK -293 ..............................................120 

Tabela 11 - ∆∆CT da cinética de HAdV-41 em HEK -293 ............................................121 

Tabela 12 - Quantificação relativa da expressão gênica de HAdV-41 em HEK 293 ....122 

Tabela 13 - Média dos CTs de expressão gênica de HAdV-41 em PBMC ..................123 

Tabela 14 - ∆CT da cinética de HAdV-41 em PBMC ...................................................124 

Tabela 15 - ∆∆CT da cinética de HAdV-41 em PBMC .................................................125 

Tabela 16 - Quantificação relativa da expressão gênica de HAdV-41 em PBMC .......126 

Tabela 17 - Média dos CTs de expressão gênica de HAdV-41 em IEL- 1 ...................127 

Tabela 18 - ∆CT da cinética de HAdV-41 em IEL – 1 ...................................................127 

Tabela 19 - ∆∆CT da cinética de HAdV-41 em IEL-1 ....................................................127 

Tabela 20 – Quantificação relativa da expressão gênica de HAdV-41 em IEL-1 .........127 

Tabela 21 – Média dos CTs de expressão gênica de HAdV-41 em IEL-2 ....................127 

Tabela 22 – ∆CT da cinética de HAdV-41 em IEL – 2 ...................................................128 

Tabela 23 – ∆∆CT da cinética de HAdV-41 em IEL-2 ....................................................128 

Tabela 24 - Quantificação relativa da expressão gênica de HAdV-41 em IEL-2 ...........128 



 18 

Sumário 

               pg 
1. INTRODUÇÃO 
1.1- Os adenovírus .................................................................................................... 01 
1.2- Composição da partícula viral ............................................................................ 05 
1.3- Organização do genoma .................................................................................... 08 
1.4- Proteína fibra e seu papel na infectividade......................................................... 16 
1.5 – Receptores da fibra de adenovírus .................................................................. 18 
1.6- Penton base ....................................................................................................... 22 
1.7- Tropismo celular ................................................................................................. 23 
1.8- Biossíntese viral .................................................................................................. 24 
1.9- Human adenovírus F ........................................................................................... 28 
1.10- O receptor das células T (TCR) ......................................................................... 30 
1.11- O sistema Imune de mucosa ............................................................................. 31 
1.12- A origem das células T γδ .................................................................................. 32 
 
2- JUSTIFICATIVA ...................................................................................................... 34 
 
3- OBJETIVO .............................................................................................................. 35 
 
4- MATERIAL E MÉTODOS 
4.1- Linhagens celulares e condições de cultivo ....................................................... 36 
4.2-Ética em experimentação humana ...................................................................... 37 
4.3- Criopreservação dos tipos celulares .................................................................. 37 
4.4- Obtenção de fragmentos de mucosa intestinal .................................................. 38 
4.5- Métodos de separação de IEL ........................................................................... 38 
4.6- Purificação da cepa padrão ............................................................................... 42 
4.7- Extração do DNA genômico de HAdV-41 .......................................................... 45 
4.8- Elaboração de oligonucleotídeos ....................................................................... 47 
4.9- Reação de PCR.................................................................................................. 47 
4.10- Nested PCR ..................................................................................................... 48 
4.11- PCR em tempo real .......................................................................................... 49 
4.12- Estimativa do número de cópias de HAdV-41 detectáveis ............................... 50 
4.13- Ensaio prévio de infecção de linfócitos com HAdV-41 ..................................... 50 
4.14- Análise da infecção do HAdV-41 em PBMC e IEL ........................................... 51 
4.15- Quantificação relativa da expressão gênica viral.............................................. 54 
4.16- IFI de PBMC infectados ................................................................................... 55 
 
5- RESULTADOS 
5.1 – Produção e purificação e titulação de HAdV-41 ............................................... 57 
5.2 – Limiar de detecção de HAdV-41 ....................................................................... 58 
5.3 – Estimativa do número de cópias de HAdV-41 detectáveis................................ 62 
5.4 - Elaboração de oligonucleotídeos........................................................................ 63 
5.5 – Obtenção de IEL ............................................................................................... 64 
5.6 – Determinação da permissividade de linfócitos com HAdV-41 .......................... 65 
5.7 – IFI de PBMC infectados..................................................................................... 76 
 
6- DISCUSSÃO .......................................................................................................... 78 
7- CONCLUSÒES FINAIS.......................................................................................... 96 
8- REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICAS ........................................................................ 97 
9- ANEXOS ................................................................................................................ 117 
 
 
 



 19 

INTRODUÇÃO 

 

1.1  OS ADENOVÍRUS 

Os adenovírus (Ads) foram, primeiramente, isolados e caracterizados como 

agentes virais por dois grupos de pesquisadores que estudavam a etiologia de 

infecções respiratórias agudas. Em 1953, Rowe e colaboradores observaram a 

degeneração de culturas de células primárias de adenóides humanas, resultante da 

replicação de um vírus desconhecido presente no tecido. Em 1954, Hilleman e 

Werner, estudando a epidemia de uma doença respiratória em recrutas americanos, 

isolaram de secreções respiratórias um agente que induzia alterações citopáticas em 

culturas de células humanas. Esses vírus foram logo relacionados e inicialmente 

chamados de agentes da degeneração da adenóide, da infecção respiratória, da 

doença da adenóide-faringe-conjuntiva ou da doença respiratória aguda. Apenas em 

1956, foram denominados adenovírus, devido ao tecido no qual foram descobertos 

(HORWITZ, 2001).  

De acordo com o comitê internacional de taxonomia viral (ITCV- Internacional 

on Taxonomy of Viruses), os Ads constituem a família Adenoviridae, a qual pode ser 

filogeneticamente distinta em quatro gêneros: Mastadenovirus, que agrupa vírus de 

mamíferos; Aviadenovirus, que compreende somente vírus de aves; Siadenovirus, 

representado por vírus de aves, de peixes e reptéis e Atadenovirus, que agrupa 

vírus que infectam somente ruminantes e peixes (www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTdb). A 

criação de um novo gênero tem sido discutida, pois as características de um novo 

adenovírus, isolado em esturjão, não se enquadra em nenhum dos gêneros 

existentes. Este quinto gênero seria denominado Fishadenovirus. No entanto, outros 

estudos são necessários para que se formalize a criação deste novo gênero (Figura 

1) (DAVISON, BENKO e HARRACH, 2003). 
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Figura 1. Distância filogenética entre membros da família Adenoviridae. Membros de vários gêneros 
são representados com cores diferentes e vírus que pertencem à mesma espécie são agrupados em 
círculos ovais. As abreviações dos nomes dos vírus, acrônimos, são indicadas no final de cada 
ramificação, com o nome da espécie em itálico. A primeira letra indica o animal do qual foi isolado o 
vírus: B (bovino); C (canino); D (pato); E (eqüino); F (galinha); Fr (rã); H (humano); M (murino); O 
(ovino); P (suíno); Po (gambá); Sn (cobra); T (peru) e TS (primata primitivo). A distância filogenética 
foi calculada a partir da seqüência nucleotídica do gene hexon disponível no GenBank.  

Fonte: DAVISON, BENKO E HARRACH, 2003. 

 

O gênero Mastadenovirus é formado por mais de 90 sorotipos, dos quais 51 

infectam humanos. Estes estão distribuídos em seis espécies (A a F) definidas com 

base em características antigênicas, morfológicas e moleculares (TIEMESSEN & 

KIDD, 1995). Recentemente, foi isolado um novo sorotipo de adenovírus humano 

(HAdV-52) que não se encaixa nas características de nenhuma espécie até hoje 
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descrita, sendo sugerida sua classificação em uma nova espécie, G (JONES II et al, 

2007).   

A designação de uma espécie depende de pelo menos dois dos fatores a 

seguir: hibridização do DNA, porcentagem de G+C no genoma, oncogenicidade em 

roedores, hospedeiro, neutralização cruzada, possibilidade de recombinação, 

número de genes VA RNA, padrão de hemaglutinação e organização genética da 

região E3 (BENKÖ et al, 1999). 

Os sorotipos são determinados em ensaios de neutralização da infecção em 

cultura celular. São considerados sorotipos distintos aqueles que não apresentarem 

reações cruzadas com outros sorotipos, ou apresentarem uma razão entre títulos 

neutralizantes maior que 16. Alguns adenovírus apresentam reações cruzadas, mas 

nestes casos, a inibição de hemaglutinação e as diferenças no padrão de restrição 

do DNA podem fazer as distinções (WINGANG e ADRIAN, 1986). Nos ensaios de 

neutralização, os anticorpos neutralizantes reconhecem epítopos específicos na 

proteína hexon. O determinante alfa hexon é comum a todos os Ads do mesmo 

gênero e é chamado de gênero-específico. O determinante epsilon hexon induz a 

resposta de anticorpos neutralizantes e é chamado de tipo-específico. 

Os testes de hemaglutinação revelam a capacidade dos Ads de se adsorver 

ou não às hemácias. Essa habilidade relaciona-se à capacidade da fibra viral de 

reconhecer macro-moléculas específicas nas membranas das hemácias e, revela 

diferenças nas propriedades de adsorção da fibra (WADELL, 2000).  

Outro sistema de classificação dos Ads baseia-se na taxa de similaridade e 

homologia genômica intra e intertípicas. Essa classificação pode revelar relações 

entre as diferentes espécies, sorotipos e genótipos de Ads e também fornecer mais 

subsídios para um maior entendimento da biologia viral como: tropismo, patogênese, 

mecanismos de evasão e dispersão entre outros aspectos (Tabela 1) (ADRIAN et al., 

1986). 

Os Ads têm a capacidade de infectar uma vasta gama de tipos celulares, 

inclusive aqueles associados a tecidos altamente diferenciados como: músculo 

esquelético, pulmão, cérebro, rim e coração (RUSSEL, 2000). No entanto, os Ads 

apresentam um certo grau de especificidade tecidual. Uma série de síndromes é 

associada a grupos específicos de Ads. Os sorotipos 2 e 5 da espécie C, por 

exemplo, são responsáveis por 5-10% das síndromes respiratórias em crianças. Em 

contrapartida, a espécie F é tipicamente associada com infecções do trato 
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gastrintestinal, enquanto vários sorotipos da espécie D (HAdV-8, 9 e 37) são 

associados a ceratoconjuntivite epidêmica (GONÇALVES et al, 2006). Normalmente 

as infecções adenovirais são autolimitadas, mas recentemente tem aumentado a 

taxa de casos fatais causados por Ads, devido ao aumento do número de pacientes 

imuno-comprometidos, em razão da epidemia da AIDS e de indivíduos 

transplantados (GONÇALVES et al, 2006) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Propriedades fenotípicas e genotípicas dos Human adenovirus. 

 Espécie A Espécie B  Espécie C  Espécie D Espécie E  Espécie F 

Sorotipos 12,18,31 3, 7, 11 
14, 16, 21, 
34, 35, 50. 

1, 2, 5, 6 8-10, 13, 15, 17, 
19, 20, 22-30, 32, 
33, 36-39, 42-47, 

51 
 

4 40, 41 

Similaridade 

(%)
a 

 

48-69 89-94 99-100 94-99 4-23 62 

G+C 
(%) 

 

48 51 58 58 58 - 

Números 
Fragmentos 
Com SmaI 

 

4-5 8-10 10-12 14-18 16-19 9-12 

Padrão 

Hemaglutinante
b 

 

IV I III II III IV 

Oncogenicidade 
 

Alta Fraca Negativa Negativa Negativa Negativa 

Receptor da fibra
 c

 CAR CD 46,  
CD80 e CD86  

CAR 
VCAM 1 

Heparan sulfato 
 

CAR 
Ácido siálico 

CAR CAR 

? c 

Nº genes VARNA 1 2 (B1) 
1 (B2) 

 

2 2 2 1 

Nº de ORF em E3 6 9 (B1) 
8 (B2) 

 

7 8 9 5 

Motivos de 
ligação da  

 penton-base 
d

 

RGD e LDV RGD e LDV RGD e LDV RGD e LDV 
(menos 9, 19 e 37) 

RGD e LDV LDV e RGAD 

Comprimento da 
fibra (em motivos 

repetitivos ) 

22 6 (B1) 
6 (B2) 

22 8 12 Longa : 21-22 
Curta: 12 

Tropismo Entérico Respiratório (B1) 
Renal (B2) 

 

Respiratório Ocular Ocular 
respiratório 

Entérico 

Síndromes gastrenterites Respiratória aguda 
Infecções renais 

persistentes 

Respiratória aguda Ceratoconjunvite 
Inaparente 

Conjuntivite 
Respiratória 

aguda 

Gastrenterite 
infantil 

a: Porcentagem de homologia entre os subgêneros. 
b: I – aglutinação completa em eritrócitos de macaco; II – aglutinação completa em eritrócitos de rato; 
III –aglutinação parcial em eritrócitos de rato, IV – aglutinação em eritrócitos de ratos após a adição 
de anti-soro heretotípico. 
c: a fibra longa da espécie F se liga ao CAR, mas a fibra curta não tem receptor conhecido. 
d: motivos expostos na penton-base através dos quais ocorre o reconhecimento dos receptores 
secundários, integrinas. 
 

FONTE: Modificado de Segerman, 2004. 
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1.2- COMPOSIÇÃO DA PARTÍCULA VIRAL 

Os adenovírus são vírus de 70 a 90nm de diâmetro, de simetria icosaédrica, 

não envelopados e com genoma de DNA de fita dupla, contendo em média 36Kb. 

Sua densidade varia de 1,33 a 1,34 g/cm3, medido em gradiente de cloreto de césio 

(CsCl). O vírion é constituído de, pelo menos, 11 proteínas (Tabela 2). Sete das 

quais estão no capsídeo, que é formado por 252 subunidades chamadas 

capsômeros. Destes, 240 são constituídos pela proteína hexon, que formam as 

faces do icosaedro e os 12 restantes são compostos pelas proteínas penton-base e 

fibra, que formam os vértices (Figura 2) (HORWITZ,2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O capsômero hexon é um trímero do polipeptídeo II (pII), unido por ligações 

covalentes. O capsômero penton consiste de duas estruturas distintas: a base, 

responsável por ancorar o penton ao capsídeo, e a fibra, que forma uma estrutura 

alongada que se estende a partir do vértice da partícula viral. A fibra é um trímero do 

polipeptídeo IV (pIV), e a base do penton é um pentâmero do polipeptídeo III (pIII). 

O nome penton e hexon refere-se à relação geométrica existente na partícula 

viral entre essas duas proteínas, visto que cada penton é rodeado por cinco 

capsômeros hexon, enquanto cada hexon é rodeado por outros seis capsômeros 

hexons (HORWITZ, 2001). 

As proteínas IIIa, VI, VIII e IX são constituintes do capsídeo e estão 

associadas ao hexon. Estas são importantes na estabilização da estrutura do vírion 

e no aumento da flexibilidade necessária para o ancoramento da partícula à célula e 

FIGURA 2: (A) - Microscopia eletrônica do HAdV-41 em coloração negativa com 
molibdato de amônio (FAVIER et al, 2002). (B) - Representação esquemática da 
partícula do adenovírus humano e localização de suas proteínas .
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Images/index2.htm)

A
B

FIGURA 2: (A) - Microscopia eletrônica do HAdV-41 em coloração negativa com 
molibdato de amônio (FAVIER et al, 2002). (B) - Representação esquemática da 
partícula do adenovírus humano e localização de suas proteínas .
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Images/index2.htm)

A
B

A
B



 24 

o desnudamento durante a infecção viral. (GREBER, 1998; SAN MARTIN E 

BURNETT, 2003). 

A proteína IIIa está presente no vértice do icosaedro onde, junto com o  

hexon,  formam faces triangulares que penetram no capsídeo, determinando o 

formato do vírion. Isto é necessário para que ocorra a montagem correta da partícula 

viral (STEWART, FULLER e BURNETT, 1993). 

A proteína IX é responsável pela estabilização da partícula viral, através da 

formação de trímeros que se associam ao hexon, formando estruturas nonomêricas 

mais estáveis (FURCINITTI, VAN OOSTRUM e BURNETT, 1989). Essas unidades 

formam as faces triangulares do icosaedro (Figura 3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As proteínas VI e VIII estão associadas com a superfície interna do capsídeo. 

A proteína VI forma um anel ao redor de 5 hexons e mantém contato com o core 

(STEWART, FULLER E BURNETT, 1993; SAN MARTIN E BURNETT, 2003). 

O core é composto pela molécula de DNA, associada às proteínas V,VII, X e 

à proteína terminal (TP) covalentemente ligada à terminação 5’ do genoma. 

A proteína X é clivada na proteína µ, a qual está presente somente em 

partículas maturas. As proteínas V, VII e µ são proteínas básicas de ligação ao DNA 

que são importantes para o empacotamento e posicionamento correto da molécula 

de DNA dentro do capsídeo. 

Proteína terminal (core)

Hexon (pII, pVI, pVIII e pIX)

pX (µ) (core)

pVII (core)

fibra (pIV)

Penton (pIII, 
pIIIa e pV )

Proteína terminal (core)

Hexon (pII, pVI, pVIII e pIX)

pX (µ) (core)

pVII (core)

fibra (pIV)

Penton (pIII, 
pIIIa e pV )

fibra (pIV)

Penton (pIII, 
pIIIa e pV )

Figura 3: Figura esquemática do vírion de adenovírus, mostrando a posição de cada 
proteína estrutural na composição da partícula viral.

Proteína terminal (core)

Hexon (pII, pVI, pVIII e pIX)

pX (µ) (core)

pVII (core)

fibra (pIV)

Penton (pIII, 
pIIIa e pV )

Proteína terminal (core)

Hexon (pII, pVI, pVIII e pIX)

pX (µ) (core)

pVII (core)

fibra (pIV)

Penton (pIII, 
pIIIa e pV )

fibra (pIV)

Penton (pIII, 
pIIIa e pV )

Figura 3: Figura esquemática do vírion de adenovírus, mostrando a posição de cada 
proteína estrutural na composição da partícula viral.
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A proteína VII é a principal proteína do core, onde se encontram mais de 800 

cópias da proteína por partícula. Ela é responsável pela compactação e organização 

do DNA viral dentro do capsídeo. 

A proteína V está presente com aproximadamente 160 cópias por vírion. 

Forma um complexo com o DNA viral e provém a ligação estrutural entre o capsídeo 

e o genoma viral através da interação com as proteínas penton base (pIII) e pVI, 

onde ancora o core ao vértice do capsídeo (SAN MARTIN E BURNETT, 2003; 

MATHEWS E RUSSEL, 1995).  

 

Tabela 2: Proteínas estruturais do adenovírus e suas respectivas localizações e funções na partícula. 

Proteína Localização  Funções conhecidas 

II Monômero do hexon Majoritária no capsídeo (estrutural) 

III Base do penton Penetração 

IIIa Associada à base do penton Penetração 

IV Fibra Ligação ao receptor, hemaglutinação 

V Core: associado ao DNA e à base 
do penton 

Histona-lilke, empacotamento? 

VI Peptídeo associado ao hexon Estabilização, montagem de partícula? 

VII Core Histona-like 

VIII Peptídeo associado ao hexon Estabilização, montagem da partícula? 

IX Pepídeo associado ao hexon Estabilização, montagem da partícula? 

X (µ) Core Desconhecida 

TP Genoma Replicação do DNA 

 

Além dessas proteínas estruturais, a pVIa2 e a protease 23K também são 

encontradas associadas com partículas de vírus maturas (GREBER et al, 1996; 

WINTER E D’HALLUIN, 1991). Esta protease é necessária no processamento de 

algumas proteínas estruturais no processo de entrada do vírus na célula (WEBER, 

1976; WEBSTER et al, 1989). 

A priori, apenas três proteínas do capsídeo são expostas ao ambiente: o 

hexon, a penton base e a fibra. Juntas, essas proteínas constituem a interface 

adenovírus-ambiente, as quais mediam a interação e/ou comunicação dos 

adenovírus com o hospedeiro durante os passos iniciais da infecção. E por 

conseqüência, elas também são alvos dos anticorpos neutralizantes. 
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1.3- ORGANIZAÇÃO DO GENOMA  

Junto com os poliomavírus, papilomavírus e parvovírus, os adenovírus são 

classificados dentro da família de vírus pequenos de DNA, com genoma de dupla fita 

linear, tamanho entre 34 a 36 Kb e aproximadamente 40 proteínas (HORWITZ, 

2000).  

Os genomas, dos sorotipos representativos de todas as espécies de 

adenovírus, já foram seqüenciados: Ad12 (SPRENGEL et al, 1994), Ad7 (AC 

AY495969), Ad11 (MEI et al,2003; STONE et al, 2003), Ad35 (GAO et al, 2003; 

VOGELS et al, 2003); Ad2 (ROBERTS, 1985), Ad5 (CHROBOCZEK et al, 1992), 

Ad17 (CHILLON et al, 1999) e Ad40 (DAVISON et al, 1993). O estudo desses 

genomas mostra que os adenovírus apresentam uma organização gênica similar, 

onde são identificadas oito unidades de transcrição dependentes da RNA polimerase 

II (E1A, E1B, E2, E3, E4, pIX, pIVa2 e a unidade de transcrição tardia principal 

(MLTU)) e 1 ou 2 pequenos RNAs dupla fita não traduzidos (VA RNA), transcritos 

pela RNA polimerase III (Kidd et al, 1995) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A expressão dessas diferentes unidades é sincronizada, e pode ser dividida 

nas fases de expressão precoce, intermediária e tardia. A fase precoce é 

caracterizada pela expressão dos genes modulam as funções celulares, facilitando a 

replicação do DNA e a transcrição dos genes tardios. Esta fase dura 

aproximadamente 6-8h em células permissivas, enquanto a fase tardia é 

normalmente mais rápida ocorrendo em torno de 4-6h (RUSSEL, 2000).  

Figure 4: Organização do genoma de adenovírus sorotipo 11

FONTE: MEI et al., 2003.

Figure 4: Organização do genoma de adenovírus sorotipo 11

FONTE: MEI et al., 2003.
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1.3.1- Regiões de expressão precoce 

Existem cinco unidades de transcrição precoce, localizadas em ambas as fitas 

de DNA do genoma: E1A, E1B, E2, E3 e E4. Sua organização e expressão temporal 

evitam que sejam formados mRNAs complementares durante a fase precoce da 

infecção. A formação desses mRNAs complementares podem levar a formação de 

dsRNA, que são reconhecidos pela PKR (proteína quinase dependente de dsRNA) e 

RNase L que ativam o sistema de defesa induzida por IFN,  levando a célula a um 

“estado anti-viral”. O primeiro transcrito (L1) da unidade principal de transcrição 

tardia (MLTU) e RNA associado a vírus (VA RNA) também tem sua expressão 

iniciada na fase precoce (SEGERMAN, 2004).  

 A expressão dos genes precoces dos Ads inicia-se com a transcrição de E1A 

que estimula a transcrição de outras regiões como E1B e VARNA (BERK et al., 

1979; JONES E SHENK, 1979).  

 As unidades precoces de transcrição codificam mais de 20 proteínas 

regulatórias do metabolismo celular e viral. Essas proteínas garantem um ambiente 

favorável para a transcrição dos genes tardios e a posterior formação de novos 

vírions. Em células permissivas, cada vírus é capaz de gerar 105 novos vírions 

(SEGERMAN, MEI E WADELL, 2000). 

 

  1.3.1.1- E1A 

E1A codifica duas proteínas: E1A-289R e E1A-243R. Essas proteínas 

possuem 2 a 3 domínios que são altamente conservados em todos os adenovírus 

humanos (BROCKMANN E ESCHE, 2003). 

O início da expressão de E1A é induzido por fatores de transcrição celulares 

(Kirch et al, 1993) como o E2F (KOVESDI, REICHEL E NEVINS, 1987), mas outras 

interações DNA-proteína, presentes em extrato de células HeLa infectadas, também 

já foram identificadas (YOSHIDA, NARITA E FUJINAGA, 1989).  

Ao ativar a expressão de E1A, seus produtos são capazes de aumentar a 

expressão de E2F, em um mecanismo de auto-alimentação. Assim, E1A é capaz de 

transativar uma variedade de genes celulares que possuem sítios de ligação para 

E2F, como o N-myc e DHFR (Dihidrofolato redutase) (HIEBERT et al., 1991). Além 

desses, E1A é capaz de ativar os promotores dos genes celulares que expressam as 

proteínas do choque térmico 70 (hsP70) e β globulina (KIRCH et al, 1993; KOVESDI, 
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REICHEL E NEVINS, 1987). Entretanto, E1A também é capaz de inibir a transcrição 

de outros genes celulares (ZHAO et al, 2003).  

 No início da infecção E1A induz a célula a entrar na fase S do ciclo celular, e 

por isso é, por muitos (NEVELS, DOBNER, 2007; TAKAHASHI et al, 2007; CAO et 

al, 2007; BALUCHAMY et al, 2007; JENNINGS-GEE et al, 2006), considerado um 

oncogene. Para isso, E1A interage com proteínas da família pRB, que liberam E2F, 

que por sua vez, promove a entrada da célula na fase S (HIEBERT et al., 1991; 

SIDLE et al., 1996). Em resumo, proteínas codificadas por E1A têm duas funções 

principais: ativar o ciclo replicativo do vírus e criar um ambiente celular permissivo 

para a síntese de DNA e a replicação viral, através do direcionamento da célula à 

fase S do ciclo celular. 

 

1.3.1.2- E1B 

 A região E1B codifica duas proteínas: 19K e 55K que têm a capacidade de 

bloquear a apoptose de forma distinta. A proteína 55K inibe a apoptose mediada por 

p53, ligando e seqüestrando p56 no citoplasma (ZHAO E LIAO, 2003). A proteína 

p53 é um supressor tumoral que regula a transcrição de uma variedade de genes 

envolvidos no ciclo celular e na apoptose. Em células normais, p53 está presente em 

pequenas quantidades, mas seu nível aumenta em resposta a genotóxicos e outros 

fatores de estresse celular (Russel, 2000).  

Para inibir a apoptose, 55K junto com E4ORF6 formam um complexo que 

promove a degradação de p53 nos proteossomos (HARADA et al, 2002). A proteína 

19K é um análogo funcional do Bcl-2 (CHIOU et al,1994). Este é um potente inibidor 

da apoptose induzida por estímulos variados como: Fas, (HASHIMOTO, ISHII, E 

YONEHARA, 1991), fator de necrose tumoral  ( TNF-α) (GOODING et al.,1991; 

HASHIMOTO, ISHII, E YONEHARA, 1991) e apoptose dependente de p-53 (CHIOU, 

RAO, WHITE, 1994) (WHITE et al., 1994).  

Ambas as proteínas de E1B são requeridas para conter o programa de 

apoptose ativado pelas proteínas de E1A e E4. Os vírus que não contêm E1B só 

podem replicar-se em células transformadas.  
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1.3.1.3- E2 

 A região E2 codifica 3 proteínas necessárias para a replicação do DNA viral: a 

DNA polimerase (Adpol), o proteína pré-terminal (pTP) e a proteína de ligação ao 

DNA (DBP) (LIU, NAISMITH E HAY, 2003).  

 A Adpol é uma das proteínas mais bem conservada em todos os adenovírus 

(IKEDA, ENOMOTO, E URWITZ, 1981) e pertence à família Pol (DNA polimerases 

que tem atividade 3’-5’ exonuclease) (FIELD, GRONOSTAJSKI, E HURWITZ, 1984). 

 A DBP é uma proteína ATP independente de alta afinidade por ssDNA (DNA 

fita simples). Possui a função de desestabilizar a estrutura de hélice do DNA, para 

permitir a elongação e a replicação do DNA (LIU, NAISMITH, E HAY, 2003). 

 A pTP se liga ao DNA viral, através de uma seqüência-específica de ligação, 

onde atua como origem de replicação. Esta forma um heterodímero com a Adpol, 

necessário para o início da replicação do DNA viral (ROOVERS et al., 1993; 

WEBSTER, LEITH, E HAY,1994).O processamento de pTP pela protease 23K, 

origina a proteína terminal (TP), que se liga covalentemente às ambas terminações 

5’ do genoma dos adenovírus. Isto provavelmente protege DNA viral de 

exonucleases, previne efeito inibitório das proteínas end-binding como a NFIV/Ku 

(de VRIES et al., 1989) e media a ligação do DNA viral à matrix nuclear (SCHAACK 

et al., 1990). 

 

1.3.1.4 – E3 

 Dependendo da espécie do adenovírus, a região E3 pode codificar 5-9 

polipeptídeos, que possuem funções imunorregulatórias (Figura 5). Essa região não 

é necessária para a replicação do vírus in vitro, razão pela qual, muitos dos vetores 

adenovirais têm essa região deletada (LICHTENSTEIN et al, 2004; WINDHEIM, 

HILGENDORF E BURGETT, 2004).  Com exceção das proteínas 14.7K, 12.5K e 4-

6.3K, todas as outras proteínas codificadas pela região E3 possuem domínios 

transmembranas (WINDHEIM, HILGENDORF E BURGERT, 2004).  

 Algumas proteínas de E3 possuem características funcionais conservadas em 

todos os Ads como: 10.4K, 14.5K e 14.7K. No entanto, outras proteínas estão 

presentes somente em algumas espécies, por exemplo, a 12.5K e 19K são 

encontradas na espécie B-E, mas não na espécie F (Figura 5). 

 Muitas das proteínas de E3 possuem funções sobrepostas ou suplementares. 

A proteína 14.7K protege as células da morte celular mediada por TNFα e FasL 
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(PERSSON, OBERG E PHILIPSON, 1978; TOLLEFSON E WOLD, 1988; WANG, 

SCOTT E RICCIARDI, 1988). As proteínas 10.4K e 14.4K formam um complexo 

chamado RID (receptor internalization and degradation) que induz a internalização e 

degradação dos receptores de morte celular situados na membrana plasmática, tais 

como: Fas, TRAIL-R1 e R2, impedindo assim a ligação de seus ligantes 

(TOLLEFSON et al, 1990). As espécies B, D e E codificam proteínas relacionadas ao 

RID de 16K, 22K e 23K, no entanto suas funções ainda precisam ser estudadas. 

 A glicoproteína 19K (gp19K) liga-se e retêm MHC-I no RE, interrompendo a 

exposição de peptídeos virais na superfície celular e conseqüentemente o 

reconhecimento e lise de células infectadas pelos linfócitos T citotóxicos (PERSSON, 

JORNVALL E ZABIELSKI, 1980).  

 A proteína 11.6K ou ADP (adenovirus death protein) é a única proteína de E3 

que é predominantemente tardia, sendo expressa principalmente pela ação do MLP 

(major late promoter) (TOLLEFSON et al 1992). ADP induz a lise celular e é 

necessária para a dispersão viral in vivo (TOLLEFSON et al., 1996a; TOLLEFSON et 

al., 1996b). 

 A transcrição de E3 pode ser ativada por NF-κΒ, pois os Ads possuem um 

sítio de ligação de NF-κΒ bem conservado em todos os Ads. Onde, quando e como 

NF-κΒ media a transcrição adenoviral precisa ser melhor determinado.  



 31 

 
Figura 5: Organização da região E3 de diversas espécies de adenovírus humanos 

 

1.3.1.5- E4 

 A região E4 é altamente conservada e possui similaridade organizacional em 

todos os Ads. Isso é um indício de que suas proteínas devem ser funcionalmente 

conservadas. A região E4 produz no mínimo 6 polipeptídeos, denominados de 

acordo com sua ORF (open reading frame) correspondente ORF 1-6/7. Somente a 

deleção das ORF3/6 produz uma multiplicação defectiva em cultura celular (BRIDGE 

E KETNER, 1989; HUANG E HEARING 1989) e conseqüentemente são as mais 

estudadas.  

 As ORFs 3 e 6 formam um  complexo com a E1B-55K e aumentam a taxa de 

replicação do DNA viral e a síntese de proteínas virais tardias (LEPPARD E 

EVERETT, 1999). Inicialmente, ORF3-E1B-55K associa-se com diferentes 

subestruturas da matrix nuclear, tais como: corpos da leucemia promielocítico (PML), 

domínios PML-oncogênicos (PODs) ou ND10, onde mediam a sua reorganização 

e/ou interrupção (DOUCAS et al 1996, LEPPARD E EVERETT, 1999). Essa 
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atividade da ORF3 está relacionada ao aumento da replicação do DNA (EVANS E 

HEARING, 2003).  

 A ORF6/E1B-55K também aumenta a expressão dos genes tardios e desliga 

seletivamente a expressão celular, facilitando a exportação nuclear dos mRNAs 

virais, enquanto simultaneamente inibe a exportação da maioria dos transcritos 

celulares (FLINT E GONZALEZ, 2003). Esse complexo também desestabiliza a p53 

(ROTH E DOBBELSTEIN 2003; ROTH et al,1998).   

 As proteínas das ORF3 e 6 também inibem a atividade da proteína quinase 

DNA dependente (DNA-PK), que é essencial para o sistema de reparo de DNA 

(NICOLAS et al, 2000) e parece que essa função é importante para evitar a 

concatenação do DNA viral durante a replicação (EVANS, 2003; WEIDEN E 

GINSBERG, 1994). 

 O papel das ORFs1-2 permanece desconhecido. A ORF 4 parece inibir a 

transdução de sinal genes virais e celulares  (KLEINBERGER E SHENK, 1993; 

MANNERVIK et al., 1999) e também induz a apoptose p53 independente, 

principalmente em células transformadas (KLEINBERGER, 2000). 

 

1.3.1.6- RNAS ASSOCIADOS AOS VÍRUS (VA RNA) 

 Os VA RNAs são pequenos RNAs transcritos pela RNA polimerase III que 

formam estruturas dsRNA (KIDD, GARWICZ, E OBERG, 1995). Eles se ligam a 

PKR, de forma tão intensa que criam um efeito abortivo do mecanismo de defesa 

antiviral induzido por IFN (KATZE et al., 1987; KITAJEWSKI et al., 1986).  

 Ao se ligar a PKR, os dsRNAs ativam a enzima Dicer (RNase III dsRNA 

específica) que os cliva em pequenos ssRNA, chamados RNA silenciadores ou 

siRNA. Esses siRNAs se ligam ao RISC (RNA induced silence complex) que cliva 

RNAs complementares ao siRNA. Dessa forma, qualquer dsRNA formado no 

citoplasma terá seus RNAs complementares destruídos. No entanto, os VA RNA são 

produzidos em quantidade suficiente para sobrecarregar o sistema de defesa via 

PKR e dessa forma, os VA RNA impedem que haja a degradação do mRNA virais, 

permitindo que ocorra uma tradução eficiente nas células dos mRNA virais tardios 

(THIMMAPPAYA et al., 1982). 

 As espécies A, F e B2 possuem apenas um gene VA RNA, enquanto as 

espécie B1, C, D e E possuem dois (KIDD,GARWICZ, E OBERG, 1995). VARNA 1 

está presente em todas as espécies e tem sua função bem estabelecida, como 
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descrito acima. No entanto, VARNA2 não tem sua função bem estabelecida e a 

importância e relevância de possuir um ou dois genes VA RNA precisa ser melhor 

estudada.  

 

1.3.2- Região de transcrição intermediária 

 Os genes intermediários são expressos imediatamente após a replicação do 

DNA e antes do início da expressão dos genes tardios. Essa região expressa 2 

proteínas multifuncionais (pIX e pIVa2) transcritas por promotores independentes 

(BINGER E FLINT, 1984). 

 1.3.2.1- pIX 

 Além de seu papel estrutural no capsídeo, a proteína IX auxilia no 

empacotamento do DNA viral (GHOSH-CHOUDHURY, HAJ-AHMAD E GRAHAM, 

1987). Esta também contribui na reorganização nuclear celular e media o seqüestro 

da proteína PML dentro de inclusões nucleares, provavelmente para facilitar a 

proliferação viral (ROSA-CALATRAVA et al, 2003). 

 1.3.2.2- pIVa2 

 A proteína IVa2 é conhecida por ter propriedades transativadoras para MLP 

(TRIBOULEY et al, 1994). A pIVa2 parece ser necessária para o início da montagem 

viral, pois partículas defectivas vazias ou incompletas podem ser isoladas de células 

infectadas com Ad knock out para gene pIVa2, embora as proteínas tardias tenham 

sido expressas (ZHANG E IMPERIALE, 2003). 

 

1.3.3- Região de transcrição tardia  

A unidade de transcrição tardia é controlada pela MLP. Ocupa 

aproximadamente 40% do genoma do vírus e codifica todas as proteínas estruturais, 

menos a pIX, e mais quatro proteínas auxiliares (52/55K, 23K, 100K e 33K) que são 

importantes para uma montagem correta, encapsidação e maturação dos vírions. A 

MLP transcreve um único transcrito, o MLTU (major late transcript unit). Este recebe 

de 5 a 6 diferentes sítios de poliadenilação e em combinação com splicing 

alternativo, gera 5 ou 6 famílias de mRNA (L1-L5 ou L6) (MEI et al, 2003; YOUNG, 

2003).  

A expressão do MLTU é induzida logo após a replicação do DNA viral, mas a 

transição da expressão dos genes precoces e tardios é um processo complexo e em 

células permissivas o início da fase tardia ocorre 14 p.i. (BINGER E FLINT 1984). 
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A ativação da MLP parece requerer fatores de transativação cis e trans 

(Young, 2003) como, por exemplo, as proteínas pIVa2 e pIX (BINGER E FLINT 

1984). Isto foi demonstrado em estudos envolvendo superinfecção de células 

permissivas, com sorotipos distintos em combinação com fatores que inibem a 

síntese de DNA. Este trabalho mostrou que a expressão dos genes tardios somente 

foi detectável depois que a síntese de DNA viral tivesse ocorrido e que o acúmulo de 

produtos dos genes precoces não foi suficiente para ativar a MLP. Isto indica que 

esta regulação, provavelmente é exercida em nível transcricional, em detrimento ao 

controle de processamento ou estabilização seletiva do mRNA tardio (Thomas e 

Mathews, 1980). Entretanto, a replicação do DNA não precisa estar completa para 

iniciar a expressão dos genes tardios e se a replicação do DNA for interrompida a 

expressão desses genes pode continuar (Carter e Ginsberg, 1976).  

Além do mais, uma alta expressão das proteínas pIVa2 e pIX parece ser 

necessária para a replicação do DNA (Binger e Flint, 1984). Curiosamente, um 

inibidor celular (IVa2-RF) (Chen, Vinnakota e Flint, 1984) parece controlar a 

transcrição do promotor de pIVa2 (Huang et al, 2003). Porém, como o número de 

cópias de DNA aumenta, depois do início da replicação, seu efeito inibidor tende a 

diminuir (Lin e Flint, 2000). O mecanismo de regulação da expressão de pIX precisa 

ser elucidado.  

O processo de replicação do DNA viral parece necessitar de mudanças 

estruturais cis-atuantes no template de DNA e a expressão dos transativadores MLP, 

pIVa2 e pIX. Esse modelo ajuda explicar como os adenovírus conseguem 

sincronizar a replicação do genoma com a transcrição MLP-direcionada (Young, 

2003). Ademais, fatores trans-atuantes também parecem estar envolvidos na 

transição transcricional precoce-tardia, entretanto, outros trabalhos indicam o papel 

da proteína 33K e uma proteína de L4 (ainda não definida), neste processo (Farley, 

Brown e Leppard, 2004). 

 

1.4- A PROTEÍNA FIBRA E SEU PAPEL NA INFECTIVIDADE 

A fibra é um trímero estável da proteína IV e é subdividida em três regiões: 

porção globular (knob), haste e cauda (Figura 6).  
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A infecção adenoviral é iniciada pela adsorção do vírion à célula através da 

porção globular da fibra (PHILIPSON, LONBERG-HOLM E PETTERSSON, 1968) e 

a ligação do vírion à célula pode ser, eficientemente, inibida por competição com 

outras fibras recombinantes (MEI, LINDMAN E WADELL, 2002; SEGERMAN et al, 

2003). A importância de uma interação de alta afinidade entre a região globular da 

fibra e o receptor celular, para a infectividade viral, pode ser ilustrada pelo fato de 

que mudanças na fibra incapacitam a infecção e/ou transfecção em células 

previamente permissivas (HAVENGA et al, 2002, REA et al, 2001, 

SHAYAKHMETOV et al, 2000), e partículas sem fibras têm sua infectividade 

drasticamente reduzida (LEGRAND et al, 1999; VON SEGGERN et al, 1999). 

A fibra sofre grande pressão seletiva, devido a sua importância na 

determinação do tropismo viral, e a troca de fibras é um dos eventos naturais mais 

comuns de recombinação entre Ads, indicando que este é um fato benéfico na 

emergência de novas cepas (DE JONG et al, 1983; FLOMENBERG et al, 1987; 

HATCH E SIEM, 1966; KAJON et al, 1996; MATUMOTO, UCHIDA E HOSHIKA, 

1958). 

A região da haste possui unidades, de aproximadamente 15 aminoácidos, que 

se repetem ao longo da haste da fibra. O número dessas unidades varia 

dependendo da espécie, originando Ads com fibras de tamanhos diferentes. O 

tamanho da haste parece ter sido otimamente selecionado pelo ambiente. Estudos 

com HAdV-5 e vetores baseados em HAdV-5, com diferentes tamanhos de haste, 

indicaram que o seu tamanho pode influenciar na infectividade viral, nas etapas de 

adsorção e em alguns casos em passos pós internalização como desnudamento e 

lise do endossomo (AMBRIOVIC-RISTOV, MERCIER E ELIOT, 2003; SEKI et al, 

2002; SHAYAKHMETOV E LIEBER, 2000). 

A região da cauda é conservada em todas as espécies de adenovírus 

humanos e tem a função de ancorar a fibra à penton base do capsídeo.  
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Figura 6: Figura esquemática da estrutura da fibra dos adenovírus
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Estudos de partículas virais desprovidas de fibras mostram que além do papel 

no início da infecção, a fibra pode ter uma função biológica adicional durante a 

maturação de várias proteínas estruturais (LEGRAND et al, 1999). A fibra produzida 

em excesso, durante a replicação viral, é exportada complexada com a penton-base 

(TROTMAN et al, 2003). Esse mecanismo, aparentemente, facilita a liberação dos 

Ads C no trato respiratório, ao permitir que as junções do epitélio pulmonar sejam 

rompidas pela interação da fibra com receptores e proteínas da matriz celular 

(WALTERS et al, 2002). 

 

1.5- RECEPTORES DA FIBRA DOS ADENOVÍRUS 

1.5.1- CAR 

 Desde o início da década de 70, já era sabido que os Coxsackievirus e os Ads 

competiam pelo mesmo receptor (LONBERG-HOLM, CROWELL E PHILIPSON, 

1976). No entanto, apenas em 1997 foi identificada uma proteína reconhecida por 

ambos os vírus. Essa proteína de 40kDa foi denominada CAR (receptor para 

adenovírus e coxsackievirus) e pertence à categoria das proteínas transmembranas 

tipo I e à superfamília das imunoglobulinas (BERGELSON et al, 1997; TOMKO, XU 

E PHILIPSON, 1997). Posteriormente, verificou-se que a proteína CAR possuía 2 

ectodomínios distintos, D1 e D2, e que os Ads interagiam com D1 enquanto os 

Coxsackievirus interagiam com D2 (RUSSEL, 2000). 

 Porém, até recentemente, nada se sabia sobre a função de CAR na célula. 

Em 2001, sua presença foi detectada nas tight juntion, onde teria a função de manter 

a integridade juncional do epitélio (COHEN et al, 2001). 

Os sorotipos mais representativos de todas as espécies de Ads humanos, 

exceto a espécie B, se ligam à proteína CAR solúvel (ROELVINK et al, 1998) e os 

Ads C usam CAR como receptor funcional in vivo (HUTCHIN, PICKLES E 

YARDBROUGH, 2000; TALLONE et al, 2001; WALTERS et al, 2001), porém as 

diferentes espécies de Ads que se ligam a CAR o fazem com diferentes graus de 

afinidade (ROELVINK et al, 1998). 

CAR é principalmente expressa em linhagens epiteliais. É detectada no 

fígado, rim, pulmão, cérebro, coração, cólon, intestino grosso, testículo, próstata e 

pâncreas, mas não em músculo esquelético, baço, ovário, timo ou placenta. Sua 

expressão também é detectada em células hematopoiéticas, porém em baixos níveis 

(PHILIPSON E PETTERSON, 2004). Dentre as células de medula óssea humana, 
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40% de células não linfóides e 15% de células CD34+ parecem expressar CAR e 

podem ser infectadas por alguns Ads (NILSSON, KARLSSON E FAN, 2004; REBEL 

et al, 2000). Os monócitos também são parcialmente susceptíveis à infecção por Ads 

C (HUANG et al, 1997). No entanto, as células linfóides que expressam baixos níveis 

de CAR são, ineficientemente infectados por Ads C (CHE et al, 2002; HORVATH E 

WEBER, 1988; HUANG, ENDO E NEMEROW, 1995; MENTEL et al, 1997; REBEL 

et al, 2000; SILVER E ANDERSON, 1988.). 

Estudos feitos com linhagens celulares de diversas origens mostraram que a 

suscetibilidade à infecção por Ads C é correlacionada com uma alta expressão de 

CAR (ASAOKA et al, 2000; FECHNER et al, 2000; HEMMI et al, 1998). No entanto, 

alguns Ads com fibras defectivas e que se ligam ineficientemente à CAR são 

capazes de infectar células do trato respiratório intacto (GRUBB et al, 1994; 

PICKLES et al, 1998; WALTERS et al, 1999; ZABNER et al, 1997). Algumas 

questões relacionadas à interação CAR-Ads ainda precisam ser esclarecidas  

O principal obstáculo à infecção parece ser a expressão basolateral de CAR 

em células epiteliais polarizadas, onde, teoricamente, o receptor celular estaria 

inacessível ao vírus no lúmen (HUTCHIN, PICKLES E YARBROUGH, 2000; 

WALTERS et al., 1999). Ademais, o glicocálice parece afetar negativamente a 

infecção dos Ads C (PICKLES et al., 2000).  

Alguns grupos de pesquisa têm especulado que uma ruptura transiente no 

epitélio exporia CAR para a infecção. Por outro lado, interações de baixa afinidade 

com outros receptores abundantes, tais como o sulfato de heparana, poderiam 

mediar ou, no mínimo, facilitar a adsorção inicial dos vírions às células hospedeiras. 

(DECHECCHI et al, 2000). 

Outra hipótese, onde uma nova função da interação Ads-CAR é descrita, foi 

recentemente apresentada. Nas fases tardias da infecção, quando ocorre a 

liberação de vírions (WALTER et al, 2002) e possivelmente fibras (TROTMAN et al, 

2003), que são direcionadas para a região basolateral, essas estruturas interagiriam 

com CAR e dependendo dessa interação, acarretariam a ruptura das tight junctions 

e por conseqüência, a integridade juncional do epitélio respiratório seria desfeita. 

Essa estratégia facilitaria o escape apical dos vírus na barreira do epitélio 

(WALTERS et al, 2002). Assim, a interação fibra-CAR pode ser mais importante, não 

somente para a entrada nas células hospedeiras, mas provavelmente para promover 

a dispersão entre hospedeiros (WALTERS et al, 2002). 
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  Poucos resíduos da interação CAR-porção globular da fibra são estritamente 

conservados (ROELVINK et al, 1999). Estudos de cristalografia, da porção globular 

da fibra de diferentes sorotipos de Ads, revelaram que a porção globular é formada 

por diferentes alças conectadas por loops (BEWLEY et al., 1999; DURMONT et al, 

2001). Esses loops são importantes na ligação da fibra à CAR (KIRBY et al, 2000; 

ROELVINK et al, 1999). No entanto, a fibra sofre grande pressão seletiva negativa 

produzida pelo sistema imune do hospedeiro. Como os adenovírus conseguem 

manter a especificidade do receptor e evadir do sistema imune? Aparentemente, o 

sítio de ligação à CAR fica protegido das pressões seletivas por uma cobertura feita 

pelas outras alças e loops da região globular, que não participam do processo de 

reconhecimento do receptor (HOWITT, ANDERSON E FREIMUTH, 2003).   

 

1.5.2- ÁCIDO SIÁLICO 

 Alguns sorotipos da espécie D (HAdV-8, HAdV-19a e HAdV-37), que causam 

ceratoconjuntivite epidêmica, parecem se ligar à célula hospedeira através do ácido 

siálico em alternativa ao CAR (ARNBERG et al, 2000; ARNBERG, PRING-

AKERBLOM E WADELL, 2002). A porção globular da fibra desses vírus apresenta 

um alto ponto isoelétrico incomum (9.0-9.1) (ARNBERG, MEI E WADELl, 1997), o 

que torna sua superfície positivamente carregada, como demonstrado em modelos 

de predição de homologia. Dessa forma, essa interação parece ser carga-

dependente (ARNBERG et al, 2002). 

 

1.5.3- CD46 

 Como dito anteriormente, todas as espécies de adenovírus humanos se ligam 

à CAR, exceto a espécie B, que não tinha nenhum receptor descrito até o momento. 

Recentemente, uma proteína cofator de membrana foi identificada como receptor de 

entrada para os Ads B, o CD46: HAdV-3 (SIRENA et al, 2004), HAdV-11 

(SEGERMAN et al, 2003) e HAdV-35 (GAGGAR, SHAYAKHMETOV E LIEBER, 

2003). Além desses, HAdV-37 (espécie D) também se liga ao CD46 (WU et al, 

2004). CD46 é uma glicoproteína de membrana tipo I expressa em todas as células 

nucleadas. Pertence a uma família de proteínas reguladoras de ativação de 

complemento e seus ligantes naturais são C3b e C4b (BARILLA-LABARCA et al, 

2002). Uma de suas funções centrais é proteger a célula hospedeira do ataque de 

complementos homólogos (LISZEWSKI E AYKINSON, 1992).  
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 Diversos patógenos interagem com CD46, provavelmente devido às suas 

funções imuno-regulatórias, pois o CD46 é capaz de bloquear o sistema 

complemento (CATTANEO, 2004). Sendo assim, muitos patógenos o utilizam como 

mecanismo de evasão do sistema imune: o vírus do sarampo (MV) (Measles virus) 

(DORIG et al, 1993), Hespesvirus humano 6 (HHV6) (SATORO et al, 1999), vírus da 

diarréia viral bovina (BVDV) (MAURER et al, 2004), Ads espécie B (GAGGAR, 

SHAYAKHMETOV E LIEBER, 2003; SEGERMAN et al, 2003; SIRENA et al, 2004), 

bem como Streptococcus pyogenes (OKADA et al, 1995) e Neisseria (gonorrhoeae e 

meningitides) (KALLSTROM et al, 1997). 

 

1.5.4- VCAM -1 

Como CAR, a molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) é um membro 

da super família das imunoglobulinas. VCAM é principalmente expressa em células 

endoteliais em resposta a um estímulo inflamatório e media a adesão de leucócitos e 

sua migração para os sítios inflamatórios.  

VCAM-1 aparentemente facilita a adsorção do vírus à célula. Na transfecção 

de células não permissivas, NIH 3T3 (embrião de camundongo), com VCAM-1 foi 

observado o aumento da ligação de HAdV-5 em aproximadamente 3 vezes e a 

expressão do transgene de 6 a 10 vezes (CHU et al, 2001). No entanto, até o 

momento os pesquisadores foram incapazes de demonstrar a ligação direta de 

HAdV-5 com a proteína VCAM-1 purificada (CHU et al, 2000). 

 

1.5.5- CD80 (HLA B7-1) E CD86 (HLA B7-2) 

 CD80 e CD86 são moléculas co-estimulatórias que estão presentes em 

células dendríticas maturas e linfócitos B. CD80 também é expressa em macrófagos 

ativados  Estão envolvidas na estimulação e ativação de linfócitos T, através da 

interação com CD28 (BARCLAY et al, 1997). HAdV-3 e HAdV-7 interagem com 

CD80 e CD86 e os utilizam como via de entrada na célula hospedeira,  mas não são 

os seus receptores principais. Esses achados sugerem um mecanismo de 

exploração de moléculas acessórias do sistema imune, que poderiam auxiliar tanto 

na entrada da célula hospedeira quanto na evasão do sistema imune (SHORT et al, 

2004),.  
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1.5.6- SULFATO DE HEPARANA  

HAdV-2 e HAdV-5 se ligam ao sulfato de heparana, um glicosaminoglicano, 

em células CAR negativas como CHO (células de ovário de hamster chinês – 

chinese hamster ovary cells), porém com baixa eficiência. Sua função in vivo, como 

no início da infecção do trato respiratório permanece indeterminada (DECHECCHI et 

al, 2000). 

 

1.6- PENTON BASE (Pb)  

A Pb é um pentâmero da pIII agrupado em uma estrutura de anel simétrico 

(van OOSTRUM E BURNETT, 1985). A fibra é situada em cada um dos 12 vértices 

da partícula viral e se liga, não covalentemente, ao centro deste anel (Figura 7). A 

Pb media a internalização (WICKMAN et al, 1993) e parece promover o escape 

endossomal dos Ads (MÉIER et al, 2002; SETH, 1994). 

As atividades da penton base durante a internalização são mediadas por dois 

motivos distintos, dependendo da espécie de adenovírus: o motivo RGD (Arg-Gly-

Asp) (RUOSLAHTI E PIERSCHBACHER, 1987) ou motivo LDV (Leu, Asp, Val) 

(KOMORIYA et al, 1991), que interagem com os co-receptores (WICKHAM et al, 

1993), através de ligações cátions divalentes dependentes (XIONG et al, 2003a).,  

Co-receptores são moléculas existentes na superfície celular que atuam como 

auxiliadores no processo de entrada dos vírus nas células. Nos Ads são as 

integrinas que desempenham este papel. Na espécie C, as integrinas responsáveis 

por este processo já foram identificadas: αvβ3 e αvβ5 (WICKHAM et al, 1993) e 

αvβ1 (DAVISON et al, 2001; LI et al, 2001). No entanto, alguns Ads, como o da 

espécie F, não reconhecem essas integrinas na etapa de entrada na célula 

(TIEMESSEN e KIDD, 1995).  

Integrinas são um grupo heterodimérico de moléculas de adesão celular que 

mediam o contato da célula com os componentes da matrix extracelular como: 

fibronectina, vitronectinas e contatos célula-célula como na adesão leucocitária 

(ALBERTS et al, 1994. In:MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL). 

O reconhecimento das integrinas pelo motivo RGD, presente na penton base 

dos Ad da espécie C, induz o agrupamento dessas integrinas na membrana celular 

(CHIU et al, 1999). Esse agrupamento é importante para potencializar a sinalização 

intracelular, via integrinas, para iniciar o processo de internalização das partículas 

virais (LI et al, 1998a e 1998b). 
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1.7-  TROPISMO CELULAR 

 Em geral, o tropismo tecidual e os padrões patogênicos dos Ads variam de 

acordo com a espécie, embora membros de diferentes espécies também possam 

causar sintomas similares. Os padrões patogênicos dos Ads podem ser agrupados 

em 5 grupos: infecções assintomáticas (espécie A e D), infecções respiratórias 

agudas (espécie C, B1 e E), infecções gastrintestinais (espécie A e F) (ALLARD, 

ALBINSSON, E WADELL, 1992), infecções do trato urinário (espécie B2) e infecções 

oculares na forma de ceratoconjuntivite (Ad8,Ad19 e Ad37 da espécie D) e 

conjuntivite (espécie D, B1 e E) (WADELL, 1984; WADELL, 2000).  

A maioria das infecções sintomáticas por Ads afeta crianças ou adultos jovens 

(WADELL, 1984; WADELL, 2000), embora indivíduos imunocomprometidos também 

possam ser afetados. Neste caso, quando a infecção é generalizada pode ocasionar 

a morte. Geralmente, as infecções adenovirais sistêmicas são oportunistas, 

relacionadas aos sorotipos capazes de desenvolver infecções persistentes 

(HIERHOLZER, 1992; KOJAOGHLANIAN, FLOMENBERG, E HORWITZ, 2003). 

O tropismo adenoviral é influenciado pelos receptores celulares reconhecidos 

pela fibra e pelo penton. Dessa forma, é de se esperar que os adenovírus não 

apresentem tropismo definido, visto que seu receptor principal é expresso em quase 

todas as células epiteliais (SHORT et al, 2004). 

No entanto, algumas células, tais como as de origem hematopoiéticas, 

parecem ser susceptíveis à infecção produtiva por HAdV-2 e HAdV-5, mesmo não 

 

Figura 7: Imagem reconstruída a partir de Crioeletromicroscopia de Human adenovirus B. 
Na imagem o capsômero hexon está em azul, a penton base em amarelo e a fibra em verde. 

Imagem de Phoebe Stwart, Vanderbilt University. 
FONTE: (www.scripps.edu/.../e_20040517/nemerow.html)
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apresentando o receptor CAR em suas membranas (MENTEL et al, 1997). Isto 

sugere que o reconhecimento de receptor pode ser um dos passos, de vários fatores 

envolvidos no tropismo celular (RUSSEL, 2000). Alguns autores tentaram modificar o 

tropismo celular através da construção de adenovírus sem fibras. No entanto, essas 

partículas virais se mostraram muito instáveis e tiveram sua infectividade 

drasticamente reduzida, possivelmente devido a via integrina dependente utilizada 

por essas partículas (HUANG et al, 1996). 

 

1.8- BIOSSÍNTESE VIRAL 

A biossíntese viral ocorre no núcleo celular e é dividida em duas fases, 

separadas pelo início da replicação do DNA. Os eventos iniciais compreendem as 

etapas de adsorção, penetração, transcrição e tradução dos genes precoces. 

 Concomitantemente com o início da replicação do DNA, ocorre o início da 

fase tardia do ciclo com a expressão de um novo grupo de genes virais, controlados 

por um único promotor, o major late promotor (MLP) (HORWITZ, 2001). Todos os 

genes, controlados pela MLP, expressam proteínas que apresentam sinalização 

nuclear. Isto ocorre, porque embora a etapa inicial da morfogênese se dê no 

citoplasma, a montagem da partícula ocorre no núcleo.  

Os polipeptídeos recém sintetizados são transportados para o núcleo, onde 

ocorre a formação dos capsômeros pela junção de subunidades monoméricas dos 

diferentes polipeptídeos. Após a formação das faces do icosaedro, pelo 

agrupamento das proteínas hexon e pIX em unidades nonoméricas e estabilização 

da estrutura viral pelas proteínas pIIIa, pVI e pVIII, ocorre a trimerização da fibra que 

se insere na base.  O DNA genômico é inserido dentro do capsídeo e por fim este é 

fechado com a colocação dos pentons nos vértices. A liberação da progênie viral da 

célula ocorre por exocitose ou por lise celular (HORWITZ, 2001). 

 

1.8.1- O PROCESSO DE ENTRADA DOS ADENOVÍRUS 

O processo de reconhecimento celular foi descrito para o protótipo do gênero, 

(HAdV-2), e sua eficácia é dependente de múltiplas etapas. A ligação do vírus à 

superfície celular é iniciada pela interação primária entre a porção C-terminal da fibra 

do vírus e CAR (BERGELSON et al., 1997; TOMKO et al., 1997).  

Assim que a fibra se adsorve ao receptor primário, ocorre a aproximação da 

partícula viral à membrana celular (CHROBOCZEK et al., 1995; LOUIS et al., 1994). 
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A seguir, a penton-base, através do motivo RGD, interage com  co-receptores 

celulares, especialmente as integrinas αvβ3, αMβ2,  α5β1e αvβ5 presentes na 

membrana celular, levando os Ads a sítios especiais recobertos por clatrinas 

presentes na membrana plasmática (BAI et al, 1993; BERGELSON et al, 1997; CHIU 

et al, 1999; DAVISON et al, 1997). Como resultado desta interação, ocorre a 

internalização da partícula viral, por mecanismo de endocitose (Figura 8) (MATHIAS 

et al., 1994). A entrada do vírus requer eventos de sinalização mediados por 

fosfatidilinositol 3- OH quinase (PI3K) e de pequenas GTPases da família Rho (LI et 

al., 1998).  

A entrada viral pode ser dividida em duas fases: internalização e escape dos 

endossomos ou lissosomos. A ativação de PI3K afeta a actina no citoesqueleto e as 

GTPases (Rac e CDC42) induzem a polimerização da actina, resultando na 

formação de várias protusões de membrana (LI et al 1998a; LI et al, 1998b). A 

penetração nos endossomos é um processo ácido dependente (PRCHLA et al, 

1995; SETH, 1994; SVENSSON, 1985) que parece ser mediado pela Pb (SETH, 

1994; SVENSSON, 1985) ou pela fibra (MIYAZAWA, CRYSTAL E LEOPOLD, 2001). 

 

 

Figura 8: Figura esquemática do processo de entrada do adenovírus até a liberação do genoma
viral no núcleo da célula. (1) Reconhecimento de CAR pela porção globular da fibra. (2) 
Reconhecimento da integrinas pela penton base. (3) Formação de uma fossa revestida por clatrina. 
(4) Entrada do adenovírus na célula por endocitose mediada por clatrina. (5) Liberação das fibras
do capsídeo, devido ao meio redutor. (6) Lise da vesícula endocítica pela interação da penton base 
com a membrana do endossomo. (7) Transporte do capsídeo até o núcleo, por proteínas celulares
motoras (8) Interação do capsídeo com proteínas do complexo do poro nuclear. (9) Liberação do 
core viral na matrix nuclear.
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Figura 8: Figura esquemática do processo de entrada do adenovírus até a liberação do genoma
viral no núcleo da célula. (1) Reconhecimento de CAR pela porção globular da fibra. (2) 
Reconhecimento da integrinas pela penton base. (3) Formação de uma fossa revestida por clatrina. 
(4) Entrada do adenovírus na célula por endocitose mediada por clatrina. (5) Liberação das fibras
do capsídeo, devido ao meio redutor. (6) Lise da vesícula endocítica pela interação da penton base 
com a membrana do endossomo. (7) Transporte do capsídeo até o núcleo, por proteínas celulares
motoras (8) Interação do capsídeo com proteínas do complexo do poro nuclear. (9) Liberação do 
core viral na matrix nuclear.
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1.8.2- TRANSPORTE INTRACELULAR  

A entrada e o desnudamento são processos simultâneos e interdependentes. 

Com a interação Pb-integrina, a partícula perde as fibras (NAKANO et al, 2000) e 

reativa a protease viral 23K que cliva a pVI (GREBER et al, 1996) e dissocia o DNA 

viral do capsídeo. Depois da entrada no citossol, o vírion libera outras proteínas 

associadas ao capsídeo: pIIIa, pVIII e pIX (Figura 8) (GREBER et al, 1993).  

A passagem dos Ads, através do citoplasma até o núcleo, é mediada pela 

associação do core (DNA viral covalentemente ligado à TP junto com a pVII, pV e o 

peptídeo mu) com a proteína celular p32 (MATHEWS E RUSSEL, 1998). A p32 é 

localizada na mitocôndria, mas também pode ser encontrado no núcleo, o que 

sugere que ela é um componente do sistema celular de transporte entre a 

mitocôndria e o núcleo (RUSSEL, 2000). Dessa forma, os vírus podem se apropriar 

desse sistema para ganhar acesso ao núcleo, pois essa passagem é relativamente 

rápida e também envolve a participação das proteínas motoras, dineínas e 

microtúbulos (LEOPOLD et al, 2000; SUOMALAINEN et al, 1999), que são utilizadas 

no transporte intracelular dos Ads, como demonstrado no estudo do transporte do 

HAdV-2 até o núcleo (DALES E CHARDONNET, 1973; SUOMALAINEN et al, 1999).  

A entrada no poro nuclear é mediada pela interação da proteína hexon com 

proteínas do complexo do poro nuclear (NPC) e CAN/Nup214 que ancoram a 

partícula no poro, onde ocorrem os últimos passos de desnudamento (TROTMAN et 

al, 2001). A interação do capsídeo com as histonas nucleares H1, importam fatores 

como a proteína Hsc70 que inicia a liberação do DNA viral do capsídeo para a 

entrada no núcleo (SAPHIRE et al, 2000; TROTMAN et al, 2001). Em seguida, o 

genoma do Ads associado às proteínas do core é translocado dentro do 

nucleoplasma através do NPC (GREBER et al, 1997; TROTMAN et al, 2001).  

 

1.8.3 – REPLICAÇÃO DO DNA DOS ADENOVÍRUS 

Uma vez dentro do núcleo, o genoma viral é direcionado à matrix nuclear 

(NM), onde a TP forma um complexo com a proteína celular CAD (enzima de síntese 

de pirimidina) e possivelmente com outros componentes da NM (ANGELETTI E 

ENGLER, 1998; FREDMAN E ENGLER, 1993). É interessante ressaltar que a 

laminina nuclear B, a qual é um componente da NM, se liga avidamente à p32 

(SIMOS E GEORGATOS, 1994), o que seria importante para a dissociação da p32 

do genoma viral recém-chegado ao núcleo (RUSSEL, 2000). 
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Depois de induzir a célula a entrar na fase S do ciclo celular e expressar E2, 

inicia-se a replicação do DNA pela Adpol (de JONG, VAN DER VLIET, E 

BRENKMAN, 2003). O DNA dos Ads contêm regiões terminais repetitivas (ITRs) 

associadas à TP, que está ligada covalentemente à terminação 5’ da dupla fita de 

DNA (REKOSH et al, 1977). A replicação do DNA viral começa em ambas as 

terminações 5’ e reconhece seqüências dentro dessas ITRs como origem de 

replicação (HAY et al, 1995). In vitro, os fatores mínimos necessários para o início da 

replicação e elongação do DNA viral são as proteínas virais pTP, Adpol, DBP (DNA 

binding protein) e os fatores celulares (NF) I,II e III (Oct-1). Os fatores celulares NFI 

e NFIII ligam-se a Adpol e a pTP e recrutam o complexo pTP-Adpol para o core de 

origem.  

Próximo às terminações do DNA está o local de ligação do complexo pTP-

Adpol e adjacente a este há o sítio de ligação para fatores de transcrição celulares. 

A Adpol então adiciona o nucleotídeo citocina diretamente à pTP, por um mecanismo 

dependente de template chamado jump back. Por esta razão, a primeira base 

adicionada corresponde a seqüência da terminação 5’- do genoma. A Adpol adiciona 

mais dois nucleotídeos aos aminoácidos da pTP seguintes, até formar a seqüência 

CAT. O complexo pTP-Adpol se liga a esta recém sintetizada seqüência CAT  e 

então retorna ao final da fita template onde CAT atua como primer para elongação 

da resto da fita de DNA. O DNA é, então, estendido a partir desta proteína primer 

continuamente, até o final do genoma (Di MAIO E COEN, 2001).  

Para que haja a replicação, a DBP e a TP que são ligadas ao genoma, 

estabilizam o complexo pré-iniciação no core de origem. Para a elongação do DNA, 

a DBP e a topoisomerase celular NFIII são necessárias para mediar e manter o 

dsDNA desenrolado, passo importante para que a Adpol possa iniciar a síntese de 

outro genoma viral (DOUCAS et al., 1996; EVANS E HEARING, 2003). 

 

1.8.4 – MONTAGENS DE NOVAS PARTÍCULAS VIRAIS 

A montagem de novos vírions parece ocorrer nos corpos de inclusão 

nucleares e está relacionada à expressão de proteínas estruturais. Acredita-se que 

os vírions de Ad formem-se a partir de capsídeos vazios onde são inseridas as 

moléculas de DNA (OSTAPCHUK E HEARING, 2003). De modo geral, a região 

repetitiva (que constitui o sinal de empacotamento) deve estar localizada bem 

próxima ao final do genoma para mediar a encapsidação do DNA (HEARING et al, 
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1987). Entretanto, o encapsidamento do DNA de Ads não parece ser dependente 

das ITRs, o que sugere que o sinal de encapsidação ocorre em regiões heterólogas 

do DNA (OSTAPCHUK E HEARING, 2003). 

A montagem de novos vírions é acompanhada por grandes mudanças na 

arquitetura nuclear e da permeabilidade da membrana nuclear (RAO et al, 1996; 

TOLLEFSON et al, 1996). Isto ocorre para facilitar a saída dos vírions para o 

citoplasma e, em seguida há a desintegração da membrana plasmática para que 

haja a liberação dos vírions da célula (RUSSEL, 2000). Este processo de lise celular 

para a liberação dos Ads das células é bem caracterizado para a espécie C, mas 

isso não ocorre em outras espécies, como a F, onde não há lise celular durante todo 

o ciclo viral. 

 

1.9-  Human adenovírus F 

Os adenovírus da espécie F (Human adenovirus F), sorotipos 40 e 41 (HAdV-

40 e HAdV-41), apresentam características biológicas, moleculares e estruturais 

diferentes dos demais adenovírus humanos. Foram descobertos, ao acaso, em 

microscopia eletrônica, diferentemente dos outros adenovírus que foram 

descobertos em cultura celular (FLEWETT, et al, 1974). A primeira cepa isolada foi 

designada Tak (TAKIFF, 1981), mas só foi caracterizada anos depois (de JONG et 

al, 1983). 

Os Human adenovírus F possuem tropismo entérico e são considerados de 

grande importância na etiologia da gastrenterite infantil aguda (TIEMESSEN & KIDD, 

1995; TIEMESSEN & KIDD, 1994). Em relação ao protótipo do gênero, o HAdV-2, os 

adenovírus F são de difícil cultivo in vitro, apresentam modificações nos genes que 

codificam as proteínas precoces (E1A; E1B; E2; E3 e E4) e contêm dois tipos de 

fibras, uma longa e outra curta. Essas estão distribuídas de forma alternada, uma em 

cada base, característica estrutural que é exclusiva do Human adenovirus F 

(FAVIER et al, 2002). 

As diferenças estruturais dos HAdV-40 e HAdV-41 refletem no mecanismo de 

adsorção e penetração da partícula viral. As fibras (longa e curta) são codificadas 

por dois genes distintos, sendo que a fibra longa se adsorve ao receptor CAR, mas a 

fibra curta não o faz (ROELVINK et al, 1998). Estes dados sugerem que apenas a 

fibra longa destes vírus seja utilizada na fase de adsorção viral. Outra diferença 

estrutural dos HAdV-40 e HAdV-41 é a ausência da seqüência RGD na penton-base, 
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responsável pela interação com as integrinas, importante na etapa de penetração do 

vírus na célula. O HAdV-40 carrega a sequência RGDA e o HAdV-41 carrega a 

seqüência IGDD (ALBINSSON & KIDD, 1999). 

Os Ads F embora não contenha o motivo RGD, carrega o motivo LDV. Este 

motivo, está presente em quase todos os Ads, indicando que a Pb pode utilizar a 

seqüência LDV no reconhecimento de integrinas, tais como α4β1 (KOMORIYA et al, 

1991) expressa em linfócitos e monócitos, os quais expressam poucas integrinas 

que estejam no estado inativo (HUAND, ENDO E NEMEROW, 1995). 

 

1.9.1 – A região precoce 3 dos HAdV-41 

A maioria dos estudos sobre a função das proteínas de E3 se restringe à 

espécie C. Muitos genes da região E3, tais como 10.4K, 14.5K e 14.7 K (Figura 5, 

barras em azul), existem em todas as espécies de adenovírus humanos e as 

proteínas 12.5K e 19K estão presentes na maioria das espécies, com exceção da 

espécie F que não possui ambas proteínas e da espécie A que não possui a 

proteína 19K (BURGET et al, 1999).  

A região E3 do HAdV-41 consiste de 3373 nucleotídeos e contêm seis ORFs, 

designadas de RL1 a RL6 (YEH et al, 1995). Destas, as seqüências de RL1 a RL3 

são exclusivas dos adenovírus da espécie F (HAdV-40 e HAdV-41). Elas codificam 

uma proteína de 173 aminoácidos (19.4K), outra de 276 aminoácidos (30,4K) e uma 

proteína de 59 aminoácidos (6.7K) (Figura 18- barras roxas) (BURGET et al, 1999). 

R L4 codifica uma proteína de 90 aminoácidos (10,1K), que possui 40% de 

homologia com a proteína 10,4K da E3 da HAdV-2. RL5 codifica uma proteína de 

107 aminoácidos (12.3K) que é análoga da proteína 14,5K de HAdV-2 e RL6 codifica 

uma proteína de 122 aminoácidos (14,7K) análoga à proteína 14,7K de HAdV-2.  

RL1, RL2 e RL3, por serem únicos, podem ser uma das explicações porque 

os adenovírus da espécie F se diferem substancialmente de outros adenovírus 

humanos na interação com o hospedeiro, os quais são predominantemente 

entéricos em detrimentos dos outros que são preferencialmente respiratórios (YEH 

et al, 1995).  

Entre as funções das proteínas de E3, umas das mais estudadas é a da 

proteína 19K. Ela é a proteína mais abundante expressa pela E3 dos adenovírus da 

espécie C. Ela se liga ao MHC de classe I no retículo endoplasmático e o impede de 

transportar novas moléculas de MHC sintetizadas para a superfície celular 
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(ANDERSON et al, 1985; BURGETT et al, 1987). Conseqüentemente, o 

reconhecimento de células infectas por linfócitos T citotóxico é drasticamente 

suprimido (RAWLE et al, 1991). 

Como dito anteriormente, com exceção da espécie A e F, todas as outras 

expressam uma proteína 19K-like (WOLD et al¸ 1995). Dessa forma, esses 

adenovírus são incapazes de reter moléculas de MHC no RE. No entanto, células 

transformadas com HAdV-12 (espécie A) apresentam subexpressão de MHC-I  

comandada pelas proteínas de E1A (SCHRIER et al, 1983). O mecanismo molecular 

dessa regulação ainda não está claro, mas parece envolver processamento 

diferencial do fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB). Outros componentes do 

padrão de apresentação de antígenos, como transportadores TAP e subunidades 

proteossomais também têm suas transcrições suprimidas, o que também contribui 

para a redução do MHC na superfície celular (ROTEM-YEHUDAR et al, 1994). Até o 

momento, não é claro se esses mecanismos operam durante a fase aguda ou na 

persistência em células humanas. É claro que a função de E3/19K não é necessária 

para a sobrevivência das espécies F e A no ambiente intestinal, onde esses vírus 

preferencialmente se replicam. Entretanto, E3/19K pode ser benéfica durante a 

replicação no trato respiratório e outros tecidos, o que favoreceria as outras espécies 

de adenovírus. 

 

1.10- O RECEPTOR DAS CÉLULAS T (TCR)  

Os linfócitos T reconhecem uma grande quantidade de antígenos polimórficos 

por meio do uso de um complexo protéico altamente diverso, que atua como 

receptores de antígenos, o TCR. Existem duas classes de receptores de antígenos 

de células T (TCR): o mais comum, do tipo α:β, está presente na maioria das células 

T, as quais podem possuir função reguladora ou efetora. A segunda classe 

apresenta um fenótipo de superfície mais raro, o TCR γ:δ (Figura 9) (SAITO et al., 

1984).   
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Diferentemente das células T convencionais, as células T γ:δ não sofrem 

seleção positiva ou negativa no timo e não se ligam ao complexo MHC-antígeno 

(HASS et al., 1993). As células T portadoras de receptores γ:δ são abundantes na 

mucosa do intestino, quando comparadas com outros tecidos linfóides e suas 

funções no sistema imune ainda não estão claras (GOODMAN e LEFRANCOIS, 

1988). Estudos com camundongos deficientes em linfócitos αβ e/ou γδ mostraram 

haver diferenças qualitativas e quantitativas no modo como as infecções são 

clareadas. Ademais, porcentagens anormais de células Tγδ infiltrantes têm sido 

relatadas em tecidos alvos de doenças auto-imunes e pacientes com infecção viral 

ou bacteriana. Normalmente, nestes casos, também ocorre um aumento destas 

células no sangue periférico (HASS et al.,1993). Esses resultados indicam que as 

células T γδ respondem e contribuem para a resposta imune de maneira distinta das 

células T αβ, mas não explicam a natureza e os mecanismos moleculares das 

funções das células T γδ (CHIEN E BONNEVILLE, 2006). 

 

1.11-O SISTEMA IMUNE DE MUCOSA  

As superfícies epiteliais das mucosas que revestem a boca e os tratos 

respiratório, digestório e reprodutivo possuem seus próprios sistemas imunes 

especializados, chamados de tecidos linfóides associados à mucosa (MALT). No 

intestino, esses tecidos são chamados de GALT e no sistema respiratório de BALT 

(JANEWAY et al, 2007). Assim como a pele, as superfícies mucosas são 

colonizadas por linfócitos e APCs que iniciam as respostas imunológicas contras os 

antígenos ingeridos e inalados. (ABBAS E LICHTMAN, 2005). 

No GALT os linfócitos estão presentes em grandes quantidades em três 

regiões principais: na camada epitelial (IEL); espalhados pela lâmina própria e em 

coleções organizadas chamadas de placas de Peyer. As células de cada região 

apresentam propriedades fenotípicas e funcionais distintas (ABBAS e LICHTMAN, 

2005), 

Nas placas de Peyer, os antígenos são capturados pelas células M que os 

transferem, por mecanismo de transcitose, ao espaço subcelular onde os expõem 

aos linfócitos localizados logo abaixo. Os linfócitos, nas placas de Peyer, formam um 

folículo, onde a grande área central é colonizada por linfócitos B que estão cercados 

por uma pequena quantidade de linfócitos T (JANEWAY et al, 2007). 
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A lâmina própria intestinal contém uma população mista de células, que inclui 

os linfócitos T (em sua maioria CD4+ ativados), uma grande quantidade de linfócitos 

B, plasmócitos ativados, bem como macrófagos, células dendríticas, eosinófilos e 

mastócitos. (ABBAS E LICHTMAN, 2005). 

A maioria dos IELs é constituída de linfócitos T, e existem entre 10 e 20 IEL 

para cada 100 enterócitos no intestino delgado humano (JANEWAY et al, 2007). As 

células T do intestino podem ser divididas em dois tipos. O tipo “A” possui TCRαβ 

duplo positivas (CD4 e CD8) e o tipo “B” compreende as células Tγδ duplo negativas, 

TCRγδ CD8αα e TCR αβCD8 αα.(JANEWAY et al, 2007).  

Nos camundongos, aproximadamente 50% dos IELs expressam a forma γδ de 

TCR. Nos seres humanos, somente cerca de 10% dos IELs são γδ, mas essa 

proporção ainda é maior do que a quantidade de células γδ encontradas entre as 

células T de outros tecidos (CHIEN E BONNEVILLE, 2006). Os IELs, tanto os que 

expressam TCRαβ quanto os que expressam TCRγδ, apresentam uma diversidade 

limitada de receptores de antígenos quando comparados com outros linfócitos T 

(ABBAS E LICHTMAN, 2005). 

Em humanos, cerca de 70% dos IEL são CD8+ e a grande maioria deles 

expressa CD8αα. Este homodímero liga-se ao MHC de classe I que não apresenta 

antígenos, chamado antígeno de leucemia tímica (TL). O antígeno TL é expresso 

quase que exclusivamente por células epiteliais do intestino. A interação do TL com 

o CD8αα parece modular a atividade das IELs, reduzindo sua atividade citotóxica 

direta e aumentando sua produção de citocinas. Essa atividade dos IELs é 

importante no controle do reparo do epitélio mucoso lesado. (JANEWAY et al, 2007). 

 

1.12- ORIGEM DAS CÉLULAS Tγγγγδδδδ 

Quando as células progenitoras entram pela primeira vez no timo, vindas da 

medula óssea, elas não expressam a maioria dos marcadores de células T maduras 

(CD3:TCR, CD4 e CD8). Esses timócitos são então chamados duplo-negativos. 

Essas células desenvolver-se-ão, através de duas vias distintas, em linfócitos Tαβ e 

Tγδ. Na via TCRαβ, os timócitos duplo negativos começam a expressar CD44, Kit, 

CD25 (que é transiente) e receptor para SCF. Com a expressão das citocinas 

específicas: IL-2, IL15 e principalmente IL-7, inicia-se a expressão do CD3:TCR, 

CD4 e CD8 e então, esses timócitos são chamados de duplo positivos. Através de 
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seleção positiva por reconhecimento de MHC próprio, as células param de expressar 

um ou outro co-receptor, tornando-se timócitos unipositivos, isto é CD4 ou CD8 

positivos. Por sua vez, na via TCRγδ, se os timócitos duplo-negativos receberem 

sinal para expressão do TCRγδ, eles amadurecem e migram para fora do timo 

(JANEWAY et al, 2007) 

Existem dois conjuntos altamente distintos de linfócitos T γδ. As células T γδ, que 

são encontradas no tecido linfóide de todos os vertebrados, apresentam receptores 

altamente diversos. Em contraste, as células T γδ intraepiteliais, somente são 

encontradas em alguns vertebrados, e comumente apresentam receptores de 

diversidade muito limitada (CHIEN E BONNEVILLE, 2006). Com base nessa 

diversidade limitada e na ausência de circulação, foi proposto que as células Tγδ 

intraepiteliais possam reconhecer ligantes derivados do epitélio em que residem, 

mas que são expressos apenas quando as células são infectadas: como as 

proteínas de choque térmico, MHC de classe I like: MICA e MICB (WU, GROH E 

SPIES, 2002), MHC de classe Ib (SCHILD et al, 1994; CROWLEY et al, 2000) e 

nucleotídeos e fosfolipídeos raros, para os quais existem evidências de 

reconhecimento pelas células Tγδ (CHIEN E BONNEVILLE, 2006). 

 Diferentemente das células Tαβ, as células Tγδ não reconhecem antígenos 

apresentados por MHC, em vez disso, elas parecem reconhecer os seus antígenos-

alvo diretamente (CHIEN, JORES E CROWLEY, 1996). 

 

 

Figura 9: Figura esquemática do receptor de célula T do tipo αβ com dois domínios
extracelulares: a porção variável (V) e a porção constante (C), associada com o 
complexo CD3 e com moléculas acessórias CD4 ou CD8.

Figura 9: Figura esquemática do receptor de célula T do tipo αβ com dois domínios
extracelulares: a porção variável (V) e a porção constante (C), associada com o 
complexo CD3 e com moléculas acessórias CD4 ou CD8.
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2- JUSTIFICATIVA 

A utilização de receptores alternativos por adenovírus pode ser uma 

estratégia de evasão do sistema imune. Vários grupos já reportaram o 

estabelecimento de infecções persistentes por Human adenovírus C em linhagens 

celulares de linfócitos (GARNETT et al, 2002). Nestes, o genoma viral é mantido e 

pequenas quantidades de partículas infecciosas são produzidas enquanto a célula 

mantém sua cinética de crescimento normal (CHU et al, 1992; FLOMENBER et al, 

1996; SILVER, 1998). Essas observações sugerem que os adenovírus C podem ser 

capazes de realizar um ciclo infeccioso alternativo nas populações de linfócitos, com 

uma replicação não lítica e apresentando persistência. Para os adenovírus, o 

receptor primário CAR parece inacessível no epitélio colunar intacto. Isto leva a 

supor que outros receptores ou mecanismos de invasão do tecido devem ser 

utilizados para permitir a infecção das mucosas. Walters e colaboradores, em 2002, 

demonstraram que, no início do processo infeccioso, células da camada basal do 

epitélio respiratório estão repletas de adenovírus. Estes, quando liberados destas 

células, assim como o excesso de fibra produzido no início da multiplicação viral, são 

transportados no sentido baso-apical, interagindo com CAR e desmembrando o 

epitélio colunar. Desta forma, os vírus atingem as células epiteliais e passam de uma 

célula à outra. O que não é conhecido é como os adenovírus chegam até as células 

da camada basal. O entendimento de como os vírus infectam a célula exige novas 

informações sobre os mecanismos de adsorção e a entrada, além de informações 

precisas sobre quais tipos celulares e tecidos são infectados in vivo. 

Em nosso grupo de pesquisa foi revelada uma interação, em sistema duplo-

híbrido, da fibra curta do HAdV-41 com um peptídeo correspondente a um domínio 

presente no TCRγδ de linfócitos T intestinais. Assim, visamos verificar e comprovar a 

interação do HAdV-41 com linfócitos TCRγδ por meio de ensaios de infecção em 

cultura de linfócitos. 
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3- OBJETIVO: 

Estudar a interação dos HAdV-41 com linfócitos humanos extraídos de sangue 

periférico e de mucosa intestinal. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

4.1.1 -Células HEK-293 

Células, de linhagem estabelecida, oriundas de rim de embrião humano, 

transformadas pela região E1A de HAdV-5 (GRAHAM e SMILEY, 1977), foram 

cultivadas em garrafas de 75 cm2 em meio essencial mínimo de Eagle (MEM) 

(Cultilab, Campinas, Brasil), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab). 

Estas células foram mantidas em incubadora a 37 ºC, em atmosfera de 5 % de CO2 

e repicadas na proporção de 1:4, a cada 7 dias, com solução de tripsina 0,25 % 

(Sigma-Aldrich, Saint Loius, Estados Unidos) em solução tamponada de fosfato 

(PBS) pH 7,4. 

 

4.1.2 - Células mononucleares de sangue periférico 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram colhidas de 

voluntários saudáveis isoladas em gradiente de densidade de Ficoll (Amersham 

Bioscience, Piscataway, Estados Unidos) por centrifugação a 700 x g por 30 minutos. 

A fração celular foi coletada, lavada em PBS pH 7,4 e mantida em meio essencial 

mínimo de Dulbeco (DMEM), contendo alta concentração de glicose (4500 mg/L) 

(Invitrogen, Califórnia, Estados Unidos), e suplementado com 10% de SFB e 25U/mL 

de interleucina 2 (IL-2). O meio foi enriquecido com 1 mL de L-glutamina (2 mM), 1 

mL de aminoácidos não essenciais (0,1 mM), 1 mL de vitaminas (0,1mM), 1 mL de 

piruvato de sódio (1mM) e 100µL de 2-mercaptoetanol (10-5M), todos da Invitrogen. 

Para garantir um melhor controle microbiano foi acrescido ao meio de cultivo: 4 µg de 

fungizona/mL, 500 U/mL de penicilina e 2,5 mg de estreptomicina/mL. Este meio de 

cultivo, com todos esses suplementos, foi denominado DMEM -alta glicose, 

suplementado, contendo antibióticos. O meio de cultivo foi trocado a cada dois dias, e 

as culturas foram repicadas com 100 % de confluência celular. As culturas foram 

mantidas em incubadora a 37 ºC e atmosfera de 5 % de CO2. 
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4.1.3 - Linfócitos intraepiteliais 

Linfócitos intraepiteliais (IEL), obtidos da mucosa intestinal de pacientes 

submetidos a procedimentos cirúrgicos, foram cultivados da mesma forma que 

PBMC. 

 

4.2- ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO HUMANA. 

Os voluntários que cederam sangue para a colheita dos linfócitos periféricos 

ou os pacientes que cederam fragmentos de intestino foram informados dos 

procedimentos científicos e assinaram o termo de conscentimento pré- informado. O 

projeto foi aprovado pelos comitês de ética em experimentação humana, do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Universidade de São Paulo (Nº 0120/07). 

e do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (Nº 674/CEP)  

 

 4.3.- CRIOPRESERVAÇÃO DOS TIPOS CELULARES UTILIZADOS  

4.3.1- IEL e PBMC 

Cada suspensão celular obtida foi centrifugada a 500 x g, durante 10 minutos 

a 18 ºC Após a sedimentação celular, o sobrenadante foi descartado e as células 

foram suspendidas em meio de congelamento (85 % de SFB e 15 % de glicerol 

estéril). As células foram distribuídas em criotubos previamente refrigerados a. -20 

ºC. O congelamento foi realizado gradualmente por resfriamento a -20 ºC por 24 

horas a, seguido por mais 24 horas a -80 ºC e, por fim, transferência para nitrogênio 

líquido (-185°C). 

 

4.3.2 - Células HEK-293 

Para obtenção dos estoques da linhagem celular HEK-293, as células foram 

cultivadas em frascos de 150 cm2. No quarto dia, as células foram lavadas com PBS, 

pH 7,4, dispersas em tripsina 0,25 %, suspensas em meio MEM e centrifugadas a 

500 x g, durante 10 minutos a 18 ºC . Após a sedimentação celular, o sobrenadante 

foi descartado e as células foram suspensas em meio de congelamento (MEM 

suplementado com 20 % de SFB e 15 % de glicerol estéril). As células foram 

distribuídas em criotubos previamente refrigerados a -20ºC. O congelamento foi 

realizado gradualmente por resfriamento a -20 ºC por 24 horas a, seguido por mais 

24 horas a -80 ºC e, por fim, transferência para nitrogênio líquido (-185°C). 
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  4.4- OBTENÇÃO DE FRAGMENTOS DE MUCOSA INTESTINAL HUMANA. 

Os fragmentos intestinais foram obtidos de procedimentos cirúrgicos, 

realizados no Centro Cirúrgico 1 do Hospital das Clínicas da Universidade de São 

Paulo (HCUSP), em colaboração com a Dra. Magaly Gemio Teixeira do 

Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo. Os fragmentos intestinais, depois de coletados, foram transportados até o 

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo (ICB-USP), em salina tamponada de Hank contendo 8 µg de 

fungizona/mL, 1000 U de penicilina/mL e 5 mg de estreptomicina/mL. 

Os fragmentos intestinais foram lavados em PBS pH 7,4 com 100 mM de 

Dithiotreitol (DTT), para a retirada do muco presente na amostra. Após a lavagem, o 

tecido foi transferido para uma placa de Petri estéril, contendo meio DMEM com alta 

glicose, para a retirada da serosa e da camada muscular. O epitélio intestinal foi 

cortado em pedaços de 1-20 mm e, para uma melhor retirada do muco intestinal, 

estes foram suspendidos em PBS pH 7,4 com 100 mM de DTT. Em seguida, os 

fragmentos foram decantados e ressuspendidos em PBS pH 7.4. Para um melhor 

controle microbiano foram acrescentados, em todos os reagentes utilizados na 

extração dos linfócitos, 4µg de fungizona/mL, 500U/mL de penicilina e 2,5 mg de 

estreptomicina/mL. 

 

4.5- MÉTODOS DE SEPARAÇÃO DE IEL DA MUCOSA INTESTINAL 

HUMANA 

Para a obtenção de linfócitos intraepiteliais de mucosa intestinal humana, 

foram testados cinco métodos de extração celular: tripsinização a frio, tripsinização a 

quente, cultura de explante, o protocolo de extração de células intrapiteliais 

desenvolvido por Mosley e Klein, (1992) e o protocolo de Mosley e Klein (1992) 

modificado. 

 

4.5.1 – Método de Tripsinização a quente (Freshney, R.I, 2000) 

O tecido (epitélio intestinal), após ser fragmentado e lavado para a retirada do 

muco, foi submetido ao método de tripsinização a quente. Os fragmentos foram 

transferidos para um frasco contendo 20 mL de tripsina a 0,25 % em PBS pH 7,4, 

pré-aquecida a 37 ºC. A suspensão foi agitada a 100 RPM, a 37 ºC, durante 30 

minutos, em uma incubadora com plataforma de agitação (Minitron-INFORMS, 
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Inglaterra). Os fragmentos foram decantados e o primeiro sobrenadante foi 

descartado. Foram acrescentados mais 20 mL de tripsina e a suspensão foi 

novamente incubada com agitação de 100 RPM. Após 30 minutos, as células 

desagregadas foram colhidas em um tubo de 50 mL contendo SFB, para a 

neutralização da tripsina, e mantidas a 4 ºC. Este processo foi repetido várias vezes 

durante a tripsinização (aproximadamente 4 horas ou até a desagregação total do 

tecido). As células desagregadas foram centrifugadas a 500 x g por 10 minutos a 4 

ºC. O sedimento celular foi ressuspendido em meio DMEM com alta glicose, 

suplementado e contendo antibióticos (verificar item 1.2). 

As células foram contadas e transferidas para uma microplaca de 96 

cavidades (40.000 células por cavidade) com meio DMEM com alta glicose, 

suplementado e contendo antibióticos. As células foram incubadas a 37 ºC em 

atmosfera de 5 % de CO2. 

 

4.5.2 – Método de Tripsinização a frio (Freshney, 2000) 

Os fragmentos de epitélio intestinal foram transferidos para um frasco 

contendo 20 mL de tripsina 0,25 % em PBS e em 5 mL de DMEM com alta glicose, 

para nutrição celular. Estas células foram incubadas a 4 ºC por 24 horas para a 

penetração da tripsina no tecido. Após este período, os frascos foram aquecidos a 37 

ºC por 1 hora, os fragmentos celulares foram decantados e o sobrenadante foi 

descartado. Em seguida, nova solução de tripsina 0,25 % a 37ºC foi acrescentada 

aos fragmentos intestinais e a suspensão foi incubada em uma plataforma de 

agitação a 100 RPM, a 37 ºC, durante 30 minutos (Minitron- INFORMAN, Inglaterra). 

As células desagregadas foram colhidas e transferidas para um tubo contendo SFB a 

4 °C, para a inativação da tripsina. Após estes processos, foram repetidos os 

procedimentos citados no item 4.1. 

 

4.5.3- Método de cultura de explante de tecido intestinal. 

Para a cultura de explante de tecido intestinal, o órgão foi primeiramente 

lavado em PBS pH 7,4 contendo 1 mM de DTT para a retirada do muco intestinal. O 

tecido foi posto sobre uma placa de Petri, contendo SFB, para a retirada da serosa e 

da camada muscular. A mucosa intestinal isolada foi cortada em pedaços de 1 a 5 

mm e estes colocados sobre a superfície interna de um frasco de meio de cultura, 

previamente coberto com um filme de SFB, para facilitar a adesão tecidual. Após 2 a 
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3 horas de incubação, período necessário para a adesão do tecido à superfície do 

frasco, foi adicionado 1 mL de meio DMEM com alta glicose, suplementado e 

contendo antibióticos (item 1.2). Após 3 a 4 dias, os fragmentos foram retirados do 

frasco e as células, que migraram para fora dos fragmentos e aderiram à superfície 

do frasco, foram tripsinizadas e transferidas para novos frascos contendo meio 

DMEM com alta glicose, suplementado e contendo antibióticos. 

 

4.5.4 – Método de isolamento de linfócitos intraepiteliais (Mosley e Klein, 1992). 

Os fragmentos intestinais lavados em PBS pH 7,4 foram ressuspendidos em 

80 mL de PBS pH 7.4, 1 mM de ácido etilenodiamina tetracético (EDTA) e 1mM de 

DTT, e postos em agitação magnética por 30 minutos a 37 ºC. As células dissociadas 

foram extraídas e os fragmentos de tecidos foram retirados. Em seguida, a 

suspensão celular foi passada por uma camada de gaze, para a retirada de debris 

celulares, muco e de dissociação celular incompleta. Posteriormente, as células 

foram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e ressuspendidas em 10 mL de Percoll 

40 % (GE Healthcare, Londres, Inglaterra). Esta suspensão celular foi sobreposta a 2 

mL de Percoll 70 % em PBS pH 7,4. O gradiente descontínuo de Percoll foi 

centrifugado a 600 x g por 20 minutos e após a centrifugação, os enterócitos se 

posicionaram fora do gradiente, acima do Percoll 40%, e os linfócitos e hemácias 

entre o Percoll 70 % e 40 %. 

As células (PBMC) foram colhidas, lavadas em PBS, contadas e transferidas 

para uma microplaca de 96 cavidades (40.000 células por cavidade) com meio 

DMEM com alta glicose, suplementado e contendo antibióticos. As células foram 

incubadas a 37 ºC em atmosfera de 5 % de CO2. 

 

4.5.5- Método de Mosley e Klein modificado. 

Neste método, foram introduzidas algumas modificações no protocolo original 

(MOSLEY e KLEIN, 1992). A primeira modificação foi a substituição da solução de 

EDTA e DTT utilizada na desagradação celular, pelo método de extração por 

tripsinização a frio, como descrito no item 4.2. O sedimento celular foi ressuspendido 

em 6 mL de Percoll 40 % e sobreposto a 2 mL de Percoll 70% (Figura 10A). Este 

gradiente descontínuo foi centrifugado a 500 x g por 30 minutos a 18 ºC. Após a 

centrifugação, houve a formação de um anel de linfócitos e hemácias sobre o Percoll 

70 % e o posicionamento dos enterócitos acima do Percoll 40 % (Figura 10B). O anel 
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de linfócitos e hemácias foi colhido, transferido para um tubo de centrifuga contendo 

10 mL de PBS pH 7,4 e centrifugado a 500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado, o sedimento celular foi novamente ressuspendido em PBS pH 7,4 e 

centrifugado para a retirada do Percoll. Para a separação das hemácias e linfócitos 

foi utilizado um gradiente de Ficoll, ao invés de um tampão de lise diferencial descrito 

no protocolo original. Para isso, o sedimento celular foi ressuspendido em 8 mL de 

PBS pH 7,4, posto sobre 2 mL de Ficoll (Amersham Biosciences) em um tubo de 15 

mL e centrifugado a 500 x g por 30 minutos a 18 º C (Figura 10C). Após a 

centrifugação, houve a formação de um anel de linfócitos e a sedimentação das 

hemácias (Figura 10D).  

As células foram contadas e transferidas para uma microplaca de 96 

cavidades (40.000 células por cavidade) com meio DMEM com alta glicose, 

suplementado e contendo antibióticos. As células foram incubadas a 37 ºC em 

atmosfera de 5 % de CO2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.6- PURIFICAÇÃO DA CEPA PADRÃO HADV-41(TAKIFF et al, 1981) 

 

4.6.1 - Produção da cepa padrão HAdV-41 (TAK) em células HEK-293  

Para obter um estoque viral de boa infectividade, monocamadas de células 

HEK-293 foram preparadas em dois lotes de frascos de 150 cm2 . O primeiro lote 

continha 20 frascos e o segundo 42. Para testar a eficiência na concentração das 
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Figura 10: Método de separação de linfócitos intraepitelias de mucosa intestinal, 
utilizando gradiente de Percoll e Ficoll. 

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

PERCOLL 

40%
SUSPENSÃO 

CELULAR

A B C D

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

SUSPENSÃO 
CELULAR

A B C D

PERCOLL 

40%

Figura 10: Método de separação de linfócitos intraepitelias de mucosa intestinal, 
utilizando gradiente de Percoll e Ficoll. 
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partículas virais, foi coletado somente o sobrenadante de um dos lotes. Após 2 a 3 

dias, quando as culturas apresentaram 70 % de confluência celular, foi realizada a 

lavagem do tapete celular com PBS pH 7,4 suplementado com 1 mM de magnésio e 

1 mM de cálcio. Em seguida, cada frasco foi inoculado com 500 µL de suspensão da 

cepa-padrão de HAdV-41 (TAK), 8ª passagem em cultura, da coleção de vírus-

padrão do Laboratório de Biologia Molecular de Adenovírus, do Departamento de 

Microbiologia do ICB-USP. Após uma hora de adsorção, a monocamada celular foi 

suplementada com MEM acrescido de 0,2 % de SFB. As culturas inoculadas foram 

incubadas a 37 ºC em atmosfera de 5 % de CO2, durante sete dias, para que ocorra 

a formação de partículas virais completas. 

Após a observação do efeito citopático (ECP) as células infectadas foram 

colhidas e precipitadas por centrifugação a 600 x g durante 15 minutos a 4 ºC. Em 

seguida, as partículas virais foram extraídas e purificadas, em gradiente de cloreto de 

césio (CsCl), de acordo com o protocolo estabelecido por KANEGAE, MAKIMURA e 

SAITO (1994). 

No segundo lote, além da precipitação celular, os sobrenadantes das culturas 

inoculadas foram submetidos à ultracentrifugação a 100.000 x g, durante 3 horas, 

para a precipitação das partículas virais. Os sedimentos foram armazenados a -20 ºC 

até o momento de uso. 

 

4.6.2- Purificação viral em gradiente de cloreto de césio (Kanegae, Makimura e 

Saito, 1994). 

Os dois lotes de sedimentos celulares foram lisados por etapas de 

congelamento e descongelamento e concentrados em tubos separados contendo 

tampão HEPES-EDTA-glicerol (10 mM HEPES pH 7,4; 1 mM de EDTA; 10 % de 

glicerol). A um dos tubos, foram adicionados os precipitados dos sobrenadantes das 

culturas inoculadas adquiridos na etapa de ultracentrifugação. Os dois lotes foram 

clarificados com igual quantidade de Vertrel-XF (DuPont® , Delaware, Estados 

Unidos) para eliminação dos lipídeos e centrifugadas a 970 x g durante 25 minutos a 

4ºC. Os sobrenadantes foram colhidos e aplicados sobre o primeiro gradiente de 

CsCl. Este era composto de uma solução de 4,0 M de CsCl em tampão 10mM de 

ácido hidroxietilpiperaziniletanosulfônico (HEPES) sobreposta por uma solução de 2,2 

M de CsCl em tampão HEPES e por fim sobreposta pela solução da suspensão viral.  
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O gradiente foi submetido à ultracentrifugação de 100.000 x g durante duas 

horas a 4ºC em ultracentrífuga L8-70M (Beckman®, Fullerton, Califórnia, Estados 

Unidos), utilizando o rotor TLA-110. A banda viral, contrastada contra fundo escuro 

sob iluminação de luz branca, foi colhida através da remoção do meio sobreposto e 

aplicada em um segundo gradiente.  

Para a preparação do segundo gradiente de CsCl, a suspensão viral foi 

acrescida de igual volume de CsCl saturado em tampão 10 mM de HEPES e posta 

no fundo do tubo de ultracentrifugação. Este foi sobreposto por uma solução de 4 M 

de CsCl que por sua vez foi sobreposto por uma solução de 2,2M de CsCl. O 

gradiente formado foi submetido a ultracentrifugação de 230.000x g durante 3 horas a 

4 ºC. A banda viral foi contrastrada, como dito anteriormente, coletada e acomodada 

em uma membrana de diálise pré-tratada em uma solução de 1 mM de EDTA e 2 % 

de bicarbonato de sódio. A diálise foi realizada em tampão HEPES-EDTA (10 mM 

HEPES; 1 mM EDTA) por 24horas em baixa agitação e por mais duas vezes contra 

tampão HEPES-EDTA-glicerol, com troca do meio de diálise a cada duas horas. A 

suspensão viral purificada foi armazenada a -20ºC. 

 A descontaminação do estoque viral foi feita com 1000 U/mL de penicilina, 

1000 µg/mL de estreptomicina e 50 µg/mL de fungizona. O estoque foi incubado à 

temperatura ambiente por uma hora e a seguir foram realizados testes de 

esterilidade nos meios líquidos: LB e YPD. 

 

4.6.3 - Titulação do estoque viral purificado pela técnica de imunofluorescência 

indireta (IFI) 

Uma microplaca de 96 cavidades foi recoberta com 20.000 células HEK-293 

por cavidade, em MEM suplementado com 10 % SFB. Após a monocamada atingir 

70 % de confluência (24 horas), as células foram lavadas cuidadosamente com PBS 

pH 7,4 suplementado com 1 mM de Ca+2 e 1 mM de Mg+2. A inoculação foi realizada 

com diluições seriadas na base 10 do HAdV-41 purificado, aplicando-se 20 µL da 

suspensão viral sobre o tapete celular. Após 72 horas de incubação em câmara 

úmida a 37 ºC, as células infectadas foram cuidadosamente lavadas com PBS pH 

7,4, fixadas com 40 µL de metanol -20ºC (MERCK) e armazenadas a -20 ºC até a 

etapa seguinte. O anticorpo primário (soro policlonal anti-HAdV-41- do banco de 

antisoros-padrão do Laboratório de Biologia Molecular de Adenovírus, do ICB-USP) 

foi adicionado à placa na diluição 1/800 em PBS pH 7,2 e incubado por uma hora a 
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37ºC. Como anticorpo secundário, foi utilizado soro anti-gama globulina (IgG) de 

coelho conjugado com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Invitrogen). A reação foi 

incubada por uma hora a 37ºC. Entre cada etapa, as células foram lavadas três 

vezes com PBS pH 7,2. Ao final, foi adicionado em cada cavidade 40µL de glicerina 

tamponada com carbonato-bicarbonato pH 9,5. A visualização foi realizada em 

microscópio de fluorescência Olympus BX 41. 

O título da cepa-padrão HAdV-41 purificada foi determinado em unidades 

formadoras de foco (UFF), utilizando a seguinte fórmula:  

 

  

 

6-  

7-  

 

 

N0. médio de células 
fluorescentes por µL de 

inoculo vezes 1000 

Recíproca da 
diluição do virus, na 

qual a leitura foi 
feita 

N0. de UFF por mL X = 
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4.7 - EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO DO HADV-41 

Para a detecção do DNA genômico de HAdV-41 em células infectadas, foram 

utilizados dois métodos de extração de DNA distintos: o método de extração seletiva 

de DNA viral descrito por HIRT (1967) e um método de extração de DNA total, 

dependendo do tipo de ensaio estudado. Para a padronização das técnicas de 

detecção de genoma viral por reação em cadeia da polimerase (PCR), Nested-PCR, 

PCR em tempo real e para a obtenção da curva-padrão nos ensaios de 

quantificação absoluta, foram utilizados como templates DNA viral purificado pela 

técnica de HIRT (1967). O DNA viral extraído foi ressuspendido em Tris EDTA (TE) e 

quantificado por espectrofotometria. Em seguida, foi preparada uma série de 

diluições deste DNA, na base 10 (10-1 a 10-10) para aplicação  como amostra na 

padronização desses métodos. 

Para os demais ensaios, isto é, aqueles de detecção de vírus em células 

infectadas, foi utilizado o método de extração de DNA total. 

 

4.7.1- Técnica de extração seletiva de DNA (HIRT, 1967) 

As células inoculadas com HAdV-41 foram colhidas e centrifugadas a 500x g 

por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento foi lavado com PBS pH 7,4 e novamente centrifugado. O sedimento foi 

ressuspenso em 500 µL de TE (10 mM de Tris e 1mM de EDTA) e adicionado de 30 

µl de dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10 % (Sigma-Aldrich). A solução foi incubada 

por 10 minutos em temperatura ambiente e por mais 5 minutos a 60 ºC. A seguir, 

foram adicionados 5µl de proteinase K a 10 mg/ml (Invitrogen), incubando a solução 

por uma hora a 65 ºC. Foram adicionados 150 µl de NaCl a 5 M e a reação foi 

incubada por 24 horas a 4 ºC para a precipitação do DNA celular. Após este período, 

a suspensão foi centrifugada a 21250 x g por 1 hora. O sobrenadante foi transferido 

para um tubo limpo e o sedimento foi descartado. Foram adicionados 5 µl de 

proteinase K 10 mg/ml e a reação incubada por 2 horas a 37 ºC. A extração das 

proteínas virais foi feita com fenol-clorofórmio (LGC, Biotecnologia, São Paulo-

Brasil). Para tanto, foi adicionado igual volume de fenol-clorofórmio à suspensão viral 

num tubo de 1,5 mL, agitando-o até a solução ficar esbranquiçada. Em seguida, a 

solução foi centrifugada a 21250 x g por 1minuto a 4 ºC e o sobrenadante (fase 

aquosa) foi transferido para um tubo limpo. Ao sobrenandante foi adicionado igual 

volume de éter etílico saturado (MERCK, Frankfurt, Alemanha), agitado e 
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centrifugado a 21250 x g por 5 minutos a 4 ºC. O sobrenadante (éter) foi desprezado 

e os tubos foram incubados a 37 ºC para a evaporação total do éter. Para a 

precipitação do DNA viral, foram adicionados 20 µl de NaCl 5 M e 750 µL de etanol 

absoluto a 4ºC (MERCK). A mistura permaneceu por uma hora a -70ºC e após este 

período, a solução foi centrifugada a 21250 x g por 30 minutos a 4 ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o tubo foi levado à estufa 35 ºC por 5 minutos para a 

evaporação total do etanol. O sedimento (DNA viral) foi ressuspendido em 40 µl de 

TE contendo 30 µg/ml de RNase (Invitrogen). A solução foi incubada a 37 ºC por 

duas horas para potencializar a ação da enzima. Finalmente, o DNA viral purificado 

foi armazenado a -20 ºC. 

 

4.7.2- Técnica de extração de DNA total 

 Para extração de DNA total foram adicionados 750 µL de Brazol (LGC 

Biotecnologia, São Paulo, Brasil) a cada 250 µL de suspensão celular. Em seguida, 

foram adicionados 100 µL de clorofórmio (MERCK), e as amostras foram 

homogenizadas em agitador e incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente. Os 

tubos foram centrifugados 21250 x g por 15 minutos a 4 ºC. A fase aquosa superior 

foi desprezada e à fase fenólica foram adicionados 750 µL de etanol absoluto a 4 ºC 

e a suspensão foi incubada a -20 ºC por 1 hora. Em seguida, os tubos foram 

centrifugados a 21250 x g por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento (DNA e proteínas) foi ressuspendido em 500 µL de TE (10 mM de Tris e 1 

mM de EDTA); 10 µL de NaCl 5 M; 25 µL de SDS 10 % e 5 µL de proteinase K (10 

mg/mL). Essa mistura foi incubada a 60 ºC por uma hora para a digestão das 

proteínas. Em seguida, foram adicionados 500 µL de fenol clorofórmio. Os tubos 

foram centrifugados 21250 x g por 10 minutos a 4 ºC. A fase superior aquosa foi 

coletada e transferida a um novo tubo. A este foi adicionado igual volume de éter 

etílico saturado e novamente centrifugado a 21250 x g por 5 minutos a 4 ºC. O éter 

foi desprezado e totalmente retirado por evaporação e em seguida foram 

adicionados 500µL de isopropanol. Essa mistura foi incubada por 1 hora a -70ºC e 

centrifugada a 21250 x g por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento de DNA foi ressuspendido em 50 µL de TE. 

 4.8- ELABORAÇÃO DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS 

A partir do genoma do HAdV-41-Tak, depositado no GenBank (NCBI- 

National Center for Biothecnology Information NIH, USA) sob o número de acesso 
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DQ315364, foram elaborados diferentes oligonucleotídeos para os genes E1A, 

E1B(55K), E3(14K), fibra curta e hexon. Foram também elaborados 

oligonucleotídeos direcionados para genes constitutivos celulares, utilizados como 

controle extração e para a normalização da expressão gênica viral na célula. Esses 

oligonucleotídeos foram obtidos a partir das seqüências de seus genes depositadas 

no GenBank. Foi escolhido o gene GAPDH (número de acesso AF261085), como 

controle endógeno. 

Os oligonucleotídeos foram elaborados utilizando o programa Primer Select 

do DNA Star. Esses pares de oligonucleotídeos foram contrastados, com bancos 

genômicos, para verificar a especificidade e similaridade dos primers com outras 

espécies de adenovírus. Nesse passo, foi utilizada a ferramenta nucleotide-

nucleotide blast do National Center for Biotechnology Information (NCBI) na página 

www.ncbi.nlm.nih.gov. Em seguida, para testar a eficiência dos oligonucleotídeos 

para GAPDH, o material genômico das células HEK 293 foi extraído para servir 

como template na reação de PCR. Esses oligonucleotídeos foram testados em 

termociclador de gradiente de temperatura (Eppendorf® MasterCycler Gradient) para 

verificar a temperatura que oferecia maior especificidade e eficiência de 

amplificação. Os oligonucleotídeos virais também foram testados, usando como 

template DNA viral extraído pela técnica de extração seletiva de HIRT (1967). 

 Posteriormente, o produto da amplificação de cada gene foi submetido à 

análise por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, em tampão TAE, para confirmar o 

tamanho do produto amplificado e para a observação de possíveis reações 

inespecíficas. 

 

4.9- REAÇÃO DE PCR  

Nessa reação, foi utilizado um par de oligonucleotídeos gênero 

Mastadenovirus específico, descrito por XU e colaboradores (2000), direcionado 

para uma região conservada do gene hexon. (Tabela 3).  

 

 

 

 

Tabela 3: Relação dos oligonucleotídeos utilizados na PCR para a detecção de HAdV-41. 
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Oligonucleotídeos Posição de anelamento Seqüência (5’-3’) 

XuHex1 1834-1853 
(gene hexon do HAdV-41 

5’-TTCCCCATGGCICAYAACAC-3’ 

XuHex2 2315-2296 
(gene hexon HAdV-41) 

5’-CCCTGGTAKCCRATRTTGTA-3’ 

 
Degenerações IUPAC: y (C ou T), k (G ou T) e r (A ou G) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/class/MLAcourse/modules/MolBioReview/iupac_nt_abbreviation.html) 

 

 Na PCR foi utilizada a seguinte mistura: 10mM Tris-HCl (pH 8,3) contendo 

1,5mM de MgCl2, 50mM de KCl, 200µM de cada deoxinucleotídeo trifosfatado 

(dNTPs), 0,2mM de cada oligonucleotídeo, 1U de Tth (Thermus thermophilus) DNA 

polimerase (BIOTOOLS, Madri, Espanha) e 0,1% de Triton-X100 (Sigma-Aldrich). 

Como template foram utilizados 5µL de cada diluição seriada do DNA de HAdV-41 

(descrito no item 7). As amplificações foram realizadas com desnaturação inicial a 

94ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de: desnaturação a 94ºC por 1 minuto, 

pareamento dos oligonucleotídeos a 55ºC por 45 segundos, extensão a 72ºC por 1 

minuto. Após o término dos 30 ciclos, obteve-se a extensão final do produto a 72ºC 

por 5 minutos. 

 Os produtos amplificados (428pb) foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1,5 % (Invitrogen) em tampão de Tris acetato EDTA (TAE) a 90 V e corados 

com solução de brometo de etídeo. A presença dos amplificados foi visualizada 

através de exposição à luz ultravioleta. A imagem foi obtida com o aparelho 

fotodocumentador Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée, França). 

 

4.10- Nested-PCR 

As condições de reação foram as mesmas estabelecidas para a PCR 

convencional. Como template da reação, foram utilizados os produtos amplificados 

na PCR a partir da maior diluição detectada. Para confirmar a especificidade do par 

de oligonucleotídeos foi realizada uma PCR, utilizando como templates os DNAs de 

todas as espécies de Ads humanos, menos a espécie D. 

 Os produtos amplificados (218pb) foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1,5 % em tampão TAE a 90 V, corados com solução de brometo de etídeo e 

visualizados através de exposição à luz ultravioleta.  

 

4.11 - PCR em tempo real 
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Para a detecção do genoma viral por PCR em tempo real foi utilizado o 

equipamento ABI 7300 da Applied Biosystem. Para a reação de amplificação foi 

utilizado Platinum SYBR-GREEN qPCR supermix UDG (Invitrogen®) otimizado para 

um total de reação de 25 µL, sendo: 2,5 µL de DNA template; 50 mM de KCl; 20 mM 

de Tris-HCl pH 8,4; 0,2 mM de dNTP mix; 3 mM de MgCl2; 0,2 mM de 

oligonucleotídeo específico e 10 mM de fluoróforo SYBR-GREEN.  

As condições de reação foram as mesmas estabelecidas para a PCR 

convencional, utilizando como template as diluições seriadas do DNA de HAdV-41, 

previamente preparadas. Para a quantificação do template foi feita uma curva 

padrão de detecção, construída com as diluições seriadas do DNA viral, previamente 

quantificadas por espectrofotometria. A quantificação absoluta das amostras foi feita 

por comparação da quantidade de fluorescência emitida, durante a reação, pelas 

amostras de concentração de DNA viral conhecidas e desconhecidas. A quantidade 

de fluorescência emitida está  associada ao ciclo de amplificação na qual foi 

detectada, chamado de threshold cycle (CT). O CT é considerado como o ponto a 

partir do qual o sistema começa a detectar o aumento de fluorescência, diretamente 

associada ao aumento exponencial dos produtos da PCR, durante a fase 

logarítmica.  

A curva padrão foi construída baseada na relação entre os CT das diluições 

com a mesma concentração de DNA e os desvios padrões dos CT esperados para 

essas amostras.  

A eficiência da reação foi calculada a partir da quantidade de DNA indicada 

para cada diluição testada. Dessa forma, para as amostras que tenham o dobro de 

DNA em relação à outra, é esperado que o CT gerado seja 1 ciclo maior que o outro, 

pois a quantidade de DNA, em uma reação de PCR, dobra de um ciclo para outro. 

Assim, reações com 100% de eficiência apresentam esse padrão de detecção. As 

reações de PCR em tempo real são consideradas satisfatórias quando apresentam 

eficiência (R2) maior que 0,9. O slope da fase log linear reflete a eficiência da 

amplificação. Para valores entre 90 e 100% de eficiência o slope deve variar -3.6 a -

3.1. Este pode ser calculado pela seguinte fórmula: 

 

R2 = 10 (-1/slope) - 1 
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4.12- ESTIMATIVA DO NÚMERO DE CÓPIAS DE HADV-41 DETECTÁVEIS 

Os resultados obtidos nas reações de PCR, Nested-PCR e PCR em tempo 

real foram utilizados para determinar o número de cópias de genoma de HAdV-41 

detectáveis em cada método. Para isso, o DNA viral purificado e quantificado, por 

espectrofotometria, foi transformado em números de cópias com base no número de 

pares de bases e pesos moleculares dos mesmos. Para isso, foram utilizadas as 

seguintes fórmulas de análise: 

 

DNA = (An x 313,21) + (Tn x 304,2) + (Cn x 289,18) + (Gn x 329,21) 

 

 An, Tn, Cn e Gn representam as quantidades dos respectivos 

nucleotídeos dentro de cada polinucleotídeo, seguidos pelos pesos moleculares de 

cada base.Após obter a molaridade do DNA alvo, o número de cópias foi 

determinado da seguinte forma: 

 

Número de cópias = mol de DNA x 6,02 x 1023 

 

4.13- ENSAIO PRÉVIO PARA A DETERMINAÇÃO DA PERMISSIVIDADE 

DE LINFÓCITOS À INFECÇÃO POR HADV-41. 

Como era esperado que a quantidade de IEL, obtida de mucosa intestinal 

humana, fosse relativamente baixa, foi necessário realizar um ensaio prévio de 

detecção de HAdV-41 em amostras de pouca celularidade. Dessa forma, foram 

semeadas 5.000 células HEK-293 por cavidade em uma microplaca de 96 

cavidades. Após 48 horas, estas foram inoculadas com multiplicidades de infecção 

(MOI) de 0,1; 0,5; 1 e 2 do inóculo viral purificado. A cultura foi incubada em câmara 

úmida a 37ºC em atmosfera de 5 % de CO2 por 48 horas. Após este período, as 

células foram lavadas com PBS pH 7,4 e o último PBS de lavagem foi guardado para 

verificação de possíveis vírus no sobrenadante, que poderiam interferir na 

interpretação dos resultados. 

As células foram ressuspensas em 100 µL de PBS pH 7,4 e o DNA total foi 

extraído como descrito no item 6,2 e submetido à detecção do genoma viral por 

PCR, Nested- PCR e PCR em tempo real. 

Concomitantemente, 40.000 PBMC por cavidade, foram semeados em uma 

microplaca de 96 cavidades. As células foram inoculadas com MOIs de 0,5; 1 e 2 de 
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HAdV-41 em sistema de triplicata. As células infectadas foram incubadas em câmara 

úmida a 37 ºC e atmosfera de 5 % de CO2 durante 48 horas. Após esse período, o 

DNA viral foi analisado como descrito anteriormente.  

 

4.14- ANÁLISE DA INFECÇÃO DO HADV-41 EM PBMC E IEL 

Para esta análise, 40.000 PBMC e IEL por cavidade, foram semeados em 

uma microplaca de 96 cavidades. As células foram inoculadas, em sistema de 

triplicata, com 1 MOI de HAdV-41 purificado. As células infectadas foram incubadas 

em câmara úmida a 37 ºC e atmosfera de 5 % de CO2 durante 48 horas. Após esse 

período, o RNA total foi extraído com Brazol (LGC Biotecnologia), seguindo 

recomendações do fabricante.  

 

4.14.1- Remoção do DNA genômico viral e celular 

Após a extração do RNA total, as amostras foram tratadas com o kit Turbo 

DNA free (Applied Biosytems®) para a eliminação do DNA. Uma alíquota do RNA 

total extraído, após o tratamento com DNase, foi submetido à PCR para a detecção 

de vestígios de DNA. Esta etapa é muito importante para confirmar que a reação de 

PCR em tempo real foi totalmente dependente do cDNA formado na etapa de 

transcrição reversa e não de possíveis vestígios de DNA presentes na amostra. 

Assim, o RNA total tratado foi então utilizado para a reação de transcrição reversa. 

 

4.14.2- Obtenção de cDNA 

Para a reação de desnaturação foram utilizados 10,5 µL de RNA total, 0,5µL 

de oligodT (250 µg/mL) (Applied Biosytems®) e 1 µL (10 mM) de dNTP (VJR 

comercial, São Paulo- Brasil). Em seguida, a solução foi incubada a 65ºC por 5 

minutos e a 4ºC por mais um minuto para a estabilização da estrutura do RNA. Após 

esse processo, foram adicionados ao produto desnaturado: o tampão da enzima 

transcriptase (25 mM Tris-HCl pH 8.3, 37,5 mM KCl e 1,5 mM MgCl2), 4 U de inibidor 

de ribonuclease (Invitrogen®) e 0,02 M dithiotreitol (DTT- Invitrogen), para a ativação 

do inibidor de ribonuclease. Por fim, foi adicionado 1µL (200 U) da enzima 

transcriptase reversa MoMLV (Moloney murine leukemia virus) (Invitrogen). 

A solução foi incubada a 50ºC por uma hora para a extensão e, em seguida, 

para a inativação da enzima, as amostras foram incubadas a 70ºC por 15 minutos. 

Finalmente, o cDNA obtido foi submetido aos testes de detecção de expressão 
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gênica viral, utilizando oligonucleotídeos desenhados para os genes precoces do 

HAdV-41: E1A, E1B (55K); E3 (14K) e VARNA (MA e MATHEWS, 1996) e para os 

genes de expressão tardia: fibra curta (L6) e Hexon (L3). A expressão gênica 

específica foi detectada por PCR em tempo real e para a quantificação relativa da 

expressão foi utilizado como controle endógeno a expressão do gene celular 

constitutivo GAPDH. 

 

4.14.3- Padronização da PCR em tempo real para determinação da expressão 

de cada gene viral em estudo 

Após a obtenção do cDNA, este foi analisado em PCR em tempo real 

utilizando os pares de oligonucleotídeos desenhados. Para tanto, foi necessário 

padronizar a reação para cada gene para maximizar a eficiência da reação e 

diminuir a formação de primer dimers que dificultariam a interpretação dos 

resultados. Como mistura de reação utilizou-se o kit Quantimix easy SYBR Green 

(Biotools®), com 10 µL de SYBR Green, 6,75 µL de água ultra-pura (MilliQ®); 0,5 µL 

de cada par de oligonucleotídeo (10 pmol/µL); 0,25 µL do corante ROX e 2 µL de 

template. Apenas para a detecção da expressão de VARNA e fibra curta foram 

utilizados 0,25 µL (5 pmol/µL) dos oligonucleotídeos VARNA e Fibra curta na mistura 

de reação, a fim de diminuir a formação de primers dimers. 

As condições de termociclagem foram as mesmas para todos os pares de 

oligonucleotídeos, variando apenas a temperatura de anelamento que é específica 

para cada um deles. O ciclo consistiu de 2 minutos a 50ºC para incubação de UDG e 

dUTP que previnem a reamplificação de produtos de PCR carregados entre as 

reações. dUTP assegura que nenhum DNA que contenha dU sirva de template em 

futuras PCRs. A incubação com UDG, antes da PCR, destrói qualquer produto que 

contenha dU na reação. Para a inativação da UDG incubou-se 10 minutos a 94 ºC. 

Em seguida, a ciclagem foi feita em 40 ciclos a 94ºC por um minuto, 30 segundos 

para o anelamento dos oligonucleotídeos (tabela 2), extensão a 72 ºC por 30 

segundos. Após o término da ciclagem, obteve-se a extensão final do produto a 72 

ºC por 5 minutos. 

 

Tabela 4: Temperatura de anelamentos dos pares de oligonucleotídeos utilizados nos 
ensaios de cinética de infecção. 
 

Par de oligonucleotídeo Temperatura de anelamento (Tm) 



 71 

GADPDH 56ºC 

E1A 58ºC 

E1B 59ºC 

14K (E3) 60ºC 

VARNA 55ºC 

Hexon  67ºC 

Fibra Curta 45,8ºC 

 

 

4.14.4- Cinética de infecção do HAdV-41 em células HEK-293. 

Para estudar a cinética de infecção do HAdV-41 em células permissivas, 

foram distribuídas 20.000 células HEK-293 por cavidade em uma microplaca de 96 

cavidades, contendo meio MEM com 0,2 % de SFB. Após a adesão celular, as 

células foram inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 por cavidade. O RNA total foi 

coletado de hora em hora, a partir de 10 horas pós-infecção (p.i.) até completar 24 

horas de infecção. Para a coleta do RNA total foi utilizado Brazol, seguindo as 

recomendações do fabricante. Para tanto, foi adicionado 171 µL de Brazol por 

cavidade. O lisado celular foi transferido para um tubo de 1,5 mL contento 513 µL de 

Brazol. A solução foi homogeneizada com o auxílio do agitador (AP56 Phoenix) 

durante 5 minutos e foi acrescentado 50 µL de clorofórmio gelado. Em seguida, a 

solução foi centrifugada a 12.000 RPM por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo e foi adicionado de 300 µL de isopropanol gelado. A 

solução foi homogeneizada novamente por 2 minutos e centrifugada a 12. 000 RPM 

por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi suspenso 

em 39µL de água dietil pirocarbonato (DEPC). 

 

4.14.5- Cinética de infecção do HAdV-41 em PBMC 

Para estudar o comportamento de HAdV-41 em PBMC infectado, 40.000 

PBMC por cavidade foram distribuídas em uma microplaca de 96 cavidades, 

contendo meio DMEM alta glicose suplementado e acrescido de 0,2 % de SFB. Em 

seguida, as células foram inoculadas com 1 MOI de HAdV-41. Para a extração do 

RNA total seguiram-se as mesmas etapas descritas nos itens 7; 7.1 e 7.2. 

 

4.15. QUANTIFICAÇÃO RELATIVA DA EXPRESSÃO GÊNICA VIRAL 
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Para estudar o comportamento da expressão gênica do HAdV-41 em células 

HEK 293 e em PBMC, foi realizada uma análise quantitativa dessa expressão. Para 

isso, utilizamos o método de quantificação relativa da expressão gênica, baseada no 

nível de expressão gênica de um gene constitutivo em relação a um gene alvo. 

Como gene constitutivo foi utilizado o gene GAPDH. O método se baseia no número 

de ciclos amplificação necessários para detectar uma amostra (CT). Os CT gerados 

para o gene constitutivo e os genes alvos são comparados para normalizar cada 

amostra, gerando o ∆ CT. 

 

∆ CT = CT do gene alvo – CT do GADPH 

 

Essa normalização foi feita para cada amostra da triplicata, a fim de corrigir 

determinadas variáveis, tais como: variação de volume pipetado, número de celular 

contido em cada cavidade, perda de material durante o processo de extração do 

RNA total e eficiência das reações de RT-PCR e PCR em tempo real. Após essa 

normalização, foi calculada a média dos ∆cT de cada triplicata. 

 

Média de cada ponto = ∆cT1+∆cT2+∆cT3 

              3 

 

Após a obtenção da média de cada ponto, a expressão gênica de um 

determinado gene, em cada ponto da análise, foi comparada com a expressão 

desse mesmo gene em um ponto específico escolhido como homogenizador. O 

resultado dessa análise é chamado de ∆∆ CT. 

 

∆∆ CT = média ∆ CT do ponto alvo – média ∆ CT do ponto homogenizador 

 

Após a homogenização de cada ponto da análise, aplicou-se a seguinte 

fórmula para determinação da quantidade relativa de expressão gênica. 

 

Quantidade relativa = 2 –∆∆cT 
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Os dados da quantificação relativa de cada gene foram colocados em um 

gráfico gerado pelo programa Excell (Microsoft- Office) para uma melhor 

visualização dos resultados. 

Os resultados de ∆ CT, ∆∆ CT e da quantificação relativa estão apresentados 

nos anexos 2 e 3. 

 

4.16- IFI DE PBMC INFECTADOS COM HADV-41 

Para a realização de Imunofluorescência indireta de PBMC infectados com HAdV-

41, foram coletados 20 mL de sangue de quatro três voluntários. Os linfócitos foram 

extraídos utilizando a separação celular em Ficoll. Após a contagem celular de cada 

doador, as células foram ressuspensas em DMEM alta glicose suplementado e 

distribuídas 40.000 células por cavidade em uma microplaca. Em seguida, as células 

foram inoculadas com 1, 5 e 10 MOI de HAdV-41, em sistema de triplicata. Após 60 

horas de infecção, as células foram coletadas e transferidas para tubos de 1,5 mL e 

centrifugadas a 500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

celular suspenso em PBS pH 7,4 e centrifugado novamente a 500 x g por 10 minutos. 

Esse processo foi repetido três vezes para a eliminação completa de possíveis 

partículas virais presentes no sobrenadante. Após essa etapa, o sedimento celular foi 

suspenso em 10µL de PBS pH 7,4, distribuído em uma lâmina de microscopia, seco 

à temperatura ambiente e fixado com acetona a 4 ºC por 10 minutos. Depois de 

fixadas, as células foram testadas contra três soros diferentes: soro policlonal anti-

HAdV-41 total, soro policlonal anti fibra curta de HAdV-41 e monoclonal anti-Hexon 

de HAdV-41, em sistema de triplicata para cada soro (Figura 2).  

Sobre as lâminas foram aplicados 7 µL de cada anticorpo, diluídos em PBS pH 

7,2 com azul de Evans 0,02 % e 5 % de leite, nas seguintes diluições: policlonal anti-

HAdV-41 total (1/800), monoclonal anti-Hexon de HAdV-41 (1/800) e anticorpo 

policlonal anti-fibra curta de HAdV-41 (1/100). 

A incubação dos anticorpos foi feita em câmara úmida a 37 ºC durante 1 hora. Em 

seguida, as lâminas foram lavadas, mergulhando-as de 2 a 3 vezes em recipientes 

contendo PBS Tween 0,05 % e mais 10 minutos de molho na mesma solução. Em 

seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada, da mesma maneira e deixadas 

de molho durante 5 minutos. As lâminas foram secas em temperatura ambiente e 7 

µL do anticorpo secundário, anti-IgG de coelho marcado com FITC (diluição 1/120) 

(Invitrogen), foi aplicado em cada orifício. Para o anticorpo monoclonal Hexon, foi 
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utilizado 7 µL do anticorpo secundário anti-IgG de camundongo marcado com FITC 

(diluição 1/100) (Invitrogen). Os anticorpos secundários foram diluídos em PBS pH 

7.2 e 1/30 de azul de Evans. 

A incubação, das lâminas com os soros secundários, foi feita em câmara úmida a 

37 ºC por 30 minutos. Para a retirada do anticorpo secundário foi repetido o esquema 

de lavagem explicitado acima. Após a secagem, as lâminas foram montadas com 

glicerina tamponada, contendo 1 % do corante diaminofenilindol (DAPI), e recobertas 

com lamínula. A visualização das lâminas foi feita no microscópio de Fluorescência 

Olympus. 
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RESULTADOS 

 

5.1- PRODUÇÃO, PURIFICAÇÃO E TITULAÇÃO DE HADV-41 
 

Para a produção de partículas de HAdV-41, células HEK 293 foram 

inoculadas com o vírus de passagem. Em média, foram necessários 15 dias p.i. para 

a coleta das células HEK-293 inoculadas.  

Para otimizar o protocolo de purificação de HAdV-41 foram testadas 

quantidades variáveis de lotes virais, submetidas ou não à ultracentrifucação do 

sobrenadante. Foram necessários produzir 42 frascos de 150 cm2 para obter-se uma 

quantidade de partículas suficientes para a visualização no gradiente de CsCl 

(Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Do lote, no qual o sobrenadante não foi submetido à ultracentrifugação, o 

título viral foi de 5,6 x 106 UFF/mL e do lote submetido à ultracentrifugação do 

sobrenadante o título viral obtido foi de 2,3 x 107 UFF/mL. No entanto, no primeiro 

lote foi obtido um volume final de apenas 200 µL, o que equivale 5,6 x 104 

UFF/frasco. No segundo, o volume foi de 500 µL ou 2,74 x 105 UFF/frasco. Essa 

diferença de rendimento final, de quase 5 vezes, pode ser atribuída à maior 

concentração viral, devido ao maior número de partículas iniciais submetidas ao 

processo e, principalmente, pela concentração das partículas virais presentes no 

sobrenadante. Esses ensaios confirmam a importância da concentração viral no 

sobrenadante mesmo em vírus com ciclo não-lítico, como o HAdV-41. 

 

Figura 11: Purificação de HAdV-41 em gradiente de CsCl (KANEGAE, 1994). (A) Primeiro 
gradiente da purificação, onde pode-se visualizar a banda viral entre a fase rósea e a 
translúcida. (B) Segundo gradiente da purificação, onde a banda viral pode ser visualizada 
como um linha refringente logo abaixo da linha branca de debris celulares.
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gradiente da purificação, onde pode-se visualizar a banda viral entre a fase rósea e a 
translúcida. (B) Segundo gradiente da purificação, onde a banda viral pode ser visualizada 
como um linha refringente logo abaixo da linha branca de debris celulares.
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5.2- DETERMINAÇÃO DO LIMIAR DE DETECÇÃO DE HADV-41 EM 
CÉLULAS HEK-293 INFECTADAS POR PCR, NESTED-PCR E PCR EM TEMPO 
REAL 

 

5.2.1 Padronização da PCR convencional 

Na PCR convencional foi possível detectar o DNA viral até a diluição 10-3, a 

qual correspondia a 8,15 pg de DNA inicial (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2 – Padronização da Nested – PCR 

 Para a realização da reação de Nested-PCR foi desenhado o par de 

oligonucleotídeo hexon F, como mostra a Tabela 6. 

O alinhamento do produto amplificado pela reação de Xu e colaboradores 

(2000) com o gene hexon de todas as espécies de Ads mostrou maior similaridade 

entre a espécie A e F (Figura 13, 14 e 15).  Na reação de PCR o par de 

oligonucleotídeos Hexon F, inicialmente, não mostrou especificidade para a espécie 

F ao detectar, também, o gene hexon das espécies A e B (Figura 16). Para melhorar 

a especificidade do par de oligonucleotídeos foi realizada uma PCR em gradiente de 

temperatura, na qual, a partir de 68ºC a reação passou a ser específica para a 

espécie F (Figura 17). 

Definidas as condições ideais de reação, foi realizada a Nested–PCR sobre 

os amplificados da reação de PCR (XU et al., 2000). Foi possível detectar a 

presença do genoma viral até a diluição de 10-7, que corresponde a 0,815 fg de DNA 

inicial. Esse resultado demonstra que a Nested–PCR é 10.000 vezes mais sensível 

que a PCR convencional (Figura 18). 

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose(0,8% em TAE) dos amplificados por PCR 
da diluição seriada do DNA de HAdV-41purificado, utilizando oligonucleotídeo
genérico (XU et al., 2000). M – Marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); 1 –
Controle negativo, cavidade de 2 a 7 diluições de 10-1 a 10-6 de DNA de HAdV-41
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Figura 13: Alinhamento de nucleotídeos gerado pelo programa BioEdit, contranstando as 
sequências do gene Hexon de 6 espécies de adenovírus humanos com par de 
oligonucleotídeos projetados por Xu et al, 2000. (A) Alinhamento do oligonucleotídeo forward
de XU com as espécies F (HAdV 40 e 41), espécie A (HAdV-12), espécie B (HAdV-3), espécie
C (HAdV-2), espécie D (HAdV-9) e espécie E (HAdV-4). O oligonucleotídeo forward se alinha
na posição 2163-2182 do gene Hexon. (B) Alinhamento do oligonucleotídeo reverse de XU 
com todas as espécies de adenovírus humanos. O oligonucleotídeo se alinha na posição
2625-2645 do gene Hecon, resultando num produto de tamanho médio de 485pb.

Figura 14: Alinhamento de nucleotídeos gerado pelo programa BioEdit, contranstando as 
sequências do gene Hexon de 6 espécies de adenovírus humanos com par de 
oligonucleotídeos projetados para reconhecer o amplificado da PCR de XU et al, 2000. (A) 
Alinhamento do oligonucleotídeo forward HEXON F com as espécies F (HAdV 40 e 41), 
espécie A (HAdV-12), espécie B (HAdV-3), espécie C (HAdV-2), espécie D (HAdV-9) e 
espécie E (HAdV-4). O oligonucleotídeo forward se alinha na posição 2270-2288 do gene 
Hexon. (B) Alinhamento do oligonucleotídeo reverse HEXON F com todas as espécies de 
adenovírus humanos. O oligonucleotídeo se alinha na posição 2371-2392 do gene Hexon, 
evidenciado sua localização interna ao produto da PCR Xu et al, 2000.

Figura 15: Alinhamento de nucleotídeos gerado pelo programa BioEdit, contranstando as 
sequências do gene Hexon do HAdV-41 com par de oligonucleotídeos HEXON F. (A)  
Alinhamento do oligonucleotídeo forward HEXON F com HAdV 41 que se alinha na posição
2030-2053 do gene Hexon. (B) Alinhamento do oligonucleotídeo reverse HEXON F com 
HAdV-41 que se alinha na posição 2235-2253 do gene Hecon, gerando um produto de 223pb.
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Figura 16: (A) PCR das espécies de Ad usando os oligonucleo’tideos genéricos XU (Gel de agarose
0,8% em TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); 1- CN; 2- esp. A; 3- esp. B); 4-
esp.C; 5-esp. D e 6-especie F. (B) PCR das espécies de Ad utilizando os oligonucleot;ideos HEXON 
F em gel de agarose 0,8% em TBE. M – marcador de 50pb; cavidade 1 – CN; cavidades 2 e 3: 
adenovírus espécie A; cavidades 4 e 6- espécie C; cavidade 5: espécie B; cavidades 7, 8 e 9-
espécie D; cavidade 10- espécie F.
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Figura 17: Nested-PCR das espécies de Ad usando primer específico para espécie F (Gel 
de agarose 0,8% em TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); 1- espécie A; 
2- espécie B; 3- espécie C; 4-espécie D; 5-espécie F e 6 – CN. 

M C 1 2 3 4 5 6 7

~ 200pb

M C 1 2 3 4 5 6 7

~ 200pb~ 200pb

50pb

500pb

200pb

Figura 18: Eletroforese em gel de agarose 0,8% da reação de Nested - PCR da diluição
seriada do DNA de HAdV-41purificado para determinação do espectro de detecção da
reação, utilizando oligonucleotídeo HEXON XU. M – Marcador de peso molecular de 50pb 
(Biolabs);  C– Controle negativo, cavidades de 1 a 7 diluições de 10-3 a 10-9 de DNA de 
HAdV-41.
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose 0,8% da reação de Nested - PCR da diluição
seriada do DNA de HAdV-41purificado para determinação do espectro de detecção da
reação, utilizando oligonucleotídeo HEXON XU. M – Marcador de peso molecular de 50pb 
(Biolabs);  C– Controle negativo, cavidades de 1 a 7 diluições de 10-3 a 10-9 de DNA de 
HAdV-41.
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5.2.3- Padronização da PCR em tempo real. 

A quantidade inicial de DNA aplicado na reação de PCR em tempo real foi de 

2,5µL por reação. Como o equipamento de detecção da fluorescência é muito 

sensível, as amostras mais concentradas não foram aplicadas, pois apresentariam 

distorção. Desta forma, foram utilizadas as diluições do DNA purificado de HAdV-41, 

a partir da 10-3, analisadas em triplicatas. A Tabela 5 apresenta as diluições 

utilizadas e a média do limiar de detecção de cada uma delas. A Figura 19 

apresenta, para cada diluição analisada, a curva de intensidade de fluorescência em 

relação ao número de ciclos. A linha basal de fluorescência encontra-se a 50 

unidade relativa de fluorescência ( RFU ).  

 

Na PCR em tempo real foi obtido o seguinte resultado: 

 

 
Figura 19: (A) Curvas de amplificação obtidas na reação de PCR em tempo real de diluições seriadas 
de DNA de HAdV-41. (B) Curva de desnaturação do amplificado da reação de PCR (Xu et al., 2000). 
 

 

Na Figura 19A, a linha horizontal de cor laranja representa o limiar mínimo de 

detecção pela PCR em tempo real. A fluorescência detectada abaixo desta é 

considerada ruído de fundo. Quando o nível de intensidade de fluorescência 

ultrapassa este limiar, a amostra é considerada positiva para a PCR. 

A Figura 19B evidencia a especificidade da reação, apresentando uma única 

temperatura de denaturação do produto amplificado. 

A 
B 

10-7 
10-6 

10-5 
10-4 

10-3 
Ctr ( +) 

50 pb 
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Tabela 5: Resultados obtidos na reação de PCR em tempo real expressos em número mínimo de 
ciclos necessários (TC) para a detecção de DNA viral em cada amostra testada. 
 

Amostras Diluições ∆ TC 

1,2 e 3  10-3 16,22 

4,5 e 6 10-4 20,09 

7,8 e 9 10-5 24,43 

10,11 e 12 10-6 28,41 

13,14 3 15 10-7 32,04 

16, 17 e 18 10-8 ND 

19 Branco ND 

 

A PCR em tempo real detectou amostras na diluição de 10-7, o que representa 

0,4 fg de DNA inicial. Para a quantificação absoluta de DNA inicial foi obtida a 

seguinte curva padrão (Figura 20). 

 
Figura 20: Curva padrão de detecção de DNA viral, obtido na análise das diluições do DNA de HAdV-
41 purificado, submetidas a reação de PCR em tempo real, elaborada pelo programa iQCycler . 
 

Os parâmetros obtidos pela curva padrão foram os seguintes: eficiência da PCR 

90,6%, o slope –3.6 e coeficiente de correlação de 0.997.  

 

5.3- ESTIMATIVA DO NÚMERO DE CÓPIAS DE HADV-41 
 

Pela técnica de PCR convencional foi possível a detecção de 8,15pg DNA 

viral intracelular, na Nested–PCR 0,815 fg e, na PCR em tempo real, 0,4 fg. Sabe-se 

que a média dos pesos moleculares das bases nitrogenadas (guanina, citocina, 

timina, adenina) que compõem o ácido desoxirribunucléico é de 330,95 e que o 

genoma do HAdV-41 possui 34.214 pares de bases. Assim, com esses valores 

podemos estimar o número de cópias do genoma viral encontrado com base na 

massa de DNA detectada pela PCR. 
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1) peso molecular do genoma do HAdV-41 � 22646246g  

2) PCR convencional � 217.500 partículas iniciais de HAdV-41 

3) Nested-PCR � 21,74 partículas 

4) PCR em tempo real �10,4 partículas 

 
5.4- ELABORAÇÃO DE OLIGONUCLEOTÍDEOS PARA HADV-41 
 

Após a análise das seqüências gênicas do HAdV-41, foram obtidos os 

seguintes pares de oligonucleotídeos (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Seqüência nucleotídica dos pares de oligonucleotídeos desenhados para os genes E1A, 
E1B (55K), E3 (14K), L1 (hexon) e LV-2 (fibra curta) do HADV-41 e do gene GAPDH celular. 
 
Oligonucleotídeos Posição de anelamento Seqüência (5’-3’) 

E1A forward 470-493 
(gene E1A de HAdV-41) 

 

5’-TCATCGGGGCTCTAGTGGAAATC-3’ 

E1A reverse 653-675 
(gene E1A de HAdV-41) 

 

5’-TGGGCGTCGTCTACAGGAAACTC-3’ 

E1B (55K) forward 1133-1155 
(gene E1B de HAdV-41) 

 

5’-AGGGCTGGTGGGGCAAAACAAGA-3’ 

E1B (55K) reverse 1511-1530 
(gene E1B de HAdV-41) 

 

5’-CCACACCCGCGAAAAAGCATCAGT-3’ 

E3 (14K) forward 2785-2808 
(gene E3 HAdV-41) 

 

5’-GCTGAACTTTGCTATGATGTAACC-3’ 

E3 (14K) reverse 2891-2911 
(gene E3 HAdV-41) 

 

5’-CTGGGCCGGATTGCTGAGTAA-3’ 

Hexon F forward 2035-2053 
(gene hexon HAdV-41) 

 

5’-GCTCGCCAATGACACCAAC-3’ 

Hexon F reverse 2235-2253 
(gene hexon HAdV-41) 

 

5’-ATCAAATCCCGAACCCAAAGAG-3’ 

Fibra curta forward 505-524 
(gene FC HAdV-41) 

 

5’-CTGACAGTAAGCAACAACCA-3’ 

Fibra curta reverse 788-804 
(gene FC HAdV-41) 

 

5’-AATGCGTCCGTTACTGT-3’ 

GAPDH forward 702-724 
(gene GAPDH humano) 

 

5’-CGGGGCTCTCCAGAACATCATCC-3’ 

GAPDH reverse 981-1001 
(gene GAPDH humano) 

 

5’-CCAGCCCCAGCGTCAAAGGTG-3’ 
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5.5- OBTENÇÃO DE IEL DE MUCOSA INTESTINAL HUMANA 
 

Para a obtenção de linfócitos intraepiteliais de mucosa intestinal foram testados os 

métodos de extração celular por tripsina à quente, à frio, cultura de explante, protocolo de 

Mosley e Klein, (1992) e o protocolo de Mosley e Klein (1992) modificado, obtendo os 

seguintes resultados (Tabela 7): 

 

Tabela 7: Parâmetros utilizados na análise dos métodos de extração de linfócitos intraepiteliais 
testados. 
 

Método Rendimento Viabilidade 
Celular 

Grau de 
Pureza 

Tempo de 
Extração 

Controle de 
Contaminação 

 
Tripsinização 

à quente 
 

 
Alto 

 
Médio 

 
Baixo 

 
Médio 

 
Médio 

Tripsinização 
à frio 

 

Alto Alto Baixo Alto Médio 

Explante 
 

Baixo Alto Baixo Alto Difícil 

Protocolo de Mosley 
e Klein 

 

Alto Baixo Médio Baixo Médio 

Protocolo de Mosley 
e Klein modificado 

 

Alto Alto Alto Alto Médio 

  

O método de cultura de explante mostrou-se inviável, pelo baixo rendimento, 

pelo tempo necessário para a migração celular e principalmente pelo difícil controle 

dos contaminantes. 

O método de tripsinização teve alto rendimento, mas a extração a frio 

apresentou maior viabilidade celular quando comparada com a tripsinização a 

quente. O protocolo de Mosley e Klein (1992), que utiliza gradiente de Percoll para 

separação celular, mostrou grande rendimento, maior até que o método de 

tripsinização, mas as células não permaneciam viáveis por muito tempo, acarretando 

perdas superiores a 80% nas primeiras 24h pós-extração, provavelmente devido ao 

uso de EDTA (Figura 21). Além disso, não possibilita a separação de linfócitos e 

hemácias. 

O protocolo modificado por nós, tripsinização a frio seguida de separação por 

gradiente de Percoll e Ficoll, apresentou bom rendimento, com maior viabilidade 

celular e pureza na separação dos tipos celulares. 
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5.6- ENSAIO PRÉVIO PARA A DETERMINAÇÃO DA PERMISSIVIDADE DE 
LINFÓCITOS À INFECÇÃO POR HAdV-41. 
 
5.6.1 - Ensaio de infecção de células HEK-293 com HAdV-41 

Após a inoculação de 5.000 células HEK-293 com 0,1; 0,5, 1 e 2 MOI de 

HAdV-41 purificado foi obtido o seguinte resultado (Figura 22):  

 

Linfócitos e 
hemácias

Enterócito

Linfócitos e 
hemácias

Enterócito

Figura 21: Gradiente de Percoll para separação de enterócitos e linfócitos. Os enterócitos se 
encontram na parte superior do tubo e linfócitos se posicionam como um anel acima do 
Percoll 70%.
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Figura 21: Gradiente de Percoll para separação de enterócitos e linfócitos. Os enterócitos se 
encontram na parte superior do tubo e linfócitos se posicionam como um anel acima do 
Percoll 70%.

Figura 22: PCR das espécies de Ad usando primer genêrico XU (Gel de agarose 0,8% em
TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); C- HEK-293 não inoculada; 
cavidade 1- PBS de lavagem das células HEK-293 inoculadas com 1MOI de HAdV-41; 
cavidade 2- HEK-293 inoculada com 0,1MOI de HAdV-41; cavidade 3 – PBS de lavagem de 
células inoculadas com 0,1MOI de HAdV-41; cavidade 4 –células inoculadas com 1MOI de 
HAdV-41; cavidade 5 – células inoculadas com 2MOI de HAdV-41; cavidade 6 – controle
negativo (mistura de reação).

M     1       2       3      4      5      6      7

200pb

500pb ~400pb

Figura 22: PCR das espécies de Ad usando primer genêrico XU (Gel de agarose 0,8% em
TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); C- HEK-293 não inoculada; 
cavidade 1- PBS de lavagem das células HEK-293 inoculadas com 1MOI de HAdV-41; 
cavidade 2- HEK-293 inoculada com 0,1MOI de HAdV-41; cavidade 3 – PBS de lavagem de 
células inoculadas com 0,1MOI de HAdV-41; cavidade 4 –células inoculadas com 1MOI de 
HAdV-41; cavidade 5 – células inoculadas com 2MOI de HAdV-41; cavidade 6 – controle
negativo (mistura de reação).
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 Foi possível a detecção de DNA viral nas três MOI testadas  No entanto, na 

análise do último PBS de lavagem, também foi possível a detecção de DNA viral em 

todas as células inoculadas (Figura 22). 

Como havia partículas virais no sobrenadante que não foram eliminadas pelas 

repetidas lavagens, foi necessário realizar outro ensaio de infecção. No novo ensaio 

de infecção o processo de lavagem foi substituído por uma diluição do 

sobrenadante, onde foram adicionados 100µL de PBS ao meio já presente e outros 

100µL foram retirados. Esse processo foi repetido 20 vezes. Esse mecanismo 

minimizou a perda e a lise celular, diminuindo a influência do sobrenadante na 

interpretação dos resultados (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mesmo minimizando a lise celular durante o processo de lavagem, foi 

observada a presença de genoma viral no PBS de lavagem das células inoculadas 

com 1MOI. Porém, foi possível observar duas bandas distintas e um padrão de 

fluorescência bem menos evidente do que os apresentados pelas células inoculadas 

(Figura 23).  

Essas amostras foram analisadas por PCR em tempo real, obtendo-se os 

resultados mostrados na figura 14.  

A MOI de 0,1 apresentou CT de 28,5; MOI de 0,5 apresentou CT de 24 e a 

MOI de 1 apresentou CT de 19,8. No controle positivo foi observado um CT de 16,4. 

Por volta do ciclo 33 pode-se observar o PBS de lavagem das células inoculadas 

com 1 MOI. Na Figura 24 é possível observar a formação de apenas um pico de 

temperatura de desnaturação do produto amplificado, o que evidencia a 
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Figura 23: PCR das espécies de Ad usando primer genêrico XU (Gel de agarose 0,8% em
TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); 1- CN; 2- CE; 3 - Controle de 
lavagem; 4 - PBS de lavagem 0,1MOI; 5- Controle HEK não inoculada; 6 - PBS de lavagem
0,5MOI; 7 - PBS de lavagem 1MOI; 8 - HEK inoculada com 0,1MOI de HAdV-41; 9 - HEK 
inoculada com 0,5MOI; 10 - HEK inoculada com 1MOI. 
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Figura 23: PCR das espécies de Ad usando primer genêrico XU (Gel de agarose 0,8% em
TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); 1- CN; 2- CE; 3 - Controle de 
lavagem; 4 - PBS de lavagem 0,1MOI; 5- Controle HEK não inoculada; 6 - PBS de lavagem
0,5MOI; 7 - PBS de lavagem 1MOI; 8 - HEK inoculada com 0,1MOI de HAdV-41; 9 - HEK 
inoculada com 0,5MOI; 10 - HEK inoculada com 1MOI. 
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especificidade da reação. Como o número de células inoculadas não variou de um 

experimento para outro, é possível verificar, indiretamente, a infectividade do HAdV-

41 em células HEK-293. Cada CT, em uma eficiência de reação de 100%, significa o 

dobro de material detectado. Desse modo, nas células inoculadas com uma MOI de 

1 era esperado encontrar 10 vezes mais genoma viral do que nas células inoculadas 

com uma MOI de 0,1, se os HAV-41 utilizados no inóculo fossem todos infectivos. 

Nossos resultados permitiram verificar 8 vezes mais material viral nas células 

inoculas com MOI de 1 do que nas células inoculadas com MOI de 0,1. Essa 

variação está dentro dos padrões aceitáveis, pois mesmo quando se utiliza vírus 

purificados em gradiente de CsCl como inóculo em ensaios de infecção,  pode 

ocorrer quebra das fibras de algumas partículas durante o processo de purificação, 

dificultando o vírus de adsorver-se à célula. 

Assim, pode-se afirmar que esta metodologia pode ser aplicada para o estudo 

da infectividade do HAdV-41 em linfócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6.2 - Ensaio de infecção de PBMC com HAdV-41 

Após a extração do material genético foi feita uma Nested- PCR para a 

detecção de HAdV-41 em PBMC inoculados (Figura 25). 

Os resultados da PCR mostram que o HAdV-41 foi capaz de infectar PBMC. 

No entanto, o PBS de lavagem do PBMC inoculado com 1 MOI apresentou 

resquícios de DNA viral no sobrenadante. Por isso, a infecção de HAdV-41 em 

PBMC foi analisada  através da detecção do RNA viral em células inoculadas. Após 

48 horas, o RNA total foi extraído e submetido à reação de transcrição reversa. O 

cDNA formado foi submetido à PCR em tempo real, utilizando oligonucleotídeos para 

0,1MOI 

0,5MOI 1MOI 

Ctr + 

Figura 24A: Gráfico representando as curvas de 
detecção inicial em intensidade de fluorescência x CT 
para cada amostra de células HEK-293 inoculadas 
com HAdV-41 em diferentes MOIs. Cada amostra é 
representada por uma linha de cor diferente. 

Figura 24B: Gráfico representando as curvas de 
denaturação dos produtos da PCR, para a deteccção 
de  HAdV-41 em células HEK-293, utilzando o par de 
oligonucleotídeo Hexon F. Formatado: Fonte: (Padrão)

Arial, 8 pt, Fonte de script
complexo: Arial, 8 pt
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os genes E1A, E1B, VARNA e Hexon de HAdV-41, obtendo resultados mostrados na 

figura 26. 

A especificidade dos oligonucleotídeos foi analisada através dos gráficos de 

temperatura de denaturação dos produtos amplificados de cada gene específico. 

Essa temperatura permaneceu a mesma para todas as amostras testadas com o 

mesmo par de oligonucleotídeos, demonstrando somente um tipo de produto 

amplificado. Ademais, os produtos de amplificação foram checados em eletroforese 

em gel de agarose para confirmação do tamanho do produto amplificado formado. 

Figura 25: Eleroforose em gel de agarose 0,8% da reação de PCR utilizando 
oligonucleotídeos genêricos XU para a detecção de adenovírus em amostras de 
linfócitos de sangue de voluntários. M – Marcador de 50pb; 1 – CN; 2- controle de 
extração; cavidades de 3 a 7 – amostras de linfócitos
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Figura 26: PCR em tempo real do cDNA obtidos de linfócitos infectados com HAdV-41, 
utilizando oligonucleotídeos pra a região E1A. (A) curva de denatuação do produto 
amplificado a partir do RNA total extraído de linfócitos infectados com HAdV-41 
previamente tratados com DNase para eliminação do DNA cromossômico, utilizando 
oligonucleotídeos para o gene E1A. (B) Curva de denaturação do produto amplificado do 
cDNA de linfócitos infectados utilizando o mesmo par de oligonucleotídeo. (C) Curva de 
amplificação do cDNA de linfócitos infectados com HAdV-41, utilizando o mesmo par de 
oligonucleotídeos. (D) Sobreposição da curva de denaturação da figura A e B.
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Figura 25: Eleroforose em gel de agarose 0,8% da reação de PCR utilizando 
oligonucleotídeos genêricos XU para a detecção de adenovírus em amostras de 
linfócitos de sangue de voluntários. M – Marcador de 50pb; 1 – CN; 2- controle de 
extração; cavidades de 3 a 7 – amostras de linfócitos
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Figura 25: Eleroforose em gel de agarose 0,8% da reação de PCR utilizando 
oligonucleotídeos genêricos XU para a detecção de adenovírus em amostras de 
linfócitos de sangue de voluntários. M – Marcador de 50pb; 1 – CN; 2- controle de 
extração; cavidades de 3 a 7 – amostras de linfócitos
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Figura 26: PCR em tempo real do cDNA obtidos de linfócitos infectados com HAdV-41, 
utilizando oligonucleotídeos pra a região E1A. (A) curva de denatuação do produto 
amplificado a partir do RNA total extraído de linfócitos infectados com HAdV-41 
previamente tratados com DNase para eliminação do DNA cromossômico, utilizando 
oligonucleotídeos para o gene E1A. (B) Curva de denaturação do produto amplificado do 
cDNA de linfócitos infectados utilizando o mesmo par de oligonucleotídeo. (C) Curva de 
amplificação do cDNA de linfócitos infectados com HAdV-41, utilizando o mesmo par de 
oligonucleotídeos. (D) Sobreposição da curva de denaturação da figura A e B.
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Figura 26: PCR em tempo real do cDNA obtidos de linfócitos infectados com HAdV-41, 
utilizando oligonucleotídeos pra a região E1A. (A) curva de denatuação do produto 
amplificado a partir do RNA total extraído de linfócitos infectados com HAdV-41 
previamente tratados com DNase para eliminação do DNA cromossômico, utilizando 
oligonucleotídeos para o gene E1A. (B) Curva de denaturação do produto amplificado do 
cDNA de linfócitos infectados utilizando o mesmo par de oligonucleotídeo. (C) Curva de 
amplificação do cDNA de linfócitos infectados com HAdV-41, utilizando o mesmo par de 
oligonucleotídeos. (D) Sobreposição da curva de denaturação da figura A e B.
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Como pode ser observado na Figura 26A, não houve eliminação total do DNA 

presente na amostra, mas o perfil de amplificação demonstrado pelo gráfico de 

desnaturação nos permite concluir que a amplificação ocorrida foi não-específica. 

Como o SYBR green se intercala em qualquer dupla fita de DNA, os fragmentos de 

diversos tamanhos obtidos pela digestão pela DNase, apresentaram temperatura de 

desnaturação diferentes. Na Figura 26B observa-se um único pico de temperatura 

de desnaturação, evidenciando a especificidade da reação. Na figura 26D pode-se 

observar que a temperatura de desnaturação do produto amplificado a partir do 

cDNA é distinta das temperaturas de desnaturação obtidas da extração de RNA total 

tratado com DNase. Desta forma, podemos ter a garantia de que a reação de 

transcrição reversa foi dependente apenas do RNA presente na amostra. Na Figura 

26C pode-se observar que o controle positivo apresentou um CT de 13. Todas as 

amostras infectadas positivaram ao redor do 17º ciclo de amplificação, com exceção 

de uma única amostra que apresentou um CT de 19. Este resultado permite-nos 

dizer que 48 horas após a infecção houve expressão do gene E1A do HAdV-41 em 

células mononucleares do sangue periférico.  

 
5.6.3- Cinética de infecção do HAdV-41 em células HEK-293 
 

Para analisar os resultados obtidos com a cinética de expressão gênica de 

HAdV-41 em PBMC, foi necessário primeiramente determinar seu comportamento 

em uma linhagem celular permissiva conhecida, as células HEK-293.  

A expressão dos genes precoces E1A, E1B (55K) e E3 (14K) foram 

detectados 11h pós-infecção (Figuras 27, 28 e 29 respectivamente) indicando que o 

vírus leva mais de 10h para completar as etapas de adsorção, penetração, lise do 

endossomo, transporte até o núcleo, desnudamento, exposição do DNA e início da 

expressão gênica. As expressões gênicas dos genes tardios hexon e fibra curta 

foram detectadas 13h e 14h p.i. respectivamente (Figura 31 e 32). A expressão de 

VA RNA foi detectada 14h p.i. (Figura 30). 

Os dados brutos de cT obtidos pela PCR em tempo real e os cálculos de 

quantificação relativa encontram-se em anexo (Anexo 2). 

A expressão do gene E1A que se inicia às 11h p.i. atinge seu maior nível de 

expressão 24h p.i. (Figura 27). O gene E1B (55K) atinge seu maior nível de 

expressão 18h p.i. (Figura 28). O gene VARNA possui maior nível de expressão as 

23h p.i (Figura 30), 14K (E3) as 24h p.i. (Figura 29), assim como o gene hexon  e a 
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fibra curta possuem maior nível de  expressão às 17h p.i. (Figura 31 e 32 

respectivamente). Convém ressaltar que a cinética foi feita até 24h p.i.  

Nossos resultados mostram que o ciclo infectivo do HAdV-41 em células 

HEK-293 inicia-se após 10h de infecção, evidenciada pela expressão do gene 

precoce E1A.  

  A expressão de E1A e E3 (14K) que se iniciaram concomitantemente, (11h 

p.i.) atingiram níveis equiparáveis de expressão, com E1A mostrando uma 

tendência de ascensão no nível de expressão. E3 (14K) mostrou uma tendência de 

equilíbrio, como observado no platô (Figura 33). Por sua vez, o gene E1B (55K) que 

também iniciou sua expressão às 11h p.i. teve seu nível de expressão aumentado 

drasticamente, no início da expressão, e após atingir um pico, teve sua expressão 

diminuída e voltou a se comportar como o gene E1A (Figura 33). O gene VARNA 

teve sua expressão inicial baixa e logo após a queda da expressão de E1B, ocorreu 

um pico de expressão que pareceu se manter, pelo menos até o tempo observado 

(24h) (Figura 33). Os genes hexon e fibra curta apresentaram um aumento 

geométrico no nível de suas expressões praticamente ao mesmo tempo, mas o 

gene hexon apresentou o maior pico de expressão, atingindo níveis superiores a 

100.000 vezes em relação aos outros genes. 
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Expressão relativa do gene Hexon de HAdV-41 em 
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Figura 27: Gráfico da quantificação relativa da expressão
do gene E1A em células HEK 293 inoculadas com 1 MOI 
de HAdV-41 purificado.

Figura 28: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene E1B (55K) em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 29: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene E3 (14K) em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 30: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene VARNA em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 31: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene hexon em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 32: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene fibra curta em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Expressão relativa do gene Hexon de HAdV-41 em 
células HEK 293
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Figura 27: Gráfico da quantificação relativa da expressão
do gene E1A em células HEK 293 inoculadas com 1 MOI 
de HAdV-41 purificado.

Figura 28: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene E1B (55K) em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 29: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene E3 (14K) em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 30: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene VARNA em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 31: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene hexon em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 32: Gráfico da quantificação relativa da
expressão do gene fibra curta em células HEK 293 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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5.6.4- Cinética de infecção do HAdV-41 em PBMC 

 A expressão gênica viral em PBMC foi detectada a partir de 17 horas pós-

infecção.  

 Nas figuras 34, 35 e 36 respectivamente, encontram-se os dados da 

expressão relativa de E1A, E1B e VARNA. A expressão de hexon foi detectada a 

partir de 18h p.i e a fibra curta 20h p.i. (Figuras 37 e 38). Essa diferença temporal 

entre, a expressão genes precoces e tardios, também foi observada na cinética feita 

em células HEK-293, no entanto a expressão de VARNA, em células HEK 293, só foi 

detectada 3h após a detecção da expressão de E1A. 

Os dados brutos de cT obtidos pela PCR em tempo real e os cálculos de 

quantificação relativa encontram-se em anexo (Anexo 3). 

 O gene E1A apresentou maior nível de expressão 20h p.i. (Figura 34); E1B às 

21h p.i. (Figura 35) e o gene VARNA às 20h p.i. (Figura 36). Por sua vez, o gene 

Hexon e fibra curta foram mais expressos às 24h p.i. (Figuras 37 e 38). 

 Vale ressaltar que não podemos inferir nada sobre a dinâmica de expressão 

do HAdV-41 após 24h p.i., porque não houve análise das células após este ponto. 
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Figura 33: Curva logarítmica para visualização da dinâmica de expressão gênica de 
HAdV-41. Quantificação relativa da expressão dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K), 
VARNA, hexon e fibra curta de HAdV-41 em células HEK 293, inoculadas com 1MOI de 
HAdV-41 purificado. 
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Figura 33: Curva logarítmica para visualização da dinâmica de expressão gênica de 
HAdV-41. Quantificação relativa da expressão dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K), 
VARNA, hexon e fibra curta de HAdV-41 em células HEK 293, inoculadas com 1MOI de 
HAdV-41 purificado. 
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Os valores relativos de expressão dos genes analisados em PBMC mantiveram, 

mais ou menos, o mesmo nível de expressão. O gene hexon mostrou uma tendência 

ascendente que não foi verificada na expressão dos genes VARNA, E1A e E1B, que 

apresentaram um platô. A expressão do gene fibra curta não mostrou nenhuma 

tendência definida. O nível de expressão do gene mais expresso (hexon) mostrou 

um valor relativo menor que 1000 (Figura 39). 
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Figura 34: Gráfico da quantificação relativa da 
expressão do gene E1A em PBMC inoculadas com 
1 MOI de HAdV-41 purificado. 
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Figura 36: Gráfico da quantificação relativa da 
expressão do gene VARNA em PBMC 
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado. 
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Figura 38: Gráfico da quantificação 
relativa da expressão do gene fibra curta 
em células PBMC inoculadas com 1 MOI 
de HAdV-41 purificado. 

 

Figura 37: Gráfico da quantificação relativa da 
expressão do gene hexon em PBMC inoculadas 
com 1 MOI de HAdV-41 purificado. 

 

Figura 35: Gráfico da quantificação relativa da 
expressão do gene E1B (55K) em PBMC inoculadas 
com 1 MOI de HAdV-41 purificado. 

Figura 39: Curva logarítmica para visualização da dinâmica de 
expressão gênica de HAdV-41. Quantificação relativa da 
expressão dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K), VARNA, hexon 
e fibra curta de HAdV-41 em PBMC inoculadas com 1MOI de 
HAdV-41 purificado.  
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5.6.5 – Ensaio de infecção de HAdV-41 em IEL 

 Após a inoculação de IELs , oriundos de dois voluntários distintos, com HadV-

41 foi encontrado os seguintes resultados: 

 

Figura 40: Gráfico da expressão gênica de HAdV-41 em lEL, obtidos do voluntário 1 
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Figura 41: Gráfico da expressão gênica de HAdV-41 em lEL, obtidos do voluntário 2 
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  As figuras 40 e 41 mostram que o HAdV-41 foi capaz de infectar IEL de voluntários 

diferentes, embora o comportamento da expressão dos genes virais tenha sido diferente. Na figura 40 

é possível observar que todos os genes analisados expressaram, com destaque para a tendência de 

expressão do gene hexon e VARNA. A expressão dos genes precoces tiveram comportamento 

semelhante.  Os genes mais expressos foram hexon e VARNA as 24h p.i. No voluntário 2, não houve 

a detecção da expressão do gene fibra curta e a expressão do gene hexon foi detectada as 18h, 20h 

e 23h p.i. e não mais as 24h p.i (Figura 41). O gene VARNA apenas foi detectado as 18h e 20h p.i., 

mas não apresentou uma tendência de ascensão, como demonstrado na figura 40.Ao contrário dos 

outros genes precoces, a expressão de E3 só foi detectada as 23h p.i. e mostrou uma tendência 

ascendente. 

 
5.7- IFI DE PBMC INFECTADOS 

Após a análise das lâminas em microscopia de fluorescência foram obtidos os 

seguintes resultados: 

 

Tabela 8: Reação de imunoflurescência de PBMC infectados com diferentes MOI de HAdV-41(1, 5 e 
10MOI) , detectados com os soro total  anti-HAdV-41. 
 

Soros Voluntário 1 Voluntário 2 Voluntário 3 

Soro total 1MOI ++ +++ ++ 

Soro total 5MOI NA NA +++ 

Soro total 10MOI NA NA +++ 

Soro total ctrl - - - 

    Legenda: NA – amostra não analisada; (-) amostra negativa 

 

Este experimento prévio de detecção de proteínas virais em PBMC inoculados 

permite concluir que não só está ocorrendo a expressão gênica, como também há 

produção de proteínas. O número de células positivas foi maior nas células 

inoculadas com 10MOI do que em 1MOI. Não houve variação considerável entre as 

células inoculadas com 10 ou 5MOI.  As células não inoculadas tinham pouca 

fluorescência de fundo.  

Com o intuito de utilizar um soro anti-HAdV-41 em citometria de fluxo para 

determinar o tipo celular permissivo à infecção por HAdV-41, foram testados vários 

soros. Esses primeiros experimentos mostraram que os soros policlonais total e anti 

fibra curta assim como o monoclonal anti-Hexon foram capazes de detectar proteínas 

virais, com diferentes graus de intensidade. (Resultados não apresentados em 

tabela.) No entanto, o ruído de fundo observado na microscopia de fluorescência 

indicou que o soro policlonal total e o soro policlonal anti-fibra curta não eram ideais 
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para o uso em citometria de fluxo. Para tentar diminuir o ruído de fundo, os soros 

policlonais foram incubados com PBMC de voluntários para a retirada de anticorpos 

não específicos dos soros. Após esse procedimento, o experimento foi repetido com 

outros voluntários para determinar o nível de ruído de fundo do soro. Houve redução 

do ruído de fundo, mas não o suficiente para a realização da citometria de fluxo. 

O soro monoclonal anti-Hexon mostrou a menor eficiência entre os soros 

testados e número de focos fluorescentes observado foi muito inferior em relação aos 

outros soros. No entanto, foi o que apresentou o menor nível de ruído de fundo. 

Nossos resultados indicam que o soro anti-fibra curta e o soro total, por revelarem 

com boa intensidade as células infectadas podem ser utilizados na citometria de 

fluxo, contanto que seja minimizado o ruído de fundo produzido. O anti-Hexon como 

apresentou resultados muitos fracos na diluição utilizada (1/800) precisa ser titulado 

caso seja necessária a sua utilização em citometria de fluxo. 
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DISCUSSÃO 

 

Muito pouco é conhecido sobre a interação dos adenovírus humanos com 

células do sistema imune. A maioria dos trabalhos existentes está focada no estudo 

do vetor adenoviral aplicado em terapia gênica (SHUANG, ENDO e NEMEROW, 

1995; CHIRMULE et al, 1999; DOBBELSTEIN, 2004; IMPERIALE e KOCHANEK; 

2004, KOCH et al, 2001). No entanto, esses vetores são, em sua grande maioria 

baseados nos sorotipos 2 e 5, que pertencem a espécie C, que se difere em muitos 

aspectos do Human adenovirus F (TIEMESSEN e KIDD, 1995; TIEMESSEN e KIDD, 

1994). Esta espécie apresenta grande potencial de uso em terapia gênica 

direcionada, no entanto, pouco se sabe sobre seu mecanismo de infecção in vivo, 

tipos celulares que interagem e mecanismos de evasão do sistema imune.   

Os adenovírus interagem com CAR para reconhecer e entrar na célula alvo 

(BERGELSON et al, 1997; TOMKO, XU e PHILIPSON, 1997), mas o 

reconhecimento do receptor primário não é suficiente para explicar o tropismo 

apresentado pelas diversas espécies de adenovírus humanos (GRUBB et al, 1994; 

PICKLES et al, 1998; WALTERS et al, 1999; ZABNER et al, 1997). No epitélio 

intestinal, onde os Human adenovirus F preferencialmente se replicam, o receptor 

CAR está localizado na membrana basolateral das células, teoricamente inacessível 

para as partículas transientes no lúmen. Porém, já foi observado, nas células basais 

do epitélio respiratório, partículas virais e sub-produtos da replicação sendo 

liberadas no espaço paracelular, onde interagiriam com CAR, rompendo as tight 

junction e ocasionando o desmembramento do epitélio (WALTER et al, 1999). No 

entanto, o mecanismo de transporte das partículas virais até as porções basais do 

epitélio permanece um mistério. Provavelmente, algum mecanismo de transcitose 

pode estar envolvido, como ocorre na infecção por HIV das células M das placas de 

Peyer (JANEWAY et al, 2007). 

Na mucosa intestinal, existem linfócitos especiais inseridos na camada 

epitelial, que diferem funcional e fenotipicamente dos outros linfócitos T (HASS et al., 

1993). Essas células são pouco conhecidas e suas funções na resposta imune 

precisa ser elucidada. Sabe-se que são células muito importantes para manter o 

status quo do epitélio intestinal, sendo requeridas quando este é lesionado por 

fatores químicos, físicos ou biológicos (GOODMAN e LEFRANCOIS, 1988). Devido 
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a sua localização peculiar e alguns resultados prévios obtidos em nosso laboratório, 

surgiu a dúvida se essas células poderiam ser infectadas por adenovírus entéricos. 

Para estudar a interação do HAdV-41 com essas células foi necessário 

estabelecer um ensaio prévio com células de origem hematopoiéticas, pois 

desconhecia-se os tipos celulares permissivos a esse vírus. Para isso, várias 

técnicas tiveram que ser padronizadas. Foi necessário obter partículas virais 

purificadas, estabelecer um protocolo de extração de linfócitos intraepiteliais de 

mucosa intestinal humana, estabelecer o espectro de detecção do genoma viral 

pelos métodos de PCR, Nested-PCR e PCR em tempo real, elaborar 

oligonucleotídeos específicos para HAdV-41 e padronizar a RT- PCR em tempo real, 

para poder ter subsídios para analisar a permissividade celular à infecção por HAdV-

41. 

 

6.1 - Produção, purificação e titulação de HAdV-41 

A produção de HAdV-41 in vitro mostrou-se lenta se comparada com outros 

adenovírus (DE JONG et al, 1983). Em média, levamos 15 dias para a observação 

do efeito citopático (ECP) total nas células HEK-293 inoculadas. O ECP dos 

adenovírus da espécie F inicia-se com uma retração da monocamada celular e 

avança com formação de cachos celulares entre 5 a 7 dias após a infecção, que vão 

se tornando mais evidentes, até o descolamento total do tapete celular.  

No processo de multiplicação do HAdV-41 a progressão é lenta, não lítica e 

ocorre a acumulação das partículas virais dentro da célula, diferentemente do que 

acontece no ciclo de multiplicação do HAdV-2. Em cultura de células de intestino 

delgado fetal infectadas, o HAdV-2 é liberado em grandes quantidades para o meio 

extracelular, enquanto os HAdV-41 produzidos permanecem no núcleo das células 

infectadas (TIEMESSEN et al, 1995). Esse resultado indica que os HAdV-41 não 

causam lise celular e estariam mais adaptados à multiplicação em um epitélio que 

descama, como o epitélio intestinal  

Essa observação condiz com a falta de um gene da região E3, que produz 

uma proteína de 11,6 KDa denominada, adenovirus death protein. Essa proteína, 

apesar de estar localizada na região precoce, é expressa tardiamente e causa a lise 

celular (TOLLEFSON et al., 1996a; TOLLEFSON et al., 1996b). Nos Human 

adenovirus C, esta proteína está relacionada com a lise das células infectadas. 

Quando o gene que expressa a ADP é retirado do genoma ou sua expressão é 
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bloqueada, o vírus passa a apresentar um ciclo não lítico (TOLLEFSON et al, 2003). 

Por serem defectivos nessa proteína e não possuírem outros mecanismos similares 

que possam causar lise celular, os Human adenovirus F são incapazes de lisar as 

células durante seu ciclo replicativo. Por essa razão, esses vírus são liberados junto 

com as células, no processo de descamação epitelial, ou quando ocorre a morte 

celular por senescência ou outros fatores. Ainda não se sabe se os Human 

adenovirus F possuem algum mecanismo próprio para a liberação das partículas 

virias das células. De qualquer forma, esta estratégia apresenta algumas vantagens 

para os vírus, pois ao serem liberados no lúmen junto com as células, eles escapam 

da neutralização pelas IgA secretoras.  

Nosso processo de purificação do HAdV-41 foi testado por dois métodos de 

concentração viral. No primeiro método, somente eram coletadas as monocamadas 

inoculadas, enquanto no segundo, foram também coletados os sobrenadantes.  

A purificação viral é um procedimento necessário para que apenas partículas 

virais completas sejam utilizadas nos ensaios de infecção. Este procedimento 

elimina a possibilidade de que outras moléculas, como frações solúveis de proteínas 

virais, possam estar presentes no inóculo, interferindo no processo de 

reconhecimento do receptor celular pelo vírus. No entanto, este é um processo 

extremamente meticuloso e exige a produção de uma grande quantidade de vírus. 

Como a purificação por gradiente de CsCl é feita por densidade diferencial, 

teve-se o cuidado de produzir duas quantidades de estoques virais para a 

purificação. A coleta da banda viral é baseada na refração da luz na massa protéica, 

podendo assim ser diferenciado da solução de CsCl. No primeiro estoque de 

purificação foram produzidos 20 frascos de 150cm2 de células HEK-293 inoculadas e 

no segundo foram produzidos 42 frascos. Como mencionado anteriormente, o 

HAdV-41 é fastidioso e de difícil cultivo, tornando sua purificação uma etapa 

limitante, visto que é necessário uma grande quantidade de células infectadas para 

que as partículas virais atinjam um número crítico que possam ser visualizadas no 

gradiente de CsCl. Além disso, pouco se sabe sobre os mecanismos de infecção 

utilizados pelos adenovírus da espécie F para se propagar entre as células. Por não 

apresentar um ciclo lítico, os Human adenovirus F podem apresentar duas vias de 

liberação das partículas virais: liberação apical ou liberação paracelular. Na liberação 

apical, as partículas virais são liberadas no sobrenadante e na via paracelular não 

há necessidade de liberação dessas partículas. Se a primeira via for utilizada pelos 
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adenovírus F, é de se esperar que haja uma quantidade considerável de partículas 

virais no meio de cultivo, razão pela qual optamos por também ultracentrifugar o 

sobrenadante das células inoculadas. 

A purificação do primeiro lote foi mais difícil, pois a banda viral não foi 

facilmente visualizada dificultando a sua coleta. A visualização da banda viral no 

segundo lote foi bem mais fácil, evidenciando a importância de se obter grandes 

quantidades de partículas virais para facilitar o processo de purificação. 

Após obter as partículas virais purificadas, foi feita a titulação do vírus por IFI. 

O título viral obtido para o primeiro lote foi 5,6 x 106 UFF/mL e para o segundo 2,3 x 

107 UFF/mL, o que equivale 5,6 x 104 UFF/frasco e 2,74 x 105 UFF/frasco, 

respectivamente. Essa diferença de rendimento final de quase 5 vezes pode ser 

atribuída a maior concentração viral, devido ao maior número de partículas iniciais 

submetidas ao processo e, principalmente, pela concentração das partículas virais 

presentes no sobrenadante. Esses ensaios confirmam a importância da 

concentração viral do sobrenadante mesmo em vírus com ciclo não-lítico como o 

HAdV-41. 

 

6.2 - Padronização dos métodos de detecção de DNA viral 

Determinado o título viral, foi estabelecido o limiar de detecção do genoma 

viral pelos métodos citados anteriormente. Sabe-se que os linfócitos não são os 

sítios preferenciais de replicação dos adenovírus (MENTEL et al, 1997; 

FLOMEMBERG et al, 1997). Isto sugere que, se os adenovírus fossem capazes de 

infectar tais células, apenas uma pequena quantidade de genoma viral estaria 

presente, o que dificultaria sua detecção (HORVATH, PALKNONYAY e WEBER, 

1986). Por outro lado, não era sabida qual a sensibilidade das técnicas de detecção 

de DNA viral que seriam aplicadas neste trabalho. Teoricamente, seria necessária 

apenas uma única fita de DNA para que a reação da PCR fosse positiva. No 

entanto, sabe-se que na PCR convencional, a distinção entre amostras positivas e 

negativas depende da percepção visual da banda formada no gel de agarose. Além 

disso, este processo não permite uma avaliação quantitativa do material amplificado. 

Na PCR em tempo real, o que determina a positividade da amostra é o acúmulo de 

fluorescência durante os ciclos de amplificação. Entretanto, ela também tem suas 

limitações, pois, caso a quantidade inicial de DNA seja muito baixa, a fluorescência 

acumulada poderá não ser suficiente para distingui-la do ruído de fundo. 
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Para nos assegurarmos de que as células expostas ao vírus estavam sendo 

infectadas ou não, foi necessário averiguar o limiar de detecção dos métodos 

utilizados. Nossos resultados mostraram que a PCR em tempo real foi a técnica 

mais sensível, sendo capaz de detectar amostras que continham pelo menos 10 

partículas virais. Esses resultados estão bem próximos aos observados por 

JOTHIKUMAR e colaboradores (2005) que, trabalhando com o sistema TaqMan em 

PCR em tempo real, puderam detectar 8 cópias de HAdV-41 iniciais na reação. 

Neste trabalho, os autores utilizaram outra metodologia para a quantificação viral. 

Regiões específicas do genoma do HAdV-41 foram amplificadas e clonadas e os 

plasmídeos gerados foram considerados equivalentes genômicos. Estes foram 

quantificados em espectrofotometria, diluídos seriadamente na base 10 e utilizados 

para a construção da curva-padrão da PCR em tempo real. Este método é mais 

sensível, visto que apenas o material genético alvo na reação de PCR em tempo real 

é quantificado. No nosso método, todo DNA extraído pela técnica de HIRT (1967) é 

quantificado. No entanto, esta técnica permite uma extração seletiva de DNA 

baseada no seu peso molecular. Genomas muito grandes, como os celulares, são 

excluídos na primeira fase de extração, restando na fase líquida apenas os DNA de 

pequenos tamanhos, que foram precipitados com um meio alcoólico e baixa 

temperatura. Quando bem trabalhada a quebra cromossômica é minimizada e o 

DNA viral é extraído com mínima contaminação de DNA cromossômico. Nossos 

resultados permitiram concluir que nossa extração foi bem trabalhada, visto que 

obtivemos resultados semelhantes aos apresentados pelos autores citados acima. 

Determinado o limiar de detecção do genoma viral, foi estabelecido um 

experimento prévio de infecção de células HEK-293 com HAdV-41 com amostras de 

baixa celularidade, visto que os linfócitos Tγδ são células de difícil obtenção e 

representam de 1 a 5% dos linfócitos T do baço e dos linfonodos de humanos e de 

camundongos (CHIEN et al, 2006). Neste ensaio foi possível determinar a presença 

do vírus em amostras com concentração de 5000 células HEK-293. Portanto, nossos 

métodos estavam adequados para detectar poucas cópias de DNA viral em poucas 

células infectadas. 

Iniciamos então, os experimentos de infecção de linfócitos. Em um primeiro 

ensaio, inoculamos PBMC com HAdV-41 e detectamos a presença do DNA viral 48h 

p.i. Optamos pela análise do DNA viral, por que não sabíamos se os HAdV-41 teriam 

um ciclo abortivo em células hematopoiéticas, pois o vírus poderia conseguir entrar 
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na célula e ser degradado, entrar em latência ou ser replicado, dependendo do grau 

de permissividade apresentado pelas PBMC. A análise do DNA viral nos PBMC 

apresentou resultados animadores, no entanto, essa opção mostrou-se muito 

trabalhosa, principalmente pela dificuldade de eliminar a presença de DNA viral do 

sobrenadante. Mesmo após inúmeras lavagens, o DNA viral era detectado no 

sobrenadante. Sabíamos que esse fato, provavelmente, era decorrente de lise 

celular durante o processo de lavagem, mas isto impossibilitou que pudéssemos 

inferir algo sobre a permissividade do PBMC à infecção por HAdV-41. Consideramos 

que, se os PBMC estavam sendo infectados e o genoma viral estava presente 

mesmo após 48h de infecção, o vírus estaria em latência e, portanto, estaria 

expressando, ao menos, os genes precoces. Partimos, dessa maneira, para a 

análise da expressão gênica viral. Iniciamos pela análise da expressão de E1A e 

depois dos resultados positivos, analisamos os outros genes virais. 

Nesses experimentos, pudemos constatar que os HAdV-41 não apenas 

conseguiram infectar essas células, como também replicar, como demonstrado pela 

expressão dos genes tardios. A expressão dos genes tardios é um marcador de 

replicação de DNA, visto que os genes tardios apenas iniciam sua expressão após o 

início da replicação do DNA viral (TIEMESSEN, NEL e KIDD, 1996). 

Os resultados positivos observados nos PBMC infectados foram animadores, 

visto que esta é a primeira evidência de que este vírus possa infectar tais tipos 

celulares. Este é um dado inédito, já que a grande maioria dos trabalhos, 

envolvendo a interação de adenovírus e linfócitos, se restringe ao estudo da espécie 

C (COLIN et al., 2003; GARNETT et al., 2002; MENTEL et al., 1997; HUANG et al., 

1996; LAVERY et al., 1987). 

 

6.3 - Tropismo celular  

Os Human adenovirus F têm a habilidade de replicar em diferentes linhagens 

celulares, como HEK-293 (BROWN, PETRIC e MIDDLETON, 1984; CHIBA et al, 

1983; PIENIAZEK et al, 1990, TAKIFF, STRAUS e GARON, 1981; UHNO et al, 

1983) e células KB (MAUTNER et al, 1989, WITT e BOUSQUET, 1988). Alguns 

autores sugerem que a permissividade de HEK-293 à infecção por HAdV-41 é 

resultado da expressão basal de produtos de E1A de HAdV-5, o qual pode 

complementar a função defectiva do E1A dos adenovírus da espécie F (TAKIFF, 

STRAUS e GARON, 1981). Outros autores dizem que fatores celulares E1A like, 
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como Hsp70, presentes apenas em células de linhagem contínua, poderiam 

complementar a função de E1A desses adenovírus (PIENIAZEK et al, 1990a). Foi 

observado também, que a expressão das proteínas E1A de HAdV-41, que são 

consideradas defectivas por outros autores, é efetiva em células infectadas, fato 

comprovado pelos produtos expressos por E1A de HAdV-41 que são capazes de 

trans-ativar mutantes HAdV-5 com E1A deletado (CROYLE et al, 1998). 

Em um estudo de permissividade celular, foi comparado o crescimento de 

HAdV-2, HAdV40 e HAdV-41 sob as mesmas condições de cultivo: célula 

permissiva: células de rim de embrião humano (HEK-293); semi-permissiva: células 

da conjuntiva (células Chang) e não permissiva: fibroblastos de embrião humano 

(HEF). Em células Chang infectadas foram encontrados 2,4 x 104 UFF/mL de HAdV-

2 e nenhum foco fluorescente para os HAdV40 e HAdV-41. Em células HEK 293 foi 

detectado as proteínas virais de HAdV-2 e HAdV-41, mas não do HAdV40. Nenhuma 

síntese protéica viral foi detectada em HEF. Com relação à síntese de DNA viral, foi 

detectado a replicação do HAdV-2, HAdV-40 e HAdV-41 em células Chang e HEK-

293, mas não em células HEF. Esse resultado mostra que o HAdV-40 é mais 

fastidioso que o HAdV-41 (TIEMESSEN e  KIDD, 1993). 

Por essa e outras razões, a linhagem celular HEK-293 é considerada 

permissiva à infecção por HAdV-41 O cultivo eficiente destes vírus nestas células é 

obtido quando as células são mantidas em meio com baixa concentração de SFB 

(0,2%) e quando é aguardado o tempo necessário para a coleta das células 

infectadas (7 a 10 dias) (PIENIAZEK et al, 1990b). 

Esses trabalhos corroboram nossos resultados, pois nosso sistema de 

infecção em células HEK-293, mostrou-se completamente permissivo, como 

demonstrado pelos altos títulos obtidos pós-cultivo e pela detecção de DNA, mRNA 

e síntese de proteína viral. Esses resultados também foram observados em PBMC 

inoculados, o que indica que essas células também se comportam como um sistema 

permissivo à infecção viral, embora tenha ocorrido baixa expressão gênica viral e 

baixo rendimento. 

 
6.4 - Adenovírus e células linfóides 

Embora os adenovírus tenham sido descobertos em cultura de adenóides 

(ROWE et al, 1953), esses vírus têm sido convencionalmente propagados em 

linhagens celulares de origem não linfóide. Ao contrário dos extensos estudos da 
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interação molecular entre os adenovírus e células de origem epidérmica 

(BERGELSON et al, 1997; DiGUILMI et al, 1995; MATHIAS et al, 1994 ROELVINK et 

al, 1998), pouco é conhecido sobre a biologia molecular dos adenovírus em células 

linfóides. Alguns trabalhos apontam a possibilidade de uma interessante interação 

entre produtos gênicos adenovirais e genes especificamente expressos em linfócitos 

B (BORRELLI et al., 1984 e 1986). Mas algumas questões ainda permanecem em 

aberto, por exemplo: como os linfócitos estão envolvidos na rota de infecção dos 

adenovírus? 

A literatura é muito contraditória sobre a permissidade desses tipos celulares 

à infecção por adenovírus (FLOMENBERG et al., 1997; ALLARD, ALBINSSON e 

WADELL, 1992; GARNETT et al, 2002). As células da linhagem hematopoiética 

apresentam níveis variados da proteína CAR, geralmente baixos se comparados 

com células epidérmicas (COLIN et al., 2003). Dentre essas células, os linfócitos T 

são os que apresentam o maior nível de expressão desta proteína. Contudo eles 

não se mostram permissivos à replicação dos adenovírus da espécie C, sugerindo a 

existência de padrões alternativos para infecção adenoviral de células da linhagem 

hematopoiética (COLIN et al., 2003). Contraditoriamente, outros grupos têm relatado 

o estabelecimento de persistência em linhagens linfóides infectadas com adenovírus 

da espécie C, nas quais, o DNA viral é mantido e pequenas quantidades de 

partículas infecciosas são produzidas enquanto a célula mantém sua cinética de 

crescimento normal (CHU et al., 1992; FLOMENBERG et al., 1997; SILVER et al., 

1988). Esses dados sugerem que os adenovírus da espécie C ter um ciclo 

replicativo alternativo em células linfóides, de forma persistente e não-lítica 

(GARNETT et al., 2002). 

Os adenovírus contêm mais de 20 genes dedicados ao controle de vários 

aspectos da resposta imune inata ou adquirida das células hospedeiras. Algumas 

dessas funções não são necessárias para o sucesso da replicação do vírus in vitro, 

mas parecem ter processos alvos que são essenciais para a sobrevivência do vírus 

durante a fase aguda ou infecção latente, in vivo (HORWITZ, 2001). 

A característica central das respostas das células hospedeiras à infecção viral 

é a ativação de genes celulares por interferonas ou outros mediadores solúveis. 

Interferon-γ (IFN) é um importante mediador na resposta celular à infecção viral e é 

baseada em sua capacidade de ativar genes anti-virais e induzir a célula hospedeira 

ao estado “anti-viral” (JOSEPH e LOOK, 2001). INF-γ é produzido por linfócitos T e 
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por células natural killer, que mediam efeitos nas células afetadas através de um 

receptor de alta afinidade ligado à uma quinase específica da família Janus- uma 

tradutora de sinal e ativadora de uma cascata de transcrição (JAK-STAT) (JOSEPH 

e LOOK, 2001). 

Genes que são ativados durante a imunidade dependente de IFN-γ incluem: a 

molécula de adesão celular (ICAM-1), o complexo de histocompatibilidade principal 

de classe I (MHC-I) necessário para o recrutamento e ativação de leucócitos; 

necessário para o processamento dos antígenos virais; a sintase induzida por óxido 

nítrico; as IFN-α/β que desempenham importante papel na citoxicidade “anti-viral” e 

outros genes requeridos para o estabelecimento do estado “anti-viral” em células 

hospedeiras (JOSEPH e LOOK, 2001). 

O sucesso dos adenovírus em estabelecer uma infecção produtiva depende 

da evolução de mecanismos virais capazes de evadir da resposta imune inata e 

adquirida. A evolução dos adenovírus tem gerado estratégias inibidoras que 

bloqueiam mais de um passo da cascata de sinalização da resposta imune 

dependente de IFN-γ (JOSEPH e LOOK, 2001). Muitos desses genes imuno-

regulatórios estão agrupados na região precoce 3 (E3), que podem inibir a 

apresentação de antígenos pelo MHC-I; a morte celular induzida por TNF-α, Fas- ou 

mecanismos TRAIL induzidos de citólise (WOLD et al., 1999). Além desses genes, 

os adenovírus possuem na região E1B duas proteínas inibidoras da apoptose, 55K e 

19K, (ZHAO E LIAO, 2003; CHIOU et al,1994)  e o gene VARNA que impede o 

reconhecimento de dsRNA viral produzidos durante o ciclo replicarivo viral (KATZE 

et al., 1987; KITAJEWSKI et al., 1986)  

Outra estratégia viral de evasão do sistema imune é a persistência viral. A 

habilidade de adenovírus da espécie C em estabelecer infecções persistentes, em 

tecidos linfáticos (tonsilas e adenóides), há muito é conhecida e metade de todas as 

infecções respiratórias causadas pela espécie C é seguida por persistência viral 

(FOX et al, 1969, FOX, HALL e COONEY, 1977). Essa persistência também foi 

observada em outras espécies de adenovírus, cuja liberação foi detectada durante 

meses nas fezes (espécie A, D e C) (ALLARD, ALBINSSON e WADELL, 1992) ou 

na urina (espécie B2) (ADRIANE et al, 1988; de JONG et al, 1983, FOX et al, 1969; 

FOX, HALL e COONEY, 1977; WADELL, 2000). Como o número de pacientes 

imunocomprimidos tem aumentado, devido ao aumento de transplante de órgão e a 
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epidemia causada pelo HIV, a importância clínica de adenovírus persistente tem 

ganhado grande relevância (KOJAOGHLANIAN, FLOMENBERG e HORWITZ, 2003; 

SUPARNO et al., 2004; WALLS, SHANKAR e SHINGADIA, 2003). Entre os 

pacientes com transplante de medula óssea, estudos prospectivos recentes 

relataram que a incidência de infecções adenovirais varia de 20-30% (SUPARNO et 

al, 2004), o que sugere que os adenovírus eliminados nas fezes durante a 

persistência viral possam ser oriundos de placas de Petri infectadas (WADELL, 

1984).  

Células provenientes dos nódulos linfáticos, bem como células fagocitárias 

estacionárias podem também, ser encontradas em associação com o trato urinário. 

No entanto, a localização ou o tipo celular com Ads persistente que são eliminados 

nas fezes ou urina não foi determinado. In vivo, DNA de adenovírus C foi encontrado 

em linfócitos T tonsilar e um tipo celular não linfóide na tonsila (GARNETT et al, 

2002), como demonstrado por citometria de fluxo de células derivadas de tonsilas e 

adenóides. No entanto, os Ads são raramente detectados em PBMC de indivíduos 

saudáveis (FLOMENBERG et al, 1997). 

 Entre os Ads C, o estabelecimento das linhagens hematopoiéticas infectadas 

já foi observado em vários trabalhos (ANDIMAN e MILLER, 1982; CHU et al.,1992; 

SILVER e ANDERSON, 1988). In vivo, esses adenovírus também são capazes de 

causar infecção primária de linfoma de células B, as quais, quando propagadas em 

cultura celular, mostraram características que foram similares àquelas descritas para 

infecções persistentes (FLOMENBERG et al, 1996).  

A replicação persistente é caracterizada por infecção não lítica, por uma 

produção baixa, mas prolongada de vírions na célula e por cinética celular normal, o 

que indica que a síntese protéica celular não é inibida. Essas diferenças na 

interação vírus-célula indicam uma alteração na regulação da expressão gênica viral 

(MAHRS, BOSS e GOODING, 2003; McNEES et al, 2004) quando comparado com 

infecções líticas. Essas divergências são provavelmente causadas pelo ambiente 

celular, onde poderia estar ocorrendo uma restrição da replicação viral (MAHR, 

BOSS e GOODING, 2003; McNEES et al, 2004). 

 A latência e a persistência de adenovírus em hospedeiro humano há muito 

tem sido relatada, embora pouco se saiba sobre os mecanismos moleculares 

envolvidos nesta interação. A persistência ou reisolamento de adenovírus em 

hospedeiro humano normal já foi relatada 24 meses após o início da infecção (FOX 
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et al, 1969; HILLS et al, 1973) e acredita-se que os linfócitos, principalmente as 

células B, sejam os responsáveis pela manutenção da latência (ABKEN et al, 1987).  

Outros autores relatam que os adenovírus latentes possam ser importantes 

na patogênese da doença pulmonar obstrutiva crônica (COPD), que ocorre em 

fumantes (MATSUSE et al, 1992). Neste trabalho, as seqüências de DNA da região 

E1A de adenovírus foram detectadas por PCR, mais freqüentemente em nódulos 

pulmonar de pacientes com COPD do que em pacientes sem obstrução do trato 

respiratório. Entretanto, a detecção de seqüências de DNA da região E3 não foi 

diferente nos dois grupos estudados. Além disso, DNA da região E1A foi encontrado 

em células epiteliais, sugerindo que o vírus deve estar envolvido no COPD. Em outro 

estudo em crianças, a infecção persistente por adenovírus foi associada à asma e a 

obstrução aérea crônica (MACEK et al, 1994), mas o significado desses resultados 

necessita de mais estudos. (LUKASHOK et al, 1997) 

Adenovírus latente ou persistente poderia explicar o estado clinico em 

hospedeiros imunossuprimidos, os quais podem ser reinfectados com um vírus 

endógeno durante o tratamento de imunosupressão. Entretanto, em pacientes com 

transplante renal, a infecção parece ser adquirida por um vírus exógeno, oriundo do 

órgão do doador. (HARNETT et al, 1982). Outra possível explicação deste tipo de 

infecção poderia ser a integração estável de seqüência de E1A e E1B de DNA de 

adenovírus, covalentemente ligado ao cromossomo do hospedeiro (MITANI, KUBO, 

2002).  

A região E1A mostrou-se ser suficiente para transformar células de roedores 

por vários sorotipos de adenovírus. Em modelos animais, foi demonstrado que 

alguns sorotipos, principalmente Ad12, Ad18 e Ad31, são altamente oncogênicos. 

Entretanto, maioria dos estudos fracassou ao associar a infecção por adenovírus 

com a etiologia de tumores humanos (GREEN et al; 1980; GREEN et al, 1979).  

Mesmo com todos esses trabalhos algumas questões sobre a biologia dos 

adenovírus ainda precisam ser respondidas. O DNA latente pode reativar-se e 

produzir vírions infectivos? Quais espécies de adenovírus podem causar infecções 

persistentes ou latentes in vivo? Qual o significado desses achados para a história 

natural dos adenovírus? Quais são as perspectivas para a utilização desses 

adenovírus em terapia gênica? Porque os adenovírus são capazes de causar 

persistência em células de origem linfocitária e não em outras? Quais mecanismos 

moleculares estão envolvidos no estabelecimento da persistência? 
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6.5 - A cinética de expressão gênica de HAdV-41 

A expressão temporal de cada gene do HAdV-41 foi condizente com sua 

posição no genoma viral. Assim, era de se esperar que os primeiros genes a serem 

expressos fossem E1A e E1B seguidos pelos genes L1 a L6 respectivamente, e a 

região E3 mais tardiamente (Figura 19). 

 

 

  
Figura 19: Mapa da posição gênica dos principais genes de adenovírus 

 

A única exceção observada foi a expressão precoce de 14K, que deveria 

iniciar-se concomitante aos genes tardios. Essa particularidade será melhor 

analisada quando pudermos analisar outros genes da região E3. 

A quantificação relativa dos diversos genes analisados mostrou-se coerente, 

com exceção ao pico de expressão apresentado pelo gene E1B (55K) as 18h p.i. 

Embora o experimento tenha sido feito em triplicata, esse é um ponto que merece 

uma atenção maior para maiores conclusões. Um fato interessante foi o pico de 

expressão de VARNA sucedido pela baixa da expressão de E1B. Uma das funções 

de E1B (55K) é bloquear o transporte de MHC de classe I para a superfície celular e 

assim tornar a célula infectada “invisível” os linfócitos T citotóxicos, responsáveis 

pela eliminação de células senescentes e infectadas. Dessa forma, E1B previne que 
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os adenovírus sejam destruídos até que VARNA esteja disponível em quantidades 

suficientes para subverter a defesa celular, baseada em IFNα. Assim, esse dois 

genes trabalham em sinergia para garantir uma proteção mínima à replicação dos 

adenovírus até que todos os mecanismos de defesa do adenovírus, situados na 

região E3, estejam em funcionamento. 

Outros autores já estudaram a cinética de infecção de adenovírus (BINGER e 

FLINT, 1984). No entanto, neste estudo os autores trabalharam com HAdV-5 que 

pertence a espécie C, em células HeLa e intervalo de análise de 2 horas. Como 

nesta época não estava disponível a tecnologia do PCR em tempo real, os autores 

analisaram a expressão gênica viral por Northern Blotting. Os autores observaram 

que os mRNA virais E1A, E3 e E4 foram detectados de 4-6 h p.i.; E2A e E2B 8h p.i e 

L1 só foi detectado 10-12h p.i. Os membros das famílias de L3 (Hexon) e L5 (Fibra) 

aparecem 14h p.i.  

Nossos resultados mostraram que o HAdV-41 apresenta um ciclo lento, tendo 

os primeiros genes expressos após 10h p.i., 6 horas após a detecção dos primeiros 

genes em HAdV-5. Esse atraso pode ser atribuído a adsorção, penetração e/ou 

transporte até o núcleo. A espécie C e F reconhecem CAR como receptor primário, 

embora com diferenças de afinidades, no entanto a espécie C penetra na célula por 

reconhecimento das integrinas αvβ3 e αvβ5 presentes na membrana celular. Como 

resultado desta interação, ocorre a internalização da partícula viral, por mecanismo 

de endocitose mediada por clatrinas (MATHIAS et al, 1994). A espécie F não 

reconhece essas integrinas e não há conhecimento sobre quais proteínas são 

usadas na internalização viral ou quais vias de entrada utilizadas por essa espécie. 

Outra possível causa desse ciclo lento em adenovírus F pode estar na via de 

transporte até o núcleo. A espécie C lisa o endossomo inicial, através da liberação 

de suas fibras que são citotóxicas. Após a lise o vírus está livre para utilizar os 

mecanismos de transporte de vesículas para se direcionar ao núcleo. Na espécie F 

desconhece-se a via utilizada para o transporte até o núcleo. 

Por fim, nossos dados mostram que os adenovírus da espécie F apresentam 

um ciclo lento quando comparado com a espécie C. No entanto, a dinâmica de 

expressão foi quase idêntica, mostrando a clássica expressão dos genes precoces 

sucedidos pelos genes tardios. 

A cinética de expressão de HAdV-41 em PBMC apresentou um atraso em 

relação a cinética feita em células HEK-293. Esse atraso no ciclo infectivo em PBMC 
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em comparação com HEK-293, pode ser atribuído a etapa de adsorção e/ou fatores 

celulares de transcrição. A adsorção é dependente do reconhecimento do receptor 

CAR, o qual é raramente encontrado em células mononucleares do sangue 

periférico (COLIN et al, 2004). Se a infecção é decorrente do reconhecimento de 

outro receptor celular ainda não descrito, sua dinâmica de adsorção pode ser 

diferente daquela descrita para a proteína CAR. Na ausência do receptor primário 

(CAR), a entrada dos adenovírus pode ser feita por reconhecimento direto dos co-

receptores (integrinas), mas neste caso ocorre um retardo na entrada do vírus na 

célula e sua eficácia é de aproximadamente 10 %. 

Fatores de transcrição celular também podem influenciar na dinâmica viral, 

tornando a célula mais ou menos permissiva a replicação do vírus, dependendo se 

permite uma maior ou menor expressão dos genes virais. 

 A expressão temporal foi quase idêntica à observada em células HEK-293, 

com exceção do gene VARNA. Esse intervalo de tempo entre a expressão dos 

genes precoces e tardios, era esperado devido à localização dos genes no genoma 

do vírus. A expressão precoce de VARNA em PBMC pode indicar que, pode haver 

uma interação diferente dos mecanismos de regulação gênica viral e celular daquela 

encontrada em células HEK-293. Isto poderia acarretar em uma expressão precoce 

ou tardia de determinado gene viral. 

 Nossos dados mostraram que houve a replicação completa do HdV-41, como 

mostrado pela expressão dos genes tardios. A expressão dos genes tardios é um 

marcador para indicar que houve replicação do genoma dos adenovírus. Nossos 

dados mostraram também, que os níveis de expressão gênica do HAdV-41 em 

PBMC é da ordem de 200 vezes menor que observado em células HEK-293, visto 

que foram utilizados o dobro de células na cinética em PBMC em relação à HEK-

293. Isso pode indicar que poucas partículas virais entraram nessas células e, 

provavelmente, poucas estão sendo formadas. Essa estratégia de multiplicação 

inicial do inoculo pode ser um mecanismo de evasão, para que, depois de atingir 

níveis consideráveis, os adenovírus possam replicar em suas células alvos 

preferenciais. 
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6.6 - Ensaios de infecção de linfócitos intraepiteliais de mucosa intestinal 

humana. 

Após de verificar que células de origem linfóide são permissíveis à infecção 

por HAdV-41, analisamos a permissidade dos linfócitos intraepiteliais de mucosa 

intestinal. Para obtê-los várias técnicas de extração celular foram testadas. 

Muitas técnicas tem sido desenvolvidas para a cultura primária de um 

determinado tecido isolado. Essas técnicas podem ser divididas em puramente 

mecânicas, as quais envolvem dissecção, com ou sem alguma forma de maceração, 

e técnicas que utilizam desagregação enzimática. A dissecção de explantes primários 

é recomendada quando uma pequena quantidade de tecido está disponível. A 

desagregação enzimática é recomendada quando há uma maior disponibilidade de 

tecido e uma alta taxa de recuperação é requerida. A desagregação mecânica é 

recomendada quando grande quantidade de tecidos moles está disponível, mas a 

taxa de rendimento não é um parâmetro a ser considerado (FRESHNEY, 2000). 

O método de extração de linfócitos intraepiteliais pelo método de cultura de 

explante se mostrou inviável. A taxa de recuperação celular foi inferior a todos os 

outros métodos testados, além de ser muito difícil de controlar a contaminação 

microbiana das amostras. Aumentamos a dose de antibióticos utilizada em todos os 

reagentes da extração, mas não conseguimos controlar de maneira satisfatória a 

contaminação na cultura de explante. Isso pode ter ocorrido porque as bactérias da 

flora intestinal por apresentarem adesinas específicas são extramente aderentes, 

tornando difícil sua remoção mecânica pelos processos de lavagens aplicados. Outra 

razão a ser considerada é que utilizamos como controle bacteriano apenas os 

antibióticos penicilina G e a estreptomicina. Para um melhor controle microbiano seria 

ideal adicionar um outro antibiótico de largo espectro e de baixa toxicidade às células. 

O método de isolamento de linfócitos intraepiteliais descrito por Mosley e Klein 

(1992), não se mostrou adequado em nosso trabalho. Obtivemos grande rendimento 

da extração, mas as células não permaneciam viáveis por muito tempo, ocorrendo 

grande perda celular em menos de 24h. Isto pode ter ocorrido por diversas razões: a 

agitação magnética pode ter gerado um grau de cisalhamento celular que se tornou 

irreversível, levando as células à morte por dano físico. O EDTA utilizado na solução 

de extração, o qual é um quelante de Ca++ e Mg++, pode ter sido outra variável 

responsável pela morte celular, pois os linfócitos parecem ser muito mais sensíveis a 
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variações de Ca++ e Mg++ que as linhagens celulares estabelecidas. O período de 

exposição ao EDTA pode ter causado uma diminuição do Ca++ e Mg++ intracelular o 

que ocasionou na ruptura do equilíbrio iônico intracelular que não pode ser reparado, 

levando as células à morte. 

No caso da extração enzimática utilizando tripsina, nosso trabalho mostrou 

que o método de tripsinização a frio obteve maior rendimento em relação a 

tripsinização a quente e em nenhum dos casos houve perda celular na magnitude 

observada no método de Mosley e Klein (1992). No entanto, o uso da tripsina em 

métodos de extração celular apresenta algumas desvantagens. Uma delas é o dano 

que pode resultar da exposição prolongada do tecido a tripsina a 37ºC. Este fato nos 

obriga a colher as células expostas a cada 30 minutos de incubação no método de 

tripsinização a quente, ao invés de deixá-las expostas pelo período integral (4horas) 

que é necessário para que haja a desagregação total do tecido. Isto torna o método 

extremamente cansativo, visto que são necessárias a coleta, limpeza e fragmentação 

do tecido antes de extrair as células. O tempo necessário para todas essas etapas 

inviabiliza seu uso rotineiro. Um método simples, para minimizar o dano às células 

durante a desagregação, é incubar o tecido na tripsina a 4ºC, para permitir a 

penetração da enzima no tecido e manter sua atividade proteática baixa. Seguindo 

esse procedimento, o tecido necessitou menos tempo de incubação a 37ºC para a 

desagregação (COLE e PAUL, 1966), tornando menos cansativo a extração das 

células, facilitando a realização dos procedimentos laboratoriais.  

Dessa forma, o protocolo de extração de IEL adotado foi a tripsinização à frio, 

como método de extração celular. No entanto, para a separação dos linfócitos e 

hemácias, optamos por outro método de separação, pois no protocolo original utiliza-

se um tampão de lise diferencial que não foi detalhado no trabalho. Como qualquer 

alteração em tampões de lise pode causar efeitos irreversíveis no experimento 

utilizamos um gradiente de Percoll seguido de um gradiente de Ficoll, para separação 

celular. Desta forma, foram separados os linfócitos e hemácias dos enterócitos e, no 

segundo gradiente os linfócitos das hemácias. Desta forma, conseguimos obter os 

linfócitos intraepiteliais de mucosa intestinal em quantidades razoáveis para a 

realização de nossos experimentos. 

Após a obtenção e inoculação dos IELs, com HAdV-41 foi detectada a 

expressão dos genes virais em experimento de infecção com células de dois 
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voluntários distintos.. Esse dado, também inédito, evidencia a capacidade do HAdV-

41 de interagir com células de origem hematopoiética.  

Embora os adenovírus tenham infectado IEL desses dois voluntários, o perfil 

de expressão viral foi distinto. No voluntário 2, por alguma razão, a expressão do 

gene tardio fibra curta não foi detectada. As expressões do gene hexon e dos genes 

precoces E1A e E1B também não foram detectadas após 24h de inoculação 

Surpreendentemente, a expressão do gene E3 aparenta uma tendência de ascensão 

a partir de 23h. Isto pode sugerir, que neste caso, o vírus possa estar desenvolvendo 

uma latência, sem a expressão dos genes estruturais e pouca expressão dos genes 

regulatórios da região de transcrição precoce. No entanto, para verificar esta 

possibilidade, outros experimentos de infecção, com voluntários diferentes, terão que 

ser realizados. No voluntário 1, houve a detecção expressão de todos os genes virais 

testados  e apresentou perfil de expressão semelhante ao apresentado pelo ensaio 

de infecção de PBMC, embora o nível de expressão tenha sido, aparentemente 10 

vezes menor. 

 

6.7 - Imunofluorescência indireta para detecção de adenovírus em 

PBMC . 

A reação de IFI de proteínas virais foi feita com o objetivo de padronizar um 

soro anti-HAdV-41 para a identificação do tipo celular permissivo à infecção viral, por 

citometria de fluxo dos PBMC inoculados  

Os resultados obtidos comprovaram que o soro policlonal anti-HAdV-41 total e 

anti-fibra curta detectavam a presença de proteínas virais em PBMC infectados, 

porém com diferentes graus de sensibilidade. Não sabemos quais proteínas foram 

detectadas, mas, nossos resultados da cinética de expressão indicam que, nos 

linfócitos infectados há produção não apenas das proteínas precoces, como também, 

de hexon e fibra. Isto indica replicação viral e formação de capsídeos virais. Este 

resultado é mais um indicativo de que está ocorrendo uma infecção produtiva nessas 

células 

O ruído de fundo produzido pelos anticorpos policlonais foi considerável, pois 

para o uso em citometria de fluxo o anticorpo deve emitir o mínimo de background 

para permitir a compensação do equipamento. Mesmo após o bloqueio dos 

anticorpos inespecíficos, feito com PBMC não inoculados, o ruído de fundo 

permaneceu significativo. Uma saída para tentar melhorar a especificidade desses 
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soros é a purificação e precipitação de IgG por ácido caprílico e proteína A. Outra 

alternativa seria a titulação do monoclonal anti-hexon, que apresentou o menor ruído 

de fundo, mas apresentou baixa eficiência, para verificar sua sensibilidade em 

citometria de fluxo. A caracterização fenotípica da célula hematopoiética permissiva é 

importante porque nos fornece indícios de qual mecanismo de entrada e evasão o 

HAdV-41 está utilizando para infectar tais células.  

Ao infectar a mucosa intestinal, a primeira célula de origem linfóide que os 

HAdV-41 entram em contato é o IEL. É interessante notar, que essas células, 

composta em sua maioria de linfócitos T γδ não reconhecem MHC I e por 

conseqüência não respondem à apresentação de antígenos. Coincidentemente, os 

Human adenovirus F e Human adenovirus A, que são os adenovírus humanos 

preferencialmente entéricos, são defectivos na proteína adenoviral gp19K, 

responsável pela retenção de moléculas de MHC I no RE. Coincidência ou não, a 

falta desta proteína não foi um fator de pressão seletiva negativa, visto que esses 

vírus são bem adaptados à replicação no intestino. Cabe ressaltar, que este pode ser 

um exemplo de co-evolução parasita-hospedeiro, onde um “molda” características 

essenciais no outro, em perfeito equilíbrio. Resta-nos saber se os Human adenovirus 

F são capazes de utilizar essa brecha no sistema imune e infectar especificamente 

essas células, como meio de dispersão pelo organismo ou persistência e evasão do 

sistema imune. 
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CONCLUSÕES 
 

7.1 – O HAdV-41 é capaz de infectar PBMC 

7.2 – O HAdV-41 é capaz de infectar IEL 

7.3 – A expressão gênica de HAdV-41 em PBMC inoculadas mostrou ser 200 vezes 

menor do que em células HEK 293 inoculadas 

7.4 – E expressão gênica de HAdV-41 em IEL inoculados mostrou ser 10 vezes 

menor do que em PBMC inoculadas. 

7.5 – Foi possível a detecção de síntese de proteína viral observada por IFI 

7.6 - Ultracentrifugar o sobrenadante de cultura aumenta o título do HAdV-41 

purificado 

7.7 – A PCR convencional é capaz de detectar 217.500 partículas iniciais de HAdV-

41  

7.8 – A reação de Nested PCR é capaz de detectar 21,75 partículas iniciais de 

HAdV-41 

7.9 – A PCR em tempo real é capaz de detectar 10,4 partículas iniciais de HAdV-41 

7.10 – O oligonucleotídeo Hexon F é capaz de diferenciar a espécie F dos demais 

adenovírus na reação de Nested PCR a partir do amplificado de uma PCR genérica 

para a região do gene hexon. 

7.11 – O método de tripsinização a frio seguido de separação de IEL por gradiente 

de Percoll e Ficoll, mostrou-se o melhor método para a separação e purificação de 

IEL de mucosa intestinal humana. 
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ANEXO 1:Gráfico das temperaturas de denaturação dos produtos obtidos em PCR em 
tempo real com diversos oligonucleotídeos estudados, evidenciando a especificidade da 
reação. 

 

 

Figura 20: Curva de denaturação do produto 
amplificado a partir de cDNA obtido de RNA 
total extraído de PBMC infectados com HAdV-
41, utilizando oligonucleotídeos para o gene 
GAPDH 

Figura 21: Curva de denaturação do 
produto amplificado a partir de cDNA obtido 
de RNA total extraído de PBMC infectados 
com HAdV-41, utilizando oligonucleotídeos 
para o gene E1A 

Figura 22: Curva de denaturação do 
produto amplificado a partir de cDNA 
obtido de RNA total extraído de PBMC 
infectados com HAdV-41, utilizando 
oligonucleotídeos para o gene E1B (55K). 
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Figura 23: Curva de denaturação do 
produto amplificado a partir de cDNA 
obtido de RNA total extraído de PBMC 
infectados com HAdV-41, utilizando 
oligonucleotídeos para o gene VARNA. 

Figura 24: Curva de denaturação do 
produto amplificado a partir de cDNA 
obtido de RNA total extraído de 
PBMC infectados com HAdV-41, 
utilizando oligonucleotídeos para o 
gene HEXON. 

Figura 25: Curva de denaturação do 
produto amplificado a partir de cDNA 
obtido de RNA total extraído de 
PBMC infectados com HAdV-41, 
utilizando oligonucleotídeos para o 
gene FIBRA CURTA. 
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 ANEXO 2: Dados brutos da expressão gênica de HAdV-41 em células HEK-293 

Tabela 9: Média dos cT (1) da expressão de cada gene  analisado, em células HEK-293, obtidos em PCR em 
tempo real para cada um dos tempos analisados (hora). 
 

Tempo p.i. GAPDH E1A E1B (55K) VARNA HEXON FC 14K (E3) 

controle 21,1 0 0 0 0 0 0 

10h 22,74 0 0 0 0 0 0 

11h 19,83 29,44 39,48 0 0 0 26,64 

12h 21,49 27,32 36,98 0 0 0 25,2 

13h 19,81 28,7 30,04 0 39,48 0 26,3 

14h 19,16 28,83 25,86 38,27 33,98 35,3 26,11 

15h 19,24 22,4 27,37 38,4 36,23 36,11 21,22 

16h 18,59 23,56 24,27 37,53 31,19 23,01 21,77 

17h 20,26 21,99 26,07 37,91 28,82 24,56 20,33 

18h 19,62 25,87 24,9 37,77 29,09 23,94 20,18 

19h 19,12 21,48 21,39 37,35 27 23,44 20,24 

20h 19,01 21,06 24,57 37,48 29,3 23,62 19,58 

21h 19,01 20,9 24,99 27,36 24,99 24,35 19,98 

22h 19,2 20,08 22,94 25,51 22,94 24,03 19,18 

23h 19,49 20,75 22,11 24,14 22,11 23,09 19,26 

24h 21,84 21,65 27,56 27,56 27,56 25,1 21,58 
 

(1) Números de ciclos de amplificação necessários para detectar o início do limiar de detecção de determinado 
produto em PCR em tempo real 
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Tabela 10: Equalização relativa da expressão de cada gene de HAdV-41 em células HEK-293, utilizando como 
referência o nível de expressão do gene GADPH, para obtenção do ∆cT (2). 
 

Tempo p.i. E1A E1B-55K VARNA HEXON FC 14K (E3) 

10h 0 0 0 0 0 0 

11h 6,7 19,65 0 0 0 3,9 

12h 4,79 15,49 0 0 0 5,37 

13h 7,21 1023 0 19,67 0 4,81 

14h 9,02 6,7 19,11 14,82 16,14 6,3 

15h 3,24 8,13 19,16 16,99 16,87 2,06 

16h 4,02 5,81 18,94 12,6 4,42 2,53 

17h 3,4 5,28 17,65 8,56 4,3 1,74 

18h 5,61 2,27 18,15 9,47 4,32 -0,08 

19h 1,86 5,56 18,23 7,88 4,32 0,62 

20h 1,94 10,29 18,47 7,88 4,61 0,97 

21h 1,89 8,56 8,35 5,98 5,63 1,53 

22h 0,88 6,88 6,31 3,74 4,83 -0,02 

23h 1,26 7,57 4,65 2,62 4,4 -0,23 

24h -0,19 6,73 5,72 5,72 3,26 -0,26 
(2) 
∆cT = cT do gene alvo – cT do GAPDH 
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Tabela 11: Calibração relativa da expressão gênica do HAdV-41 em células HEK-293, para obtenção do ∆∆cT (3). 

Tempo p.i. E1A E1B-55K VARNA HEXON FC E3(14K) 

10h - - - - - - 

11h -2,32 0 - - - -1,47 

12h -1,53 -4,16 - - - 0 

13h -1,81 -9,42 - 0 - -0,56 

14h 0 -12,95 0 -4,85 -0,73 0,93 

15h -5,78 -11,52 0,05 -2,68 0 -3,31 

16h -5 -13,84 -0,17 -7,07 -12,45 -2,84 

17h -5,62 -14,37 -1,46 -11,11 -12,57 -3,63 

18h -3,41 -17,38 -0,96 -10,2 -12,55 -5,45 

19h -7,16 -14,09 -0,88 -11,79 -12,55 -4,75 

20h -7,08 -9,36 -0,64 -11,79 -12,26 -4,4 

21h -7,13 -11,09 -10,76 -13,69 -11,24 -3,84 

22h -8,14 -12,77 -12,8 -15,93 -12,04 -5,39 

23h -7,76 -12,08 -14,46 -17,05 -12,47 -5,6 

24h -9,21 -12,92 -13,39 -13,95 -13,61 -5,63 
 

(3) ∆∆cT = media ∆cT do ponto alvo – média ∆cT do ponto homogenizador 
Calibradores utilizados: E1A (14h); E1B (11h); VARNA (14h); Hexon (13h), FC (15h), 14K (12h) 
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Tabela 12: Quantidade relativa da expressão gênica do HAdV-41 em células HEK-293, com valores expressos 
em número de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relação ao ponto escolhido como calibrador. 
 

Tempo p.i. E1A E1B (55K) VARNA HEXON FC E3 (14K) 

10h 0 0 0 0 0 0 

11h 4,99 1 0 0 0 2,77 

12h 2,88 17,88 0 0 0 1 

13h 3,5 685 0 1 0 1,47 

14h 1 7912,9 1 28,84 1,66 1,067 

15h 54,95 2936,74 0,96 6,4 1 9,92 

16h 32 14664 1,12 134,36 5595,3 7,1 

17h 49,18 21173,9 2,75 2210,26 6080,6 12,38 

18h 10,63 170569,5 1,94 1176,27 5996,9 43,71 

19h 143 17438,64 1,84 3541,14 5966,9 26,9 

20h 135,5 657,11 1,55 3541,14 4904,87 21,11 

21h 140 2179,8 1734 13216 2418,67 14,32 

22h 282 6984,78 7131,5 62432 4211,15 41,93 

23h 216,77 4329,54 22536,9 135694,2 5673,4 48,5 

24h 592,22 7750 10734,7 15825,9 12503,1 49,52 

 
Quantidade relativa de expressão = 2-∆∆cT
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ANEXO 3: Dados brutos da expressão gênica de HAdV-41 em PBMC 

 

Tabela 13: Média dos cT  da expressão de cada gene  analisado, em PBMC, obtidos em PCR em tempo real 
para cada um dos tempos analisados (hora). 
 

Tempo p.i. GAPDH E1A E1B-55K VARNA HEXON FC 

controle 18,15 0 0 0 0 0 

10h 31,23 0 0 0 0 0 

11h 31,14 0 0 0 0 0 

12h 33,31 0 0 0 0 0 

13h 33,3 0 0 0 0 0 

14h 33,76 0 0 0 0 0 

15h 36,2 0 0 0 0 0 

16h 34,06 0 0 0 0 0 

17h 30,1 29,22 30,53 28,36 0 0 

18h 33,34 34,72 30,81 - 36,34 0 

19h 34,39 34,78 - - - - 

20h 26,39 22,79 23,17 23,52 32,89 27,02 

21h 25,45 21,95 21,34 22,77 26,2 28,91 

22h 27 23,5 24,96 25,17 30,06 29,17 

23h 27,8 24,47 25,77 26,49 29,72 30,84 

24h 27,7 24,5 26,15 26,19 25,25 27,73 
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Tabela 14: Equalização relativa da expressão de cada gene de HAdV-41 em PBMC, utilizando como referência 
o nível de expressão do gene GADPH, para obtenção do ∆cT . 
 

Tempo p.i. E1A E1B-55K VARNA HEXON FC 

10h - - - - - 

11h - - - - - 

12h - - - - - 

13h - - - - - 

14h - - - - - 

15h - - - - - 

16h - - - - - 

17h -0,88 0,43 -1,735 - - 

18h 1,376 -2,525 - 3,005 - 

19h 0,39 - - - - 

20h -3,6 -3,215 -2,865 6,5 0,63 

21h -3,496 -4,11 -2,683 0,75 3,463 

22h -3,5 -2,04 -1,83 3,06 2,17 

23h -3,33 -2,03 -1,31 1,92 3,04 

24h -3,145 -1,55 -1,51 -2,45 0,033 
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Tabela 15: Calibração relativa da expressão gênica do HAdV-41 em PBMC, para obtenção do ∆∆cT . 

Tempo p.i. E1A E1B -55K VARNA HEXON FC 

10h - - - - - 

11h - - - - - 

12h - - - - - 

13h - - - - - 

14h - - - - - 

15h - - - - - 

16h - - - - - 

17h -2,256 0 0 - - 

18h 0 -2,955 - -3,495 - 

19h -0,986 - - - - 

20h -4,976 -3,645 -4,6 0 -2,833 

21h -4,872 -4,54 -4,418 -5,75 0 

22h -4,876 -2,47 -3,565 -3,44 -1,293 

23h -4,705 -2,46 -3,045 -4,58 -0,423 

24h -4,521 -1,98 -3,245 -8,95 -3,43 

   
Calibradores utilizados E1A (18h); E1B(17h); VARNA (17h); Hexon (20h) e fibra curta (21h). 
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Tabela 16: Quantidade relativa da expressão gênica do HAdV-41 em PBMC, com valores expressos em 
número de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relação ao ponto escolhido como calibrador 
 

Tempo p.i. E1A E1B -55K VARNA HEXON FC 

10h 0 0 0 0 0 

11h 0 0 0 0 0 

12h 0 0 0 0 0 

13h 0 0 0 0 0 

14h 0 0 0 0 0 

15h 0 0 0 0 0 

16h 0 0 0 0 0 

17h 4,78 1 1 0 0 

18h 1 7,75 - 11,27 0 

19h 1,98 - - - 0 

20h 31,47 12,5 24,25 1 7,12 

21h 29,28 23,26 21,38 53,81 1 

22h 29,36 5,54 11,83 10,85 2,45 

23h 26,08 5,5 8,25 23,91 1,34 

24h 22,96 3,94 9,48 494,56 10,78 
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ANEXO 4: Dados Brutos da expressão gênica de HAdV-41 em IEL 
 
Tabela 17: Média dos cT (1) da expressão de cada gene  analisado, em IEL do voluntário A, obtidos em PCR em 
tempo real para cada um dos tempos analisados (hora). 

Tempo 
p.i.  

GAPDH E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA HEXON FC 

Controle 15,01 - - - - - - 
18h 23,06 22,82 23,15 24,2 23,6 23,75 23,56 
20h 24,32 22,8 24,7 23,7 - 25 23,38 
23h 24,12 23,73 25,17 24,24 22,5 26,05 22,4 
24h 24,17 21,49 25,35 24,83 22,7 21,6 23,17 

 
Tabela 18: Equalização relativa da expressão de cada gene de HAdV-41 em IEL do voluntário A, utilizando 
como referência o nível de expressão do gene GADPH, para obtenção do ∆cT (2). 

Tempo 
p.i. 

E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA HEXON FC 

18h -0,24 0,09 1,14 0,54 0,69 0,5 
20h -1,52 0,38 -0,62 - 0,68 -0,94 
23h -0,39 1,05 0,12 -1,62 1,93 -1,72 
24h -2,68 1,18 0,66 -1,47 -2,57 -1 

 
Tabela 19: Calibração relativa da expressão gênica do HAdV-41 em IEL voluntário A, para obtenção do ∆∆cT (3). 

Tempo 
p.i. 

E1A E1B 
(55K) 

E3 (14k) VARNA HEXON FC 

18h 0 -1,09 0 0 -1,24 0 
20h -1,3 -0,8 -1,76 - -1,24 -1,44 
23h -0,15 -0,13 -1,02 -2,16 0 -2,22 
24h -2,44 0 -0,48 -4,17 -4,5 -1,5 

 
Tabela 20: Quantidade relativa da expressão gênica do HAdV-41 em IEL voluntário A, com valores expressos 
em número de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relação ao ponto escolhido como calibrador. 

Tempo 
p.i. 

E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA HEXON FC 

18h 1 2,13 1 1 2,36 1 
20h 2,46 1,74 3,32 - 2,36 2,77 
23h 1,1 1,09 2,03 4,7 1 4,66 
24h 5,43 1 1,4 18 22,36 2,83 

 
Tabela 21: Média dos cT (1) da expressão de cada gene  analisado, em IEL do voluntário B, obtidos em PCR em 
tempo real para cada um dos tempos analisados (hora). 

Tempo 
p.i. 

GAPDH E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA HEXON  FC 

Controle 22,51 - - - - - - 
18h 23,98 23,54 27,8 - - 28,3 - 
20h 23,42 21,85 24,08 - 23,71 22,35 - 
23h 23,06 24,5 27,84 23,78 - 26,92 - 
24h 24,12 - - 29,38 - - - 

 
 
 
 
Tabela 22: Equalização relativa da expressão de cada gene de HAdV-41 em IEL do voluntário B, utilizando 
como referência o nível de expressão do gene GADPH, para obtenção do ∆cT (2). 

Tempo 
p.i. 

E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA  HEXON FC 

18h -0,44 3,82 - - 4,32 - 
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20h -1,57 0,66 - 0,29 -1,07 - 
23h 1,44 4,78 0,72 - 3,86 - 
24h - - 2,63 - - - 

 
Tabela 23: Calibração relativa da expressão gênica do HAdV-41 em IEL voluntário B, para obtenção do ∆∆cT (3). 

Tempo 
p.i. 

E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA HEXON FC 

18h -1,88 -0,96 - - 0 - 
20h -3,01 -4,78 - 0,29 -5,39 - 
23h 0 0 -1,91 - -0,49 - 
24h - - 0 - - - 

 
Tabela 24: Quantidade relativa da expressão gênica do HAdV-41 em IEL voluntário B, com valores expressos 
em número de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relação ao ponto escolhido como calibrador. 

Tempo 
p.i. 

E1A E1B 
(55K) 

E3 (14K) VARNA HEXON FC 

18h 3,48 1,94 - - 1 0 
20h 8,05 27,47 - 1,22 41,93 0 
23h 1 1 3,92 - 1,37 0 
24h 0 - 1 - - 0 

 


