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RESUMO
De acordo com as normas da ABNT

SILVA, M. L. Interacdo do adenovirus humano, sorotipo 41, com células de origem
hematopoiética: analise da permissividade celular e da expresséo génica viral. 2007
128f Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

Para verificar a permissividade de células de origem hematopoiéticas a infecgao por
HAdV-41, foram infectados PBMC e IEL de voluntarios. Os ensaios foram
comparados com células HEK-293 infectadas. Foram analisadas as expressdes 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 produgao de
proteinas foi visualizada por IFI. Em HEK-293, a transcricdo dos genes E1A, E1B e
E3 iniciou-se as 11h p.i, hexon,as 13h pi.,VARNA e FC as 14h p.i. Em PBMC a
transcrigdo de E1A, E1B e VARNA iniciou-se 17h p.i e a expresséo dos genes hexon
e fibra curta foi detectada 18h p.i e 20 h p.i. respectivamente. O nivel de expresséao
dos genes virais em HEK-293 foi quase 200 vezes maior em relacdo a PBMC. Os
IELs também mostraram-se permissivos a infeccao pelo HAdV-41 como mostrado
pela expressdo dos genes virais. Essa é a primeira evidéncia de que este virus
possa infectar tais células. Os resultados obtidos ajudam a elucidar os mecanismos
de interacdo do virus com a célula-hospedeira e fornecem subsidios para o
desenvolvimento de vetores virais, baseados em sorotipos entéricos, para aplicacao

em terapia génica direcionada.

Palavras chave: adenovirus, cinética de infec¢édo, permissividade celular, PBMC e

linfocitos intraepiteliais (IEL)



ABSTRACT
De acordo com as normas da ABNT

SILVA, M. L. Human adenovirus serotype 41 interaction with hematopoietic cells:
cellular permissiveness and viral gene expression analysis. 2007 128f Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao 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
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INTRODUCAO

1.1 OS ADENOVIRUS

Os adenovirus (Ads) foram, primeiramente, isolados e caracterizados como
agentes virais por dois grupos de pesquisadores que estudavam a etiologia de
infeccdes respiratdérias agudas. Em 1953, Rowe e colaboradores observaram a
degeneragao de culturas de células primérias de adendides humanas, resultante da
replicagdo de um virus desconhecido presente no tecido. Em 1954, Hilleman e
Werner, estudando a epidemia de uma doenca respiratéria em recrutas americanos,
isolaram de secrecées respiratérias um agente que induzia alteragdes citopaticas em
culturas de células humanas. Esses virus foram logo relacionados e inicialmente
chamados de agentes da degeneracdo da adendide, da infecgdo respiratéria, da
doenca da adendide-faringe-conjuntiva ou da doenca respiratéria aguda. Apenas em
1956, foram denominados adenovirus, devido ao tecido no qual foram descobertos
(HORWITZ, 2001).

De acordo com o comité internacional de taxonomia viral (ITCV- Internacional
on Taxonomy of Viruses), os Ads constituem a familia Adenoviridae, a qual pode ser
filogeneticamente distinta em quatro géneros: Mastadenovirus, que agrupa virus de
mamiferos; Aviadenovirus, que compreende somente virus de aves; Siadenovirus,
representado por virus de aves, de peixes e reptéis e Atadenovirus, que agrupa
virus que infectam somente ruminantes e peixes (www.ncbi.nim.nih.gov/ICTdb). A
criagdo de um novo género tem sido discutida, pois as caracteristicas de um novo
adenovirus, isolado em esturjado, ndo se enquadra em nenhum dos géneros
existentes. Este quinto género seria denominado Fishadenovirus. No entanto, outros
estudos sdo necessarios para que se formalize a criacado deste novo género (Figura
1) (DAVISON, BENKO e HARRACH, 2003).
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Figura 1. Distancia filogenética entre membros da familia Adenoviridae. Membros de varios géneros
sdo representados com cores diferentes e virus que pertencem a mesma espécie sédo agrupados em
circulos ovais. As abreviagdes dos nomes dos virus, acrénimos, sdo indicadas no final de cada
ramificagdo, com o nome da espécie em italico. A primeira letra indica o animal do qual foi isolado o
virus: B (bovino); C (canino); D (pato); E (eqlino); F (galinha); Fr (ra); H (humano); M (murino); O
(ovino); P (suino); Po (gamba); Sn (cobra); T (peru) e TS (primata primitivo). A distancia filogenética
foi calculada a partir da seqiiéncia nucleotidica do gene hexon disponivel no GenBank.
Fonte: DAVISON, BENKO E HARRACH, 2003.

O género Mastadenovirus é formado por mais de 90 sorotipos, dos quais 51
infectam humanos. Estes estao distribuidos em seis espécies (A a F) definidas com
base em caracteristicas antigénicas, morfolégicas e moleculares (TIEMESSEN &
KIDD, 1995). Recentemente, foi isolado um novo sorotipo de adenovirus humano
(HAdV-52) que nao se encaixa nas caracteristicas de nenhuma espécie até hoje
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descrita, sendo sugerida sua classificacdo em uma nova espécie, G (JONES Il et al,
2007).

A designagdo de uma espécie depende de pelo menos dois dos fatores a
seguir: hibridizacdo do DNA, porcentagem de G+C no genoma, oncogenicidade em
roedores, hospedeiro, neutralizacdo cruzada, possibilidade de recombinacéo,
numero de genes VA RNA, padrdo de hemaglutinagdo e organizagdo genética da
regido E3 (BENKO et al, 1999).

Os sorotipos sao determinados em ensaios de neutralizagdo da infeccdo em
cultura celular. Sao considerados sorotipos distintos aqueles que nao apresentarem
reagbes cruzadas com outros sorotipos, ou apresentarem uma razdo entre titulos
neutralizantes maior que 16. Alguns adenovirus apresentam reagbes cruzadas, mas
nestes casos, a inibicdo de hemaglutinacdo e as diferencas no padrdo de restricdo
do DNA podem fazer as distingdes (WINGANG e ADRIAN, 1986). Nos ensaios de
neutralizagdo, os anticorpos neutralizantes reconhecem epitopos especificos na
proteina hexon. O determinante alfa hexon é comum a todos os Ads do mesmo
género e é chamado de género-especifico. O determinante epsilon hexon induz a
resposta de anticorpos neutralizantes e é chamado de tipo-especifico.

Os testes de hemaglutinagéo revelam a capacidade dos Ads de se adsorver
ou nao as hemdacias. Essa habilidade relaciona-se a capacidade da fibra viral de
reconhecer macro-moléculas especificas nas membranas das hemacias e, revela
diferencas nas propriedades de adsor¢édo da fibra (WADELL, 2000).

Outro sistema de classificacdo dos Ads baseia-se na taxa de similaridade e
homologia gen6mica intra e intertipicas. Essa classificacdo pode revelar relacbes
entre as diferentes espécies, sorotipos e genoétipos de Ads e também fornecer mais
subsidios para um maior entendimento da biologia viral como: tropismo, patogénese,
mecanismos de evasao e dispersdo entre outros aspectos (Tabela 1) (ADRIAN et al.,
1986).

Os Ads tém a capacidade de infectar uma vasta gama de tipos celulares,
inclusive aqueles associados a tecidos altamente diferenciados como: musculo
esquelético, pulmao, cérebro, rim e coracdo (RUSSEL, 2000). No entanto, os Ads
apresentam um certo grau de especificidade tecidual. Uma série de sindromes é
associada a grupos especificos de Ads. Os sorotipos 2 e 5 da espécie C, por
exemplo, sdo responsaveis por 5-10% das sindromes respiratérias em criangas. Em

contrapartida, a espécie F ¢é tipicamente associada com infecgbes do trato
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gastrintestinal, enquanto varios sorotipos da espécie D (HAdV-8, 9 e 37) séo
associados a ceratoconjuntivite epidémica (GONCALVES et al, 2006). Normalmente
as infecgbes adenovirais sdo autolimitadas, mas recentemente tem aumentado a
taxa de casos fatais causados por Ads, devido ao aumento do nimero de pacientes
imuno-comprometidos, em razdo da epidemia da AIDS e de individuos
transplantados (GONGCALVES et al, 2006) (Tabela 1).

Tabela 1: Propriedades fenotipicas e genotipicas dos Human adenovirus.

Espécie A Espécie B Espécie C Espécie D Espécie E Espécie F
Sorotipos 12,18,31 3,7, 11 1,2,5,6 8-10, 13, 15, 17, 4 40, 41
14, 16, 21, 19, 20, 22-30, 32,
34, 35, 50. 33, 36-39, 42-47,
51
Similaridade 48-69 89-94 99-100 94-99 4-23 62
)"
G+C 48 51 58 58 58 -
(%)
Nimeros 4-5 8-10 10-12 14-18 16-19 9-12
Fragmentos
Com Smal
Padrio v I i )i i v
Hemaglutimmteb
Oncogenicidade Alta Fraca Negativa Negativa Negativa Negativa
Receptor da fibra ¢ CAR CD 46, CAR _ CAR CAR CAR
CD80 e CD86 VCAM 1 Acido sidlico 9 €
Heparan sulfato ’
N° genes VARNA 1 2 (B1) 2 2 2 1
1(B2)
N° de ORF em E3 6 9 (B1) 7 8 9 5
8 (B2)
Motivos de RGD e LDV RGD e LDV RGD e LDV RGD e LDV RGD e LDV LDV e RGAD
ligacdo da (menos 9, 19 e 37)
penton-base
Comprimento da 22 6 (BI) 22 8 12 Longa : 21-22
fibra (em motivos 6 (B2) Curta: 12
repetitivos )
Tropismo Entérico Respiratério (B1) Respiratério Ocular Ocular Entérico
Renal (B2) respiratério
Sindromes gastrenterites ~ Respiratoria aguda  Respiratéria aguda Ceratoconjunvite Conjuntivite Gastrenterite
Infecgdes renais Inaparente Respiratdria infantil
persistentes aguda
a: Porcentagem de homologia entre os subgéneros.
b: | — aglutinagdo completa em eritrocitos de macaco; Il — aglutinacdo completa em eritrocitos de rato;

IIl —aglutinagéo parcial em eritr6citos de rato, IV — aglutinagdo em eritrécitos de ratos ap6s a adigao
de anti-soro heretotipico.

c: a fibra longa da espécie F se liga ao CAR, mas a fibra curta ndo tem receptor conhecido.

d: motivos expostos na penton-base através dos quais ocorre o reconhecimento dos receptores
secundarios, integrinas.

FONTE: Modificado de Segerman, 2004.

22



1.2- COMPOSICAO DA PARTICULA VIRAL

Os adenovirus séo virus de 70 a 90nm de diametro, de simetria icosaédrica,
nao envelopados e com genoma de DNA de fita dupla, contendo em média 36Kb.
Sua densidade varia de 1,33 a 1,34 g/cm®, medido em gradiente de cloreto de césio
(CsCl). O virion é constituido de, pelo menos, 11 proteinas (Tabela 2). Sete das
quais estdo no capsideo, que é formado por 252 subunidades chamadas
capsdmeros. Destes, 240 sao constituidos pela proteina hexon, que formam as
faces do icosaedro e os 12 restantes sdo compostos pelas proteinas penton-base e
fibra, que formam os vértices (Figura 2) (HORWITZ,2001).

FIGURA 2: (A) - Microscopia eletrénica do HAdV-41 em coloragdo negativa com
molibdato de aménio (FAVIER et al, 2002). (B) - Representacdo esquematica da
particula do adenovirus humano e localizagao de suas proteinas .
(htto://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Images/index2.htm)

O capsémero hexon é um trimero do polipeptideo Il (pll), unido por ligacdes
covalentes. O capsdémero penton consiste de duas estruturas distintas: a base,
responsavel por ancorar o penton ao capsideo, e a fibra, que forma uma estrutura
alongada que se estende a partir do vértice da particula viral. A fibra € um trimero do
polipeptideo IV (plV), e a base do penton € um pentamero do polipeptideo IlI (plll).

O nome penton e hexon refere-se a relacao geométrica existente na particula
viral entre essas duas proteinas, visto que cada penton é rodeado por cinco
capsbmeros hexon, enquanto cada hexon é rodeado por outros seis capsdmeros
hexons (HORWITZ, 2001).

As proteinas llla, VI, VIIl e IX sado constituintes do capsideo e estdo
associadas ao hexon. Estas sdo importantes na estabilizagdo da estrutura do virion
e no aumento da flexibilidade necessaria para o ancoramento da particula a célula e
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o desnudamento durante a infecgdo viral. (GREBER, 1998; SAN MARTIN E
BURNETT, 20083).

A proteina llla estd presente no vértice do icosaedro onde, junto com o
hexon, formam faces triangulares que penetram no capsideo, determinando o
formato do virion. Isto é necessario para que ocorra a montagem correta da particula
viral (STEWART, FULLER e BURNETT, 1993).

A proteina IX é responsavel pela estabilizagdo da particula viral, através da
formacéo de trimeros que se associam ao hexon, formando estruturas nonoméricas
mais estaveis (FURCINITTI, VAN OOSTRUM e BURNETT, 1989). Essas unidades

formam as faces triangulares do icosaedro (Figura 3)

B Proteina terminal (core)
Il Hexon (pll, pVI, pVlil e pIX)
B pX (p) (core)

] pVll (core)

Figura 3: Figura esquematica do virion de adenovirus, mostrando a posi¢do de cada
proteina estrutural na composi¢ao da particula viral.

As proteinas VI e VIII estdo associadas com a superficie interna do capsideo.
A proteina 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 as proteinas V,VII, X e
a proteina terminal (TP) covalentemente ligada a terminagao 5’ do genoma.

A proteina X é clivada na proteina p, a qual estd presente somente em
particulas maturas. As proteinas V, VIl e u sdo proteinas basicas de ligagdo ao DNA
que sao importantes para o empacotamento e posicionamento correto da molécula

de DNA dentro do capsideo.
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A proteina VII é a principal proteina do core, onde se encontram mais de 800
copias da proteina por particula. Ela é responsavel pela compactagéo e organizagéo
do DNA viral dentro do capsideo.

A proteina V esta presente com aproximadamente 160 cépias por virion.
Forma um complexo com o DNA viral e provém a ligacao estrutural entre o capsideo
e o0 genoma viral através da interagdo com as proteinas penton base (plll) e pVlI,
onde ancora o core ao vértice do capsideo (SAN MARTIN E BURNETT, 2003;
MATHEWS E RUSSEL, 1995).

Tabela 2: Proteinas estruturais do adenovirus e suas respectivas localizagées e fungdes na particula.

Proteina Localizacao Funcdes conhecidas
Il Mondmero do hexon Majoritaria no capsideo (estrutural)
1l Base do penton Penetracédo
Ila Associada a base do penton Penetracédo
\Y) Fibra Ligagao ao receptor, hemaglutinagao
Vv Core: associado ao DNA e a base Histona-lilke, empacotamento?

do penton
\ Peptideo associado ao hexon Estabilizagcdo, montagem de particula?
Vi Core Histona-like
VI Peptideo associado ao hexon Estabilizagcdo, montagem da particula?
IX Pepideo associado ao hexon Estabilizagdo, montagem da particula?
X (W) Core Desconhecida
TP Genoma Replicacdo do DNA

Além dessas proteinas estruturais, a pVla2 e a protease 23K também sao
encontradas associadas com particulas de virus maturas (GREBER et al, 1996;
WINTER E D’HALLUIN, 1991). Esta protease é necessaria no processamento de
algumas proteinas estruturais no processo de entrada do virus na célula (WEBER,
1976; WEBSTER et al, 1989).

A priori, apenas trés proteinas do capsideo sao expostas ao ambiente: o
hexon, a penton base e a fibra. Juntas, essas proteinas constituem a interface
adenovirus-ambiente, as quais mediam a interagdo e/ou comunicagdo dos
adenovirus com o hospedeiro durante os passos iniciais da infecgdo. E por

conseqliéncia, elas também sao alvos dos anticorpos neutralizantes.
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1.3- ORGANIZACAO DO GENOMA

Junto com os poliomavirus, papilomavirus e parvovirus, os adenovirus séo
classificados dentro da familia de virus pequenos de DNA, com genoma de dupla fita
linear, tamanho entre 34 a 36 Kb e aproximadamente 40 proteinas (HORWITZ,
2000).

Os genomas, dos sorotipos representativos de todas as espécies de
adenovirus, ja foram seqlenciados: 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 adenovirus apresentam uma organizagdo génica similar,
onde sao identificadas oito unidades de transcricdo dependentes da RNA polimerase
Il (E1A, E1B, E2, E3, E4, pIX, plVa2 e a unidade de transcrigdo tardia principal
(MLTU)) e 1 ou 2 pequenos RNAs dupla fita ndo traduzidos (VA RNA), transcritos
pela RNA polimerase Il (Kidd et al, 1995) (Figura 4).

9 MLTU

3 L1 L2 L3 L4 L5 L6

. & pIX plVa

2% e

== VA-RNA-I}

> E1A E1B E2 E3 E4

§ DL <uEesy R
ITR \ \ ; : ITR

5000 10000 15000 20000 25000 30000

Figure 4: Organizagéo do genoma de adenovirus sorotipo 11
FONTE: MEI et al., 2003.

A expressdo dessas diferentes unidades é sincronizada, e pode ser dividida
nas fases de expressdo precoce, intermediaria e tardia. A fase precoce é
caracterizada pela expressédo dos genes modulam as funcdes celulares, facilitando a
replicagio do DNA e a transcricdo dos genes tardios. Esta fase dura
aproximadamente 6-8h em células permissivas, enquanto a fase tardia é

normalmente mais rapida ocorrendo em torno de 4-6h (RUSSEL, 2000).
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1.3.1- Regioes de expressao precoce

Existem cinco unidades de transcri¢cdo precoce, localizadas em ambas as fitas
de DNA do genoma: E1A, E1B, E2, E3 e E4. Sua organizagao e expressao temporal
evitam que sejam formados mRNAs complementares durante a fase precoce da
infeccdo. A formacao desses mMRNAs complementares podem levar a formagao de
dsRNA, que sao reconhecidos pela PKR (proteina 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 transcricao
tardia (MLTU) e RNA associado a virus (VA RNA) também tem sua expressao
iniciada na fase precoce (SEGERMAN, 2004).

A expresséo dos genes precoces dos Ads inicia-se com a transcri¢do de E1A
que estimula a transcricdo de outras regides como E1B e VARNA (BERK et al.,,
1979; JONES E SHENK, 1979).

As unidades precoces de transcricdo codificam mais de 20 proteinas
regulatérias do metabolismo celular e viral. Essas proteinas garantem um ambiente
favoravel para a transcricdo dos genes tardios e a posterior formagcdo de novos
virions. Em células permissivas, cada virus é capaz de gerar 10° novos virions
(SEGERMAN, MEI E WADELL, 2000).

1.3.1.1- E1A

E1A codifica duas proteinas: E1A-289R e E1A-243R. Essas proteinas
possuem 2 a 3 dominios que séo altamente conservados em todos os adenovirus
humanos (BROCKMANN E ESCHE, 2003).

O inicio da expressédo de E1A ¢ induzido por fatores de transcricao celulares
(Kirch et al, 1993) como o E2F (KOVESDI, REICHEL E NEVINS, 1987), mas outras
interagbes DNA-proteina, presentes em extrato de células Hela infectadas, também
ja foram identificadas (YOSHIDA, NARITA E FUJINAGA, 1989).

Ao ativar a expressdo de E1A, seus produtos sdo capazes de aumentar a
expressao de E2F, em um mecanismo de auto-alimentagao. Assim, E1A é capaz de
transativar uma variedade de genes celulares que possuem sitios de ligagdo 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
proteinas do choque térmico 70 (hsP70) e B globulina (KIRCH et al, 1993; KOVESDI,
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REICHEL E NEVINS, 1987). Entretanto, E1A também é capaz de inibir a transcricao
de outros genes celulares (ZHAO et al, 2003).

No inicio da infecgao 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 proteinas da familia 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, proteinas codificadas por E1A tém duas fungdes
principais: ativar o ciclo replicativo do virus e criar um ambiente celular permissivo
para a sintese de DNA e a replicagdo viral, através do direcionamento da célula a

fase S do ciclo celular.

1.3.1.2- E1B

A regido E1B codifica duas proteinas: 19K e 55K que tém a capacidade de
bloquear a apoptose de forma distinta. A proteina 55K inibe a apoptose mediada por
p53, ligando e sequestrando p56 no citoplasma (ZHAO E LIAO, 2003). A proteina
p53 é um supressor tumoral que regula a transcricdo de uma variedade de genes
envolvidos no ciclo celular e na apoptose. Em células normais, p53 esté presente em
pequenas quantidades, mas seu nivel aumenta em resposta a genotéxicos e outros
fatores de estresse celular (Russel, 2000).

Para inibir a apoptose, 55K junto com E40ORF6 formam um complexo que
promove a degradagé@o de p53 nos proteossomos (HARADA et al, 2002). A proteina
19K é um anélogo funcional do Bcl-2 (CHIOU et al,1994). Este é um potente inibidor
da apoptose induzida por estimulos variados como: Fas, (HASHIMOTO, ISHII, E
YONEHARA, 1991), fator de necrose tumoral ( TNF-a) (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 proteinas de E1B sdo requeridas para conter o programa de
apoptose ativado pelas proteinas de E1A e E4. Os virus que ndo contém E1B s6

podem replicar-se em células transformadas.
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1.3.1.3- E2

A regido E2 codifica 3 proteinas necessarias para a replicagdo do DNA viral: a
DNA polimerase (Adpol), o proteina pré-terminal (pTP) e a proteina de ligagdo ao
DNA (DBP) (LIU, NAISMITH E HAY, 2003).

A Adpol € uma das proteinas mais bem conservada em todos os adenovirus
(IKEDA, ENOMOTO, E URWITZ, 1981) e pertence a familia Pol (DNA polimerases
que tem atividade 3’-5’ exonuclease) (FIELD, GRONOSTAJSKI, E HURWITZ, 1984).

A DBP é uma proteina ATP independente de alta afinidade por ssDNA (DNA
fita simples). Possui a fungdo de desestabilizar a estrutura de hélice do DNA, para
permitir a elongagéo e a replicagdo do DNA (LIU, NAISMITH, E HAY, 2003).

A pTP se liga ao DNA viral, através de uma seqiiéncia-especifica de ligagao,
onde atua como origem de replicacdo. Esta forma um heterodimero com a Adpol,
necessario para o inicio da replicagdo do DNA viral (ROOVERS et al., 1993;
WEBSTER, LEITH, E HAY,1994).0 processamento de pTP pela protease 23K,
origina a proteina terminal (TP), que se liga covalentemente as ambas terminagées
5" do genoma dos adenovirus. Isto provavelmente protege DNA viral de
exonucleases, previne efeito inibitério das proteinas end-binding como a NFIV/Ku
(de VRIES et al., 1989) e media a ligagdo do DNA viral a matrix nuclear (SCHAACK
et al., 1990).

1.3.14-E3

Dependendo da espécie do adenovirus, a regido E3 pode codificar 5-9
polipeptideos, que possuem fungdes imunorregulatérias (Figura 5). Essa regido nao
€ necessaria para a replicacado do virus in vitro, razao pela qual, muitos dos vetores
adenovirais tém essa regido deletada (LICHTENSTEIN et al, 2004; WINDHEIM,
HILGENDORF E BURGETT, 2004). Com excecgao das proteinas 14.7K, 12.5K e 4-
6.3K, todas as outras proteinas codificadas pela regido E3 possuem dominios
transmembranas (WINDHEIM, HILGENDORF E BURGERT, 2004).

Algumas proteinas de E3 possuem caracteristicas funcionais conservadas em
todos os Ads como: 10.4K, 14.5K e 14.7K. No entanto, outras proteinas estao
presentes somente em algumas espécies, por exemplo, a 125K e 19K sao
encontradas na espécie B-E, mas ndo na espécie F (Figura 5).

Muitas das proteinas de E3 possuem fungdes sobrepostas ou suplementares.

A proteina 14.7K protege as células da morte celular mediada por TNFo e FasL
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(PERSSON, OBERG E PHILIPSON, 1978; TOLLEFSON E WOLD, 1988; WANG,
SCOTT E RICCIARDI, 1988). As proteinas 10.4K e 14.4K formam um complexo
chamado RID (receptor internalization and degradation) que induz a internalizagdo e
degradacao dos receptores de morte celular situados na membrana plasmaética, tais
como: Fas, TRAIL-R1 e R2, impedindo assim a ligacdo de seus ligantes
(TOLLEFSON et al, 1990). As espécies B, D e E codificam proteinas relacionadas ao
RID de 16K, 22K e 23K, no entanto suas func¢des ainda precisam ser estudadas.

A glicoproteina 19K (gp19K) liga-se e retém MHC-I no RE, interrompendo a
exposicdo de peptideos virais na superficie celular e conseqientemente o
reconhecimento e lise de células infectadas pelos linfécitos T citotéxicos (PERSSON,
JORNVALL E ZABIELSKI, 1980).

A proteina 11.6K ou ADP (adenovirus death protein) é a Unica proteina de E3
que é predominantemente tardia, sendo expressa principalmente pela agao do MLP
(major late promoter) (TOLLEFSON et al 1992). ADP induz a lise celular e é
necessaria para a disperséo viral in vivo (TOLLEFSON et al., 1996a; TOLLEFSON et
al., 1996b).

A transcricdo de E3 pode ser ativada por NF-xB, pois os Ads possuem um
sitio de ligagdo de NF-xB bem conservado em todos os Ads. Onde, quando e como

NF-xB media a transcricdo adenoviral precisa ser melhor determinado.
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Figura 5: Organizagao da regido E3 de diversas espécies de adenovirus humanos

1.3.1.5- E4

A regido E4 é altamente conservada e possui similaridade organizacional em
todos os Ads. Isso € um indicio de que suas proteinas devem ser funcionalmente
conservadas. A regidao E4 produz no minimo 6 polipeptideos, denominados de
acordo com sua ORF (open reading frame) correspondente ORF 1-6/7. Somente a
delecéo das ORF3/6 produz uma multiplicagao defectiva em cultura celular (BRIDGE
E KETNER, 1989; HUANG E HEARING 1989) e conseqiientemente sdo as mais
estudadas.

As ORFs 3 e 6 formam um complexo com a E1B-55K e aumentam a taxa de
replicagcdo do DNA viral e a sintese de proteinas virais tardias (LEPPARD E
EVERETT, 1999). Inicialmente, ORF3-E1B-55K associa-se com diferentes
subestruturas da matrix nuclear, tais como: corpos da leucemia promielocitico (PML),
dominios PML-oncogénicos (PODs) ou ND10, onde mediam a sua reorganizagao
e/ou interrupgdo (DOUCAS et al 1996, LEPPARD E EVERETT, 1999). Essa
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atividade da ORF3 esta relacionada ao aumento da replicagdo do DNA (EVANS E
HEARING, 2003).

A ORF6/E1B-55K também aumenta a expressé@o dos genes tardios e desliga
seletivamente a expressao celular, facilitando a exportacdo nuclear dos mRNAs
virais, enquanto simultaneamente inibe a exportacdo da maioria dos transcritos
celulares (FLINT E GONZALEZ, 2003). Esse complexo também desestabiliza a p53
(ROTH E DOBBELSTEIN 2003; ROTH et al,1998).

As proteinas das ORF3 e 6 também inibem a atividade da proteina quinase
DNA dependente (DNA-PK), que é essencial para o sistema de reparo de DNA
(NICOLAS et al, 2000) e parece que essa fungdo é importante para evitar a
concatenagdo do DNA viral durante a replicacdo (EVANS, 2003; WEIDEN E
GINSBERG, 1994).

O papel das ORFs1-2 permanece desconhecido. A ORF 4 parece inibir a
transducdo 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 VIiRUS (VA RNA)

Os VA RNAs sao pequenos RNAs transcritos pela RNA polimerase Il que
formam estruturas dsRNA (KIDD, GARWICZ, E OBERG, 1995). Eles se ligam a
PKR, de forma téo 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 Il dsRNA
especifica) 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 terd seus RNAs complementares destruidos. No entanto, os VA RNA séao
produzidos em quantidade suficiente para sobrecarregar o sistema de defesa via
PKR e dessa forma, os VA RNA impedem que haja a degradagédo do mRNA virais,
permitindo que ocorra uma tradugéo 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

estd presente em todas as espécies e tem sua fungdo bem estabelecida, como
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descrito acima. No entanto, VARNA2 nao tem sua funcao bem estabelecida e a
importancia e relevancia de possuir um ou dois genes VA RNA precisa ser melhor

estudada.

1.3.2- Regiao de transcricao intermediaria

Os genes intermediarios sédo expressos imediatamente apds a replicagado do
DNA e antes do inicio da expressdo dos genes tardios. Essa regido expressa 2
proteinas multifuncionais (pIX e plVa2) transcritas por promotores independentes
(BINGER E FLINT, 1984).

1.3.2.1- pIX

Além de seu papel estrutural no capsideo, a proteina IX auxilia no
empacotamento do DNA viral (GHOSH-CHOUDHURY, HAJ-AHMAD E GRAHAM,
1987). Esta também contribui na reorganizacao nuclear celular e media o sequestro
da proteina PML dentro de inclusées nucleares, provavelmente para facilitar a
proliferacéo viral (ROSA-CALATRAVA et al, 2003).

1.3.2.2- plVa2

A proteina IVa2 é conhecida por ter propriedades transativadoras para MLP
(TRIBOULEY et al, 1994). A plVa2 parece ser necessaria para o inicio da montagem
viral, pois particulas defectivas vazias ou incompletas podem ser isoladas de células
infectadas com Ad knock out para gene p/Va2, embora as proteinas tardias tenham
sido expressas (ZHANG E IMPERIALE, 2003).

1.3.3- Regiao de transcricao tardia

A unidade de transcricdo tardia é controlada pela MLP. Ocupa
aproximadamente 40% do genoma do virus e codifica todas as proteinas estruturais,
menos a plX, e mais quatro proteinas auxiliares (52/55K, 23K, 100K e 33K) que sao
importantes para uma montagem correta, encapsidacdo e maturacao dos virions. A
MLP transcreve um unico transcrito, o MLTU (major late transcript unit). Este recebe
de 5 a 6 diferentes sitios de poliadenilagdo e em combinagdo com splicing
alternativo, gera 5 ou 6 familias de mRNA (L1-L5 ou L6) (MEI et al, 2003; YOUNG,
20083).

A expressao do MLTU é induzida logo apds a replicacdao do DNA viral, mas a
transicao da expressao dos genes precoces e tardios € um processo complexo e em

células permissivas o inicio da fase tardia ocorre 14 p.i. (BINGER E FLINT 1984).
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A ativacdao da MLP parece requerer fatores de transativacdo cis e trans
(Young, 2003) como, por exemplo, as proteinas plVa2 e pIX (BINGER E FLINT
1984). Isto foi demonstrado em estudos envolvendo superinfeccdo de células
permissivas, com sorotipos distintos em combinacdo com fatores que inibem a
sintese de DNA. Este trabalho mostrou que a expressdo dos genes tardios somente
foi detectavel depois que a sintese de DNA viral tivesse ocorrido e que o acumulo de
produtos dos genes precoces nao foi suficiente para ativar a MLP. Isto indica que
esta regulacao, provavelmente é exercida em nivel transcricional, em detrimento ao
controle de processamento ou estabilizacdo seletiva do mRNA tardio (Thomas e
Mathews, 1980). Entretanto, a replicagdo do DNA n&o precisa estar completa para
iniciar a expressdo dos genes tardios e se a replicagdo do DNA for interrompida a
expressao desses genes pode continuar (Carter e Ginsberg, 1976).

Além do mais, uma alta expressao das proteinas plVa2 e plX parece ser
necesséaria para a replicagcdo do DNA (Binger e Flint, 1984). Curiosamente, um
inibidor celular (IVa2-RF) (Chen, Vinnakota e Flint, 1984) parece controlar a
transcricado do promotor de plVa2 (Huang et al, 2003). Porém, como o numero de
cépias de DNA aumenta, depois do inicio da replicagédo, seu efeito inibidor tende a
diminuir (Lin e Flint, 2000). O mecanismo de regulacéo da expressao de plX precisa
ser elucidado.

O processo de replicacdo do DNA viral parece necessitar de mudancas
estruturais cis-atuantes no femplate de DNA e a expresséo dos transativadores MLP,
plVa2 e pIX. Esse modelo ajuda explicar como os adenovirus conseguem
sincronizar a replicacdo do genoma com a transcricdo MLP-direcionada (Young,
2003). Ademais, fatores trans-atuantes também parecem estar envolvidos na
transi¢do transcricional precoce-tardia, entretanto, outros trabalhos indicam o papel
da proteina 33K e uma proteina de L4 (ainda ndo definida), neste processo (Farley,

Brown e Leppard, 2004).

1.4- A PROTEINA FIBRA E SEU PAPEL NA INFECTIVIDADE
A fibra é um trimero estavel da proteina IV e é subdividida em trés regibes:

porcao globular (knob), haste e cauda (Figura 6).
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Figura 6: Figura esquematica da estrutura da fibra dos adenovirus

A infeccdo adenoviral € iniciada pela adsorgdo do virion a célula através da
porcao globular da fibra (PHILIPSON, LONBERG-HOLM E PETTERSSON, 1968) e
a ligacao do virion a célula pode ser, eficientemente, inibida por competicdo com
outras fibras recombinantes (MEI, LINDMAN E WADELL, 2002; SEGERMAN et al,
2003). A importancia de uma interacao de alta afinidade entre a regido globular da
fibra e o receptor celular, para a infectividade viral, pode ser ilustrada pelo fato de
que mudangas na fibra incapacitam a infeccdo e/ou transfeccdo em células
previamente permissivas (HAVENGA et al, 2002, REA et al, 2001,
SHAYAKHMETOV et al, 2000), e particulas sem fibras tém sua infectividade
drasticamente reduzida (LEGRAND et al, 1999; VON SEGGERN et al, 1999).

A fibra sofre grande pressdo seletiva, devido a sua importancia na
determinag&o do tropismo viral, e a troca de fibras é um dos eventos naturais mais
comuns de recombinacédo entre Ads, indicando que este € um fato benéfico na
emergéncia 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 regido da haste possui unidades, de aproximadamente 15 aminoacidos, que
se repetem ao longo da haste da fibora. O numero 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
adsorgéo e em alguns casos em passos poés internalizagdo como desnudamento e
lise do endossomo (AMBRIOVIC-RISTOV, MERCIER E ELIOT, 2003; SEKI et al,
2002; SHAYAKHMETOV E LIEBER, 2000).

A regido da cauda é conservada em todas as espécies de adenovirus

humanos e tem a funcdo de ancorar a fibra a penton base do capsideo.
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Estudos de particulas virais desprovidas de fibras mostram que além do papel
no inicio da infeccédo, a fibra pode ter uma fungdo bioldgica adicional durante a
maturacgao de varias proteinas estruturais (LEGRAND et al, 1999). A fibra produzida
em excesso, durante a replicacao viral, € exportada complexada com a penton-base
(TROTMAN et al, 2003). Esse mecanismo, aparentemente, facilita a liberagdo dos
Ads C no trato respiratério, ao permitir que as jun¢des do epitélio pulmonar sejam
rompidas pela interacdo da fibra com receptores e proteinas da matriz celular
(WALTERS et al, 2002).

1.5- RECEPTORES DA FIBRA DOS ADENOVIRUS

1.5.1- CAR

Desde o inicio da década de 70, ja 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 proteina reconhecida por
ambos os virus. Essa proteina de 40kDa foi denominada CAR (receptor para
adenovirus e coxsackievirus) e pertence a categoria das proteinas transmembranas
tipo | e a superfamilia das imunoglobulinas (BERGELSON et al, 1997; TOMKO, XU
E PHILIPSON, 1997). Posteriormente, verificou-se que a proteina CAR possuia 2
ectodominios 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 fungdo de CAR na célula.
Em 2001, sua presenca foi detectada nas fight juntion, onde teria a fungdo 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 a proteina CAR solluvel (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 ¢ principalmente expressa em linhagens epiteliais. E detectada no
figado, rim, pulmao, cérebro, coragéo, colon, intestino grosso, testiculo, préstata e
pancreas, mas nao em mausculo esquelético, baco, ovario, timo ou placenta. Sua
expressao também é detectada em células hematopoiéticas, porém em baixos niveis
(PHILIPSON E PETTERSON, 2004). Dentre as células de medula 6ssea humana,
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40% de células néo linféides 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 mondcitos também s&o parcialmente susceptiveis a infecgdo por Ads
C (HUANG et al, 1997). No entanto, as células linféides que expressam baixos niveis
de CAR sao, 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 a infeccao por Ads C é correlacionada com uma alta expressao 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 a CAR séo
capazes de infectar células do trato respiratorio intacto (GRUBB et al, 1994;
PICKLES et al, 1998; WALTERS et al, 1999; ZABNER et al, 1997). Algumas
questdes relacionadas a interagdo CAR-Ads ainda precisam ser esclarecidas

O principal obstaculo a infecgdo parece ser a expressao basolateral de CAR
em células epiteliais polarizadas, onde, teoricamente, o receptor celular estaria
inacessivel ao virus no Ilumen (HUTCHIN, PICKLES E YARBROUGH, 2000;
WALTERS et al, 1999). Ademais, o glicocalice parece afetar negativamente a
infeccdo dos Ads C (PICKLES et al., 2000).

Alguns grupos de pesquisa tém especulado que uma ruptura transiente no
epitélio exporia CAR para a infecgdo. Por outro lado, interagées de baixa afinidade
com outros receptores abundantes, tais como o sulfato de heparana, poderiam
mediar ou, no minimo, facilitar a adsorcao inicial dos virions as células hospedeiras.
(DECHECCHI et al, 2000).

Outra hipétese, onde uma nova fungéo da interagdo Ads-CAR é descrita, foi
recentemente apresentada. Nas fases tardias da infec¢gdo, quando ocorre a
liberacao de virions (WALTER et al, 2002) e possivelmente fibras (TROTMAN et al,
2003), que sao direcionadas para a regidao basolateral, essas estruturas interagiriam
com CAR e dependendo dessa interagé@o, acarretariam a ruptura das tight junctions
e por conseqUéncia, a integridade juncional do epitélio respiratério seria desfeita.
Essa estratégia facilitaria o escape apical dos virus na barreira do epitélio
(WALTERS et al, 2002). Assim, a interacao fibra-CAR pode ser mais importante, ndo
somente para a entrada nas células hospedeiras, mas provavelmente para promover
a dispersao entre hospedeiros (WALTERS et al, 2002).
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Poucos residuos da interacdo CAR-porcao globular da fibra sdo estritamente
conservados (ROELVINK et al, 1999). Estudos de cristalografia, da porgao globular
da fibra de diferentes sorotipos de Ads, revelaram que a porgao globular é formada
por diferentes algcas conectadas por loops (BEWLEY et al., 1999; DURMONT et al,
2001). Esses loops sado importantes na ligagao da fibra a CAR (KIRBY et al, 2000;
ROELVINK et al, 1999). No entanto, a fibra sofre grande presséo seletiva negativa
produzida pelo sistema imune do hospedeiro. Como os adenovirus conseguem
manter a especificidade do receptor e evadir do sistema imune? Aparentemente, o
sitio de ligacdo a CAR fica protegido das pressoes seletivas por uma cobertura feita
pelas outras algas e loops da regido globular, que ndo participam do processo de
reconhecimento do receptor (HOWITT, ANDERSON E FREIMUTH, 2003).

1.5.2- ACIDO SIALICO

Alguns sorotipos da espécie D (HAdV-8, HAdV-19a e HAdV-37), que causam
ceratoconjuntivite epidémica, parecem se ligar a célula hospedeira através do acido
sidlico em alternativa ao CAR (ARNBERG et al, 2000; ARNBERG, PRING-
AKERBLOM E WADELL, 2002). A porcao globular da fibra desses virus apresenta
um alto ponto isoelétrico incomum (9.0-9.1) (ARNBERG, MEI E WADELI, 1997), o
que torna sua superficie positivamente carregada, como demonstrado em modelos
de predicdo de homologia. Dessa forma, essa interacdo parece ser carga-
dependente (ARNBERG et al, 2002).

1.5.3- CD46

Como dito anteriormente, todas as espécies de adenovirus humanos se ligam
a CAR, exceto a espécie B, que nao tinha nenhum receptor descrito até o momento.
Recentemente, uma proteina 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, SHAYAKHMETOQOV E LIEBER,
2003). Além desses, HAdV-37 (espécie D) também se liga ao CD46 (WU et al,
2004). CD46 é uma glicoproteina de membrana tipo | expressa em todas as células
nucleadas. Pertence a uma familia de proteinas reguladoras de ativacdo de
complemento e seus ligantes naturais sdo C3b e C4b (BARILLA-LABARCA et al,
2002). Uma de suas fungbes centrais é proteger a célula hospedeira do ataque de
complementos homélogos (LISZEWSKI E AYKINSON, 1992).
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Diversos patdgenos interagem com CD46, provavelmente devido as suas
fungbes imuno-regulatérias, pois o CD46 é capaz de bloguear o sistema
complemento (CATTANEO, 2004). Sendo assim, muitos patégenos o utilizam como
mecanismo de evasao do sistema imune: o virus do sarampo (MV) (Measles virus)
(DORIG et al, 1993), Hespesvirus humano 6 (HHV6) (SATORO et al, 1999), virus 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 adeséo celular vascular 1 (VCAM-1) é um membro
da super familia das imunoglobulinas. VCAM ¢ principalmente expressa em células
endoteliais em resposta a um estimulo inflamatério e media a adesao de leucécitos e
sua migracao para os sitios inflamatdrios.

VCAM-1 aparentemente facilita a adsor¢ao do virus a célula. Na transfeccao
de células ndo permissivas, NIH 3T3 (embrido de camundongo), com VCAM-1 foi
observado o aumento da ligacdo de HAdV-5 em aproximadamente 3 vezes e a
expressao do transgene de 6 a 10 vezes (CHU et al, 2001). No entanto, até o
momento os pesquisadores foram incapazes de demonstrar a ligacao direta de
HAdV-5 com a proteina VCAM-1 purificada (CHU et al, 2000).

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

CD80 e CD86 sao moléculas co-estimulatérias que estdo presentes em
células dendriticas maturas e linfocitos B. CD80 também é expressa em macréfagos
ativados Estdo envolvidas na estimulagdo e ativacdo de linfocitos T, através da
interacdo com CD28 (BARCLAY et al, 1997). HAdV-3 e HAdV-7 interagem com
CD80 e CD86 ¢ os utilizam como via de entrada na célula hospedeira, mas nao sao
0S seus receptores principais. Esses achados sugerem um mecanismo de
exploragdo de moléculas acessorias do sistema imune, que poderiam auxiliar tanto
na entrada da célula hospedeira quanto na evasao 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 ovario de hamster chinés —
chinese hamster ovary cells), porém com baixa eficiéncia. Sua fungao in vivo, como
no inicio da infec¢ao do trato respiratério permanece indeterminada (DECHECCHI et
al, 2000).

1.6- PENTON BASE (Pb)

A Pb é um pentamero da plll agrupado em uma estrutura de anel simétrico
(van OOSTRUM E BURNETT, 1985). A fibra é situada em cada um dos 12 vértices
da particula viral e se liga, ndo covalentemente, ao centro deste anel (Figura 7). A
Pb media a internalizacdo (WICKMAN et al, 1993) e parece promover o escape
endossomal dos Ads (MEIER et al, 2002; SETH, 1994).

As atividades da penton base durante a internalizagdo sédo mediadas por dois
motivos distintos, dependendo da espécie de adenovirus: 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 ligagdes cations divalentes dependentes (XIONG et al, 2003a).,

Co-receptores sao moléculas existentes na superficie celular que atuam como
auxiliadores no processo de entrada dos virus nas células. Nos Ads sdo as
integrinas que desempenham este papel. Na espécie C, as integrinas responsaveis
por este processo ja foram identificadas: avp3 e avp5 (WICKHAM et al, 1993) e
avB1 (DAVISON et al, 2001; LI et al, 2001). No entanto, alguns Ads, como o da
espécie F, ndo reconhecem essas integrinas na etapa de entrada na célula
(TIEMESSEN e KIDD, 1995).

Integrinas sé@o um grupo heterodimérico de moléculas de adeséao celular que
mediam o contato da célula com os componentes da matrix extracelular como:
fibronectina, vitronectinas e contatos célula-célula como na adesdo leucocitaria
(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 sinalizagdo
intracelular, via integrinas, para iniciar o processo de internalizagdo das particulas
virais (LI et al, 1998a e 1998b).
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Figura 7: Imagem reconstruida a partir de Crioeletromicroscopia de Human adenovirus B.
Na imagem o capsOmero hexon esta 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)

1.7- TROPISMO CELULAR

Em geral, o tropismo tecidual e os padrdes patogénicos dos Ads variam de
acordo com a espécie, embora membros de diferentes espécies também possam
causar sintomas similares. Os padrées patogénicos dos Ads podem ser agrupados
em 5 grupos: infeccées assintomaticas (espécie A e D), infecgdes respiratorias
agudas (espécie C, B1 e E), infecgbes gastrintestinais (espécie A e F) (ALLARD,
ALBINSSON, E WADELL, 1992), infecgbes do trato urinario (espécie B2) e infecgdes
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 infecgbes sintomaticas por Ads afeta criangas ou adultos jovens
(WADELL, 1984; WADELL, 2000), embora individuos imunocomprometidos também
possam ser afetados. Neste caso, quando a infecgdo é generalizada pode ocasionar
a morte. Geralmente, as infeccdes adenovirais sistémicas sao oportunistas,
relacionadas aos sorotipos capazes de desenvolver infecgbes 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 adenovirus nao
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 susceptiveis a infecgao produtiva por HAdV-2 e HAdV-5, mesmo nao
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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 varios fatores
envolvidos no tropismo celular (RUSSEL, 2000). Alguns autores tentaram modificar o
tropismo celular através da construgao de adenovirus sem fibras. No entanto, essas
particulas virais se mostraram muito instaveis e tiveram sua infectividade
drasticamente reduzida, possivelmente devido a via integrina dependente utilizada

por essas particulas (HUANG et al, 1996).

1.8- BIOSSINTESE VIRAL

A biossintese viral ocorre no nucleo celular e é dividida em duas fases,
separadas pelo inicio da replicagdo do DNA. Os eventos iniciais compreendem as
etapas de adsorcao, penetragdo, transcricao e traducdo dos genes precoces.

Concomitantemente com o inicio da replicacdo do DNA, ocorre o inicio da
fase tardia do ciclo com a expressdo de um novo grupo de genes virais, controlados
por um Unico promotor, o major late promotor (MLP) (HORWITZ, 2001). Todos os
genes, controlados pela MLP, expressam proteinas que apresentam sinalizacao
nuclear. Isto ocorre, porque embora a etapa inicial da morfogénese se dé no
citoplasma, a montagem da particula ocorre no nicleo.

Os polipeptideos recém sintetizados sé@o transportados para o nudcleo, onde
ocorre a formacao dos capsdémeros pela juncao de subunidades monoméricas dos
diferentes polipeptideos. Apdés a formagdo das faces do icosaedro, pelo
agrupamento das proteinas hexon e plX em unidades nonoméricas e estabilizagéao
da estrutura viral pelas proteinas pllla, pVI e pVIIl, ocorre a trimerizacao da fibra que
se insere na base. O DNA genbmico é inserido dentro do capsideo e por fim este é
fechado com a colocagéo dos pentons nos vértices. A liberagado da progénie viral da

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

1.8.1- O PROCESSO DE ENTRADA DOS ADENOVIRUS

O processo de reconhecimento celular foi descrito para o protétipo do género,
(HAdV-2), e sua eficacia é dependente de multiplas etapas. A ligagéo do virus a
superficie celular é iniciada pela interagdo primaria entre a por¢cao C-terminal da fibra
do virus e CAR (BERGELSON et al., 1997; TOMKO et al., 1997).

Assim que a fibra se adsorve ao receptor primario, ocorre a aproximagao da
particula viral a 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 avB3, amp2, a5B1e avB5 presentes na
membrana celular, levando os Ads a sitios especiais recobertos por clatrinas
presentes na membrana plasmatica (BAl et al, 1993; BERGELSON et al, 1997; CHIU
et al, 1999; DAVISON et al, 1997). Como resultado desta interagdo, ocorre a
internalizagao da particula viral, por mecanismo de endocitose (Figura 8) (MATHIAS
et al., 1994). A entrada do virus requer eventos de sinalizagdo mediados por
fosfatidilinositol 3- OH quinase (PI3K) e de pequenas GTPases da familia Rho (LI et
al., 1998).

A entrada viral pode ser dividida em duas fases: internalizagéo e escape dos
endossomos ou lissosomos. A ativacao de PI3K afeta a actina no citoesqueleto e as
GTPases (Rac e CDC42) induzem a polimerizagdo da actina, resultando na
formacdo de varias protusbes de membrana (LI et al 1998a; LI et al, 1998b). A
penetracdo nos endossomos € um processo acido 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 esquematica do processo de entrada do adenovirus até a liberagdo do genoma
viral no nacleo da célula. (1) Reconhecimento de CAR pela porgdo globular da fibra. (2)
Reconhecimento da integrinas pela penton base. (3) Formagao de uma fossa revestida por clatrina.
(4) Entrada do adenovirus na célula por endocitose mediada por clatrina. (5) Liberagéo das fibras
do capsideo, devido ao meio redutor. (6) Lise da vesicula endocitica pela interagéo da penton base
com a membrana do endossomo. (7) Transporte do capsideo até o nicleo, por proteinas celulares
motoras (8) Interagdo do capsideo com proteinas do complexo do poro nuclear. (9) Liberagdo do
core viral na matrix nuclear.
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1.8.2- TRANSPORTE INTRACELULAR

A entrada e o desnudamento sdo processos simulténeos e interdependentes.
Com a interagdo Pb-integrina, a particula perde as fibras (NAKANO et al, 2000) e
reativa a protease viral 23K que cliva a pVI (GREBER et al, 1996) e dissocia o0 DNA
viral do capsideo. Depois da entrada no citossol, o virion libera outras proteinas
associadas ao capsideo: pllla, pVIll e pIX (Figura 8) (GREBER et al, 1993).

A passagem dos Ads, através do citoplasma até o nucleo, é mediada pela
associagao do core (DNA viral covalentemente ligado a TP junto com a pVIl, pV e o
peptideo mu) com a proteina celular p32 (MATHEWS E RUSSEL, 1998). A p32 é
localizada na mitocéndria, mas também pode ser encontrado no nucleo, o que
sugere que ela é um componente do sistema celular de transporte entre a
mitocdndria e o nucleo (RUSSEL, 2000). Dessa forma, os virus podem se apropriar
desse sistema para ganhar acesso ao nucleo, pois essa passagem é relativamente
rapida e também envolve a participagdo das proteinas motoras, dineinas e
microtubulos (LEOPOLD et al, 2000; SUOMALAINEN et al, 1999), que sao utilizadas
no transporte intracelular dos Ads, como demonstrado no estudo do transporte do
HAdV-2 até o nucleo (DALES E CHARDONNET, 1973; SUOMALAINEN et al, 1999).

A entrada no poro nuclear € mediada pela interagéo da proteina hexon com
proteinas do complexo do poro nuclear (NPC) e CAN/Nup214 que ancoram a
particula no poro, onde ocorrem os ultimos passos de desnudamento (TROTMAN et
al, 2001). A interacdo do capsideo com as histonas nucleares H1, importam fatores
como a proteina Hsc70 que inicia a liberagdo do DNA viral do capsideo para a
entrada no nucleo (SAPHIRE et al, 2000; TROTMAN et al, 2001). Em seguida, o
genoma do Ads associado as proteinas do core é ftranslocado dentro do
nucleoplasma através do NPC (GREBER et al, 1997; TROTMAN et al, 2001).

1.8.3 - REPLICACAO DO DNA DOS ADENOVIRUS

Uma vez dentro do nudcleo, o genoma viral é direcionado a matrix nuclear
(NM), onde a TP forma um complexo com a proteina celular CAD (enzima de sintese
de pirimidina) e possivelmente com outros componentes da NM (ANGELETTI E
ENGLER, 1998; FREDMAN E ENGLER, 1993). E interessante ressaltar que a
laminina nuclear B, a qual € um componente da NM, se liga avidamente a p32
(SIMOS E GEORGATOS, 1994), o que seria importante para a dissociagdo da p32
do genoma viral recém-chegado ao nucleo (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 replicagdo do DNA pela Adpol (de JONG, VAN DER VLIET, E
BRENKMAN, 2003). O DNA dos Ads contém regides terminais repetitivas (ITRs)
associadas a TP, que esta ligada covalentemente a terminacdo 5’ da dupla fita de
DNA (REKOSH et al, 1977). A replicagcdo do DNA viral comeca em ambas as
terminagbes 5 e reconhece seqliéncias dentro dessas ITRs como origem de
replicagéo (HAY et al, 1995). In vitro, os fatores minimos necessarios para o inicio da
replicagéo e elongacdo do DNA viral séo as proteinas virais pTP, Adpol, DBP (DNA
binding protein) e os fatores celulares (NF) LIl e Il (Oct-1). Os fatores celulares NFI
e NFIll ligam-se a Adpol e a pTP e recrutam o complexo pTP-Adpol para o core de
origem.

Proximo as terminagoes do DNA esta o local de ligacdo do complexo pTP-
Adpol e adjacente a este ha o sitio de ligacdo para fatores de transcricao celulares.
A Adpol entéo adiciona o nucleotideo citocina diretamente a pTP, por um mecanismo
dependente de femplate chamado jump back. Por esta razdo, a primeira base
adicionada corresponde a sequiéncia da terminacao 5’- do genoma. A Adpol adiciona
mais dois nucleotideos aos aminoacidos da pTP seguintes, até formar a seqiiéncia
CAT. O complexo pTP-Adpol se liga a esta recém sintetizada seqliéncia CAT e
entdo retorna ao final da fita template onde CAT atua como primer para elongacao
da resto da fita de DNA. O DNA é, entdo, estendido a partir desta proteina primer
continuamente, até o final do genoma (Di MAIO E COEN, 2001).

Para que haja a replicacdo, a DBP e a TP que sdo ligadas ao genoma,
estabilizam o complexo pré-iniciagdo no core de origem. Para a elongacdo do DNA,
a DBP e a topoisomerase celular NFIll sdo necessérias para mediar e manter o
dsDNA desenrolado, passo importante para que a Adpol possa iniciar a sintese de
outro genoma viral (DOUCAS et al., 1996; EVANS E HEARING, 2003).

1.8.4 - MONTAGENS DE NOVAS PARTICULAS VIRAIS

A montagem de novos virions parece ocorrer nos corpos de inclusao
nucleares e esta relacionada a expressdo de proteinas estruturais. Acredita-se que
os virions de Ad formem-se a partir de capsideos vazios onde sdo inseridas as
moléculas de DNA (OSTAPCHUK E HEARING, 2003). De modo geral, a regido
repetitiva (que constitui o sinal de empacotamento) deve estar localizada bem

proxima ao final do genoma para mediar a encapsidagédo do DNA (HEARING et al,
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1987). Entretanto, o encapsidamento do DNA de Ads ndo parece ser dependente
das ITRs, o que sugere que o sinal de encapsidagao ocorre em regides heterdlogas
do DNA (OSTAPCHUK E HEARING, 2003).

A montagem de novos virions é acompanhada por grandes mudancas na
arquitetura nuclear e da permeabilidade da membrana nuclear (RAO et al, 1996;
TOLLEFSON et al, 1996). Isto ocorre para facilitar a saida dos virions para o
citoplasma e, em seguida ha a desintegragdo da membrana plasmatica para que
haja a liberacao dos virions da célula (RUSSEL, 2000). Este processo de lise celular
para a liberagcdo dos Ads das células € bem caracterizado para a espécie C, mas
iSs0 n&o ocorre em outras espécies, como a F, onde nédo h4 lise celular durante todo

o ciclo viral.

1.9- Human adenovirus F

Os adenovirus da espécie F (Human adenovirus F), sorotipos 40 e 41 (HAdV-
40 e HAdV-41), apresentam caracteristicas biolégicas, moleculares e estruturais
diferentes dos demais adenovirus humanos. Foram descobertos, ao acaso, em
microscopia eletrénica, diferentemente dos outros adenovirus que foram
descobertos em cultura celular (FLEWETT, et al, 1974). A primeira cepa isolada foi
designada Tak (TAKIFF, 1981), mas s6 foi caracterizada anos depois (de JONG et
al, 1983).

Os Human adenovirus F possuem tropismo entérico e sédo considerados de
grande importancia na etiologia da gastrenterite infantil aguda (TIEMESSEN & KIDD,
1995; TIEMESSEN & KIDD, 1994). Em relacéo ao prot6tipo do género, o HAdV-2, os
adenovirus F sao de dificil cultivo in vitro, apresentam modificacées nos genes que
codificam as proteinas precoces (E1A; E1B; E2; E3 e E4) e contém dois tipos de
fibras, uma longa e outra curta. Essas estao distribuidas de forma alternada, uma em
cada base, caracteristica estrutural que é exclusiva do Human adenovirus F
(FAVIER et al, 2002).

As diferencas estruturais dos HAdV-40 e HAdV-41 refletem no mecanismo de
adsorgcéo e penetragdo da particula viral. As fibras (longa e curta) sédo codificadas
por dois genes distintos, sendo que a fibra longa se adsorve ao receptor CAR, mas a
fibra curta ndo o faz (ROELVINK et al, 1998). Estes dados sugerem que apenas a
fibra longa destes virus seja utilizada na fase de adsorgcao viral. Outra diferenga

estrutural dos HAdV-40 e HAdV-41 é a auséncia da sequéncia RGD na penton-base,
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responsavel pela interagcdo com as integrinas, importante na etapa de penetragao do
virus na célula. O HAdV-40 carrega a sequéncia RGDA e o HAdV-41 carrega a
seqliéncia IGDD (ALBINSSON & KIDD, 1999).

Os Ads F embora ndo contenha o motivo RGD, carrega o motivo LDV. Este
motivo, esta presente em quase todos os Ads, indicando que a Pb pode utilizar a
seqliéncia LDV no reconhecimento de integrinas, tais como a4p1 (KOMORIYA et al,
1991) expressa em linfécitos e mondcitos, 0os quais expressam poucas integrinas
que estejam no estado inativo (HUAND, ENDO E NEMEROW, 1995).

1.9.1 — Aregiao precoce 3 dos HAdV-41

A maioria dos estudos sobre a fungdo das proteinas de E3 se restringe a
espécie C. Muitos genes da regido E3, tais como 10.4K, 14.5K e 14.7 K (Figura 5,
barras em azul), existem em todas as espécies de adenovirus humanos e as
proteinas 12.5K e 19K estdo presentes na maioria das espécies, com excegédo da
espécie F que nédo possui ambas proteinas e da espécie A que ndo possui a
proteina 19K (BURGET et al, 1999).
A regido E3 do HAdV-41 consiste de 3373 nucleotideos e contém seis ORFs,
designadas de RL1 a RL6 (YEH et al, 1995). Destas, as seqUéncias de RL1 a RL3
sdo exclusivas dos adenovirus da espécie F (HAdV-40 e HAdV-41). Elas codificam
uma proteina de 173 aminoacidos (19.4K), outra de 276 aminoacidos (30,4K) e uma
proteina de 59 aminoécidos (6.7K) (Figura 18- barras roxas) (BURGET et al, 1999).
R L4 codifica uma proteina de 90 aminoacidos (10,1K), que possui 40% de
homologia com a proteina 10,4K da E3 da HAdV-2. RL5 codifica uma proteina de
107 aminoé&cidos (12.3K) que é andloga da proteina 14,5K de HAdV-2 e RL6 codifica
uma proteina de 122 aminodcidos (14,7K) analoga a proteina 14,7K de HAdV-2.

RL1, RL2 e RL3, por serem Unicos, podem ser uma das explicagdes porque
0s adenovirus da espécie F se diferem substancialmente de outros adenovirus
humanos na interagdo com o hospedeiro, 0s quais sdao predominantemente
entéricos em detrimentos dos outros que séo preferencialmente respiratérios (YEH
et al, 1995).

Entre as funcbes das proteinas de E3, umas das mais estudadas é a da
proteina 19K. Ela € a proteina mais abundante expressa pela E3 dos adenovirus da
espécie C. Ela se liga ao MHC de classe | no reticulo endoplasmatico e o impede de

transportar novas moléculas de MHC sintetizadas para a superficie celular
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(ANDERSON et al, 1985; BURGETT et al, 1987). Conseqlentemente, o
reconhecimento de células infectas por linfécitos T citotoxico € drasticamente
suprimido (RAWLE et al, 1991).

Como dito anteriormente, com excecao da espécie A e F, todas as outras
expressam uma proteina 19K-like (WOLD et al, 1995). Dessa forma, esses
adenovirus sao incapazes de reter moléculas de MHC no RE. No entanto, células
transformadas com HAdV-12 (espécie A) apresentam subexpressdo de MHC-I
comandada pelas proteinas de E1A (SCHRIER et al, 1983). O mecanismo molecular
dessa regulacdo ainda ndo estd claro, mas parece envolver processamento
diferencial do fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB). Outros componentes do
padrdo de apresentagcdo de antigenos, como transportadores TAP e subunidades
proteossomais também tém suas transcricées suprimidas, o que também contribui
para a redugao do MHC na superficie celular (ROTEM-YEHUDAR et al, 1994). Até o
momento, ndo é claro se esses mecanismos operam durante a fase aguda ou na
persisténcia em células humanas. E claro que a fungdo de E3/19K n&o é necessaria
para a sobrevivéncia das espécies F e A no ambiente intestinal, onde esses virus
preferencialmente se replicam. Entretanto, E3/19K pode ser benéfica durante a
replicag@o no trato respiratério e outros tecidos, o que favoreceria as outras espécies

de adenovirus.

1.10- O RECEPTOR DAS CELULAS T (TCR)

Os linfocitos T reconhecem uma grande quantidade de antigenos polimérficos
por meio do uso de um complexo protéico altamente diverso, que atua como
receptores de antigenos, o TCR. Existem duas classes de receptores de antigenos
de células T (TCR): o mais comum, do tipo a:p, estd presente na maioria das células
T, as quais podem possuir funcdo reguladora ou efetora. A segunda classe
apresenta um fendétipo de superficie mais raro, o TCR y:8 (Figura 9) (SAITO et al.,
1984).
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Diferentemente das células T convencionais, as células T y:6 ndo sofrem
selecdo positiva ou negativa no timo e nao se ligam ao complexo MHC-antigeno
(HASS et al., 1993). As células T portadoras de receptores v:5 sdo abundantes na
mucosa do intestino, quando comparadas com outros tecidos linféides e suas
fungdes no sistema imune ainda nao estdo claras (GOODMAN e LEFRANCOIS,
1988). Estudos com camundongos deficientes em linfocitos a3 e/ou 6 mostraram
haver diferengas qualitativas e quantitativas no modo como as infecgoes séo
clareadas. Ademais, porcentagens anormais de células Tyd infiltrantes tém sido
relatadas em tecidos alvos de doencas auto-imunes e pacientes com infeccéo 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 yd respondem e contribuem para a resposta imune de maneira distinta das
células T of, mas ndo explicam a natureza e os mecanismos moleculares das
funcdes das células T v (CHIEN E BONNEVILLE, 2006).

1.11-O SISTEMA IMUNE DE MUCOSA

As superficies epiteliais das mucosas que revestem a boca e os tratos
respiratorio, digestorio e reprodutivo possuem seus proprios sistemas imunes
especializados, chamados de tecidos linféides associados a mucosa (MALT). No
intestino, esses tecidos sdo chamados de GALT e no sistema respiratério de BALT
(JANEWAY et al, 2007). Assim como a pele, as superficies mucosas sao
colonizadas por linfocitos e APCs que iniciam as respostas imunolégicas contras os
antigenos ingeridos e inalados. (ABBAS E LICHTMAN, 2005).

No GALT os linfécitos estdo presentes em grandes quantidades em trés
regides principais: na camada epitelial (IEL); espalhados pela Iamina prépria e em
colegdes organizadas chamadas de placas de Peyer. As células de cada regido
apresentam propriedades fenotipicas e funcionais distintas (ABBAS e LICHTMAN,
2005),

Nas placas de Peyer, os antigenos sao capturados pelas células M que os
transferem, por mecanismo de transcitose, ao espago subcelular onde os expbem
aos linfocitos localizados logo abaixo. Os linfocitos, nas placas de Peyer, formam um
foliculo, onde a grande area central é colonizada por linfécitos B que estao cercados
por uma pequena quantidade de linfécitos T (JANEWAY et al, 2007).
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A lamina prépria intestinal contém uma populacao mista de células, que inclui
os linfocitos T (em sua maioria CD4+ ativados), uma grande quantidade de linfécitos
B, plasmocitos ativados, bem como macréfagos, células dendriticas, eosindfilos e
mastocitos. (ABBAS E LICHTMAN, 2005).

A maioria dos IELs é constituida de linfocitos T, e existem entre 10 e 20 IEL
para cada 100 enter6citos no intestino delgado humano (JANEWAY et al, 2007). As
células T do intestino podem ser divididas em dois tipos. O tipo “A” possui TCRaf
duplo positivas (CD4 e CD8) e o tipo “B” compreende as células Tyd duplo negativas,
TCRYd CD8aa e TCR aCD8 aa.(JANEWAY et al, 2007).

Nos camundongos, aproximadamente 50% dos IELs expressam a forma yo de
TCR. Nos seres humanos, somente cerca de 10% dos IELs sdo 3, mas essa
proporgao ainda é maior do que a quantidade de células yd encontradas entre as
células T de outros tecidos (CHIEN E BONNEVILLE, 2006). Os IELs, tanto os que
expressam TCRaf quanto os que expressam TCRYd, apresentam uma diversidade
limitada de receptores de antigenos quando comparados com outros linfécitos T
(ABBAS E LICHTMAN, 2005).

Em humanos, cerca de 70% dos IEL sdo CD8+ e a grande maioria deles
expressa CD8aa. Este homodimero liga-se ao MHC de classe | que nao apresenta
antigenos, chamado antigeno de leucemia timica (TL). O antigeno TL é expresso
quase que exclusivamente por células epiteliais do intestino. A interagéo do TL com
o CD8aa parece modular a atividade das IELs, reduzindo sua atividade citotdxica
direta e aumentando sua producdo de citocinas. Essa atividade dos IELs é

importante no controle do reparo do epitélio mucoso lesado. (JANEWAY et al, 2007).

1.12- ORIGEM DAS CELULAS T8

Quando as células progenitoras entram pela primeira vez no timo, vindas da
medula 6ssea, elas nao expressam a maioria dos marcadores de células T maduras
(CD3:TCR, CD4 e CD8). Esses timocitos sdo entdo chamados duplo-negativos.
Essas células desenvolver-se-ao, através de duas vias distintas, em linfécitos Taf3 e
Tyd. Na via TCRap, os timécitos duplo negativos comegam a expressar CD44, Kit,
CD25 (que é transiente) e receptor para SCF. Com a expressdo das citocinas
especificas: IL-2, IL15 e principalmente IL-7, inicia-se a expressdo do CD3:TCR,

CD4 e CD8 e entao, esses timécitos sdo chamados de duplo positivos. Através de
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selegdo positiva por reconhecimento de MHC préprio, as células param de expressar
um ou outro co-receptor, tornando-se timdcitos unipositivos, isto € CD4 ou CD8
positivos. Por sua vez, na via TCRYyd, se os timdcitos duplo-negativos receberem
sinal para expressdo do TCRYd, eles amadurecem e migram para fora do timo
(JANEWAY et al, 2007)

Existem dois conjuntos altamente distintos de linfocitos T 5. As células T ¥3, que
sdo encontradas no tecido linféide de todos os vertebrados, apresentam receptores
altamente diversos. Em contraste, as células T yd intraepiteliais, somente séo
encontradas em alguns vertebrados, e comumente apresentam receptores de
diversidade muito limitada (CHIEN E BONNEVILLE, 2006). Com base nessa
diversidade limitada e na auséncia de circulagdo, foi proposto que as células Tyd
intraepiteliais possam reconhecer ligantes derivados do epitélio em que residem,
mas que sdo expressos apenas quando as células séo infectadas: como as
proteinas de choque térmico, MHC de classe | like: MICA e MICB (WU, GROH E
SPIES, 2002), MHC de classe Ib (SCHILD et al, 1994; CROWLEY et al, 2000) e
nucleotideos e fosfolipideos raros, para o0s quais existem evidéncias de
reconhecimento pelas células Tyd (CHIEN E BONNEVILLE, 2006).

Diferentemente das células Taf, as células Tyd nao reconhecem antigenos
apresentados por MHC, em vez disso, elas parecem reconhecer os seus antigenos-
alvo diretamente (CHIEN, JORES E CROWLEY, 1996).

TCR CD3 complex CD4 or CD8
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Figura 9: Figura esquemética do receptor de célula T do tipo oy com dois dominios
extracelulares: a porgdo varidvel (V) e a porgdo constante (C), associada com o
complexo CD3 e com moléculas acessérias CD4 ou CD8.
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2- JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de receptores alternativos por adenovirus pode ser uma
estratégia de evasdo do sistema imune. Varios grupos ja reportaram o
estabelecimento de infecgdes persistentes por Human adenovirus C em linhagens
celulares de linfécitos (GARNETT et al, 2002). Nestes, o genoma viral € mantido e
pequenas quantidades de particulas infecciosas sdo produzidas enquanto a célula
mantém sua cinética de crescimento normal (CHU et al, 1992; FLOMENBER et al,
1996; SILVER, 1998). Essas observacbes sugerem que os adenovirus C podem ser
capazes de realizar um ciclo infeccioso alternativo nas populagdes de linfécitos, com
uma replicagdo nao litica e apresentando persisténcia. Para os adenovirus, o
receptor primario CAR parece inacessivel no epitélio colunar intacto. Isto leva a
supor que outros receptores ou mecanismos de invasdo do tecido devem ser
utilizados para permitir a infecgcdo das mucosas. Walters e colaboradores, em 2002,
demonstraram que, no inicio do processo infeccioso, células da camada basal do
epitélio respiratério estdo repletas de adenovirus. Estes, quando liberados destas
células, assim como o excesso de fibra produzido no inicio da multiplicagao viral, sao
transportados no sentido baso-apical, interagindo com CAR e desmembrando o
epitélio colunar. Desta forma, os virus atingem as células epiteliais e passam de uma
célula a outra. O que nao é conhecido é como os adenovirus chegam até as células
da camada basal. O entendimento de como os virus infectam a célula exige novas
informagdes sobre os mecanismos de adsor¢do e a entrada, além de informagbdes
precisas sobre quais tipos celulares e tecidos séo infectados in vivo.

Em nosso grupo de pesquisa foi revelada uma interagdo, em sistema duplo-
hibrido, da fibra curta do HAdV-41 com um peptideo correspondente a um dominio
presente no TCRyd de linfécitos T intestinais. Assim, visamos verificar e comprovar a
interacdo do HAdV-41 com linfécitos TCRyS por meio de ensaios de infeccdo em

cultura de linfécitos.
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3- OBJETIVO:
Estudar a interagdo dos HAdV-41 com linfécitos humanos extraidos de sangue

periférico e de mucosa intestinal.
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MATERIAL E METODOS
4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

4.1.1 -Células HEK-293

Células, de linhagem estabelecida, oriundas de rim de embriao humano,
transformadas pela regido E1A de HAdV-5 (GRAHAM e SMILEY, 1977), foram
cultivadas em garrafas de 75 cm?® em meio essencial minimo de Eagle (MEM)
(Cultilab, Campinas, Brasil), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab).
Estas células foram mantidas em incubadora a 37 °C, em atmosfera de 5 % de CO,
e repicadas na propor¢do de 1:4, a cada 7 dias, com solu¢do de tripsina 0,25 %
(Sigma-Aldrich, Saint Loius, Estados Unidos) em solucdo tamponada de fosfato
(PBS) pH 7,4.

4.1.2 - Células mononucleares de sangue periférico

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram colhidas de
voluntarios saudaveis isoladas em gradiente de densidade de Ficoll (Amersham
Bioscience, Piscataway, Estados Unidos) por centrifugagéo a 700 x g por 30 minutos.
A fragao celular foi coletada, lavada em PBS pH 7,4 e mantida em meio essencial
minimo de Dulbeco (DMEM), contendo alta concentracdo de glicose (4500 mg/L)
(Invitrogen, Califérnia, 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 aminoacidos ndo essenciais (0,1 mM), 1 mL de vitaminas (0,1mM), 1 mL de
piruvato de sédio (1mM) e 100pL de 2-mercaptoetanol (10°M), todos da Invitrogen.
Para garantir um melhor controle microbiano foi acrescido ao meio de cultivo: 4 pg 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 antibiéticos. O meio de cultivo foi trocado a cada dois dias, e
as culturas foram repicadas com 100 % de confluéncia celular. As culturas foram

mantidas em incubadora a 37 ¢C e atmosfera de 5 % de CO..
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4.1.3 - Linfocitos intraepiteliais

Linfécitos intraepiteliais (IEL), obtidos da mucosa intestinal de pacientes
submetidos a procedimentos cirdrgicos, foram cultivados da mesma forma que
PBMC.

4.2- ETICA EM EXPERIMENTACAO HUMANA.

Os voluntérios que cederam sangue para a colheita dos linfécitos periféricos
ou os pacientes que cederam fragmentos de intestino foram informados dos
procedimentos cientificos e assinaram o termo de conscentimento pré- informado. O
projeto foi aprovado pelos comités de ética em experimentagdo humana, do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Universidade de Sao Paulo (N° 0120/07).
e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (N° 674/CEP)

4.3.- CRIOPRESERVACAO DOS TIPOS CELULARES UTILIZADOS
4.3.1- IEL e PBMC

Cada suspensao celular obtida foi centrifugada a 500 x g, durante 10 minutos
a 18 °C Apods a sedimentacdo 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 distribuidas em criotubos previamente refrigerados a. -20
2C. O congelamento foi realizado gradualmente por resfriamento a -20 °C por 24
horas a, seguido por mais 24 horas a -80 °C e, por fim, transferéncia para nitrogénio
liquido (-185°C).

4.3.2 - Células HEK-293

Para obtengéo dos estoques da linhagem celular HEK-293, as células foram
cultivadas em frascos de 150 cm?. 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 °C . Apos a sedimentacao 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
distribuidas em criotubos previamente refrigerados a -20°C. O congelamento foi
realizado gradualmente por resfriamento a -20 °C por 24 horas a, seguido por mais

24 horas a -80 °C e, por fim, transferéncia para nitrogénio liquido (-185°C).
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4.4- OBTENCAO DE FRAGMENTOS DE MUCOSA INTESTINAL HUMANA.

Os fragmentos intestinais foram obtidos de procedimentos cirlrgicos,
realizados no Centro Cirdrgico 1 do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Paulo (HCUSP), em colaboragdo com a Dra. Magaly Gemio Teixeira do
Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo. Os fragmentos intestinais, depois de coletados, foram transportados até o
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo (ICB-USP), em salina tamponada de Hank contendo 8 pg 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. Ap6s 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 pedagos 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
extracao dos linfécitos, 4pg de fungizona/mL, 500U/mL de penicilina e 2,5 mg de
estreptomicina/mL.

4.5- METODOS DE SEPARACAO DE IEL DA MUCOSA INTESTINAL
HUMANA

Para a obtencdo de linfocitos intraepiteliais de mucosa intestinal humana,
foram testados cinco métodos de extragéo celular: tripsinizagéo a frio, tripsinizacéo a
quente, cultura de explante, o protocolo de extracdo de células intrapiteliais
desenvolvido por Mosley e Klein, (1992) e o protocolo de Mosley e Klein (1992)
modificado.

4.5.1 — Método de Tripsinizacao a quente (Freshney, R.l, 2000)

O tecido (epitélio intestinal), ap6s ser fragmentado e lavado para a retirada do
muco, foi submetido ao método de tripsinizagcdo 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 °C. A suspenséao foi agitada a 100 RPM, a 37 °C, durante 30

minutos, em uma incubadora com plataforma de agitagdo (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 suspenséo foi
novamente incubada com agitagdo de 100 RPM. Ap6s 30 minutos, as células
desagregadas foram colhidas em um tubo de 50 mL contendo SFB, para a
neutralizagdo da tripsina, e mantidas a 4 °C. Este processo foi repetido varias vezes
durante a tripsinizagdo (aproximadamente 4 horas ou até a desagregacéo total do
tecido). As células desagregadas foram centrifugadas a 500 x g por 10 minutos a 4
°C. O sedimento celular foi ressuspendido em meio DMEM com alta glicose,
suplementado e contendo antibiéticos (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 antibi6ticos. As células foram incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5 % de CO:..

4.5.2 — Método de Tripsinizacao 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 nutricdo celular. Estas células foram incubadas a 4 °C por 24 horas para a
penetracao da tripsina no tecido. Apos este periodo, os frascos foram aquecidos a 37
°C por 1 hora, os fragmentos celulares foram decantados e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, nova solugdo de tripsina 0,25 % a 37°C foi acrescentada
aos fragmentos intestinais e a suspensdo foi incubada em uma plataforma de
agitagao a 100 RPM, a 37 °C, durante 30 minutos (Minitron- INFORMAN, Inglaterra).
As células desagregadas foram colhidas e transferidas para um tubo contendo SFB a
4 °C, para a inativagdo da ftripsina. Apds 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 6rgéo 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 pedacos de 1 a 5
mm e estes colocados sobre a superficie interna de um frasco de meio de cultura,

previamente coberto com um filme de SFB, para facilitar a adeséo tecidual. Apds 2 a
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3 horas de incubacgéao, periodo necessario para a adesao do tecido a superficie do
frasco, foi adicionado 1 mL de meio DMEM com alta glicose, suplementado e
contendo antibiéticos (item 1.2). Apos 3 a 4 dias, os fragmentos foram retirados do
frasco e as células, que migraram para fora dos fragmentos e aderiram a superficie
do frasco, foram ftripsinizadas e transferidas para novos frascos contendo meio

DMEM com alta glicose, suplementado e contendo antibiéticos.

4.5.4 — Método de isolamento de linfécitos 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 acido etilenodiamina tetracético (EDTA) e 1mM de
DTT, e postos em agitagdo magnética por 30 minutos a 37 °C. As células dissociadas
foram extraidas e os fragmentos de tecidos foram retirados. Em seguida, a
suspensao celular foi passada por uma camada de gaze, para a retirada de debris
celulares, muco e de dissociagdo 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 suspensao celular foi sobreposta a 2
mL de Percoll 70 % em PBS pH 7,4. O gradiente descontinuo de Percoll foi
centrifugado a 600 x g por 20 minutos e apo6s a centrifugagéo, os enterdcitos se
posicionaram fora do gradiente, acima do Percoll 40%, e os linfocitos e heméacias
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 antibiéticos. As células foram
incubadas a 37 °C em atmosfera de 5 % de COp,

4.5.5- Método de Mosley e Klein modificado.

Neste método, foram introduzidas algumas modificagdes no protocolo original
(MOSLEY e KLEIN, 1992). A primeira modificagdo foi a substituicdo da solugéo de
EDTA e DTT utilizada na desagradagédo celular, pelo método de extragdo por
tripsinizagdo 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 descontinuo foi centrifugado a 500 x g por 30 minutos a 18 °C. Apds a
centrifugacéo, houve a formagéo de um anel de linfécitos e hemacias sobre o Percoll

70 % e o posicionamento dos enterdcitos acima do Percoll 40 % (Figura 10B). O anel
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de linfocitos e hemacias 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 separagado das hemacias e linfocitos
foi utilizado um gradiente de Ficoll, ao invés de um tamp&o 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 ¢ C (Figura 10C). Apéds a
centrifugacdo, houve a formagdo de um anel de linfocitos e a sedimentacdo das
hemacias (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 antibiéticos. As células foram incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5 % de CO;

Enterécitos
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Figura 10: Método de separagdo de linfécitos intraepitelias de mucosa intestinal,
utilizando gradiente de Percoll e Ficoll.

4.6- PURIFICAGAO DA CEPA PADRAO HADV-41(TAKIFF et al, 1981)

4.6.1 - Producéo da cepa padrdao 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 cm? . O primeiro lote

continha 20 frascos e o segundo 42. Para testar a eficiéncia na concentragdo das
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particulas virais, foi coletado somente o sobrenadante de um dos lotes. Apés 2 a 3
dias, quando as culturas apresentaram 70 % de confluéncia celular, foi realizada a
lavagem do tapete celular com PBS pH 7,4 suplementado com 1 mM de magnésio e
1 mM de calcio. Em seguida, cada frasco foi inoculado com 500 L de suspensao da
cepa-padrao de HAdV-41 (TAK), 82 passagem em cultura, da colecao de virus-
padrdo do Laboratério de Biologia Molecular de Adenovirus, do Departamento de
Microbiologia do ICB-USP. Ap6s uma hora de adsor¢do, a monocamada celular foi
suplementada com MEM acrescido de 0,2 % de SFB. As culturas inoculadas foram
incubadas a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO,, durante sete dias, para que ocorra
a formagéo de particulas virais completas.

Apés a observacdo do efeito citopatico (ECP) as células infectadas foram
colhidas e precipitadas por centrifugacdo a 600 x g durante 15 minutos a 4 °C. Em
seguida, as particulas virais foram extraidas 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 precipitacao celular, os sobrenadantes das culturas
inoculadas foram submetidos a ultracentrifugacdo a 100.000 x g, durante 3 horas,
para a precipitagio das particulas virais. Os sedimentos foram armazenados a -20 °C

até o momento de uso.

4.6.2- Purificacao 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
tampao 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 ultracentrifugacdo. Os dois lotes foram
clarificados com igual quantidade de Vertrel-XF (DuPont® , Delaware, Estados
Unidos) para eliminagao dos lipideos e centrifugadas a 970 x g durante 25 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram colhidos e aplicados sobre o primeiro gradiente de
CsCl. Este era composto de uma solugao de 4,0 M de CsCl em tampao 10mM de
acido hidroxietilpiperaziniletanosulfénico (HEPES) sobreposta por uma solucao de 2,2

M de CsCl em tampéao HEPES e por fim sobreposta pela solugao da suspenséao viral.
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O gradiente foi submetido a ultracentrifugacdo de 100.000 x g durante duas
horas a 4°C em ultracentrifuga L8-70M (Beckman®, Fullerton, Califérnia, Estados
Unidos), utilizando o rotor TLA-110. A banda viral, contrastada contra fundo escuro
sob iluminagao de luz branca, foi colhida através da remogcéo do meio sobreposto e
aplicada em um segundo gradiente.

Para a preparagédo do segundo gradiente de CsCl, a suspensao viral foi
acrescida de igual volume de CsCl saturado em tampédo 10 mM de HEPES e posta
no fundo do tubo de ultracentrifugacao. Este foi sobreposto por uma solucdo de 4 M
de CsCl que por sua vez foi sobreposto por uma solugdo de 2,2M de CsCl. O
gradiente formado foi submetido a ultracentrifuga¢éo de 230.000x g durante 3 horas a
4 °C. A banda viral foi contrastrada, como dito anteriormente, coletada e acomodada
em uma membrana de didlise pré-tratada em uma solugédo de 1 mM de EDTA e 2 %
de bicarbonato de sédio. A didlise foi realizada em tampao HEPES-EDTA (10 mM
HEPES; 1 mM EDTA) por 24horas em baixa agitagdo e por mais duas vezes contra
tampdo HEPES-EDTA-glicerol, com troca do meio de dialise a cada duas horas. A
suspensao viral purificada foi armazenada a -20°C.

A descontaminacdo do estoque viral foi feita com 1000 U/mL de penicilina,
1000 pg/mL de estreptomicina e 50 pg/mL de fungizona. O estoque foi incubado a
temperatura ambiente por uma hora e a seguir foram realizados testes de

esterilidade nos meios liquidos: LB e YPD.

4.6.3 - Titulacao do estoque viral purificado pela técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFI)

Uma microplaca de 96 cavidades foi recoberta com 20.000 células HEK-293
por cavidade, em MEM suplementado com 10 % SFB. Apds a monocamada atingir
70 % de confluéncia (24 horas), as células foram lavadas cuidadosamente com PBS
pH 7,4 suplementado com 1 mM de Ca*? e 1 mM de Mg*2. A inoculagdo foi realizada
com diluicdes seriadas na base 10 do HAdV-41 purificado, aplicando-se 20 pL da
suspensao viral sobre o tapete celular. Apoés 72 horas de incubagdo em camara
Umida a 37 °C, as células infectadas foram cuidadosamente lavadas com PBS pH
7,4, fixadas com 40 pL de metanol -20°C (MERCK) e armazenadas a -20 °C até a
etapa seguinte. O anticorpo primario (soro policlonal anti-HAdV-41- do banco de
antisoros-padréo do Laboratério de Biologia Molecular de Adenovirus, do ICB-USP)

foi adicionado a placa na diluicdo 1/800 em PBS pH 7,2 e incubado por uma hora a
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37°C. Como anticorpo secundario, foi utilizado soro anti-gama globulina (IgG) de
coelho conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Invitrogen). A reagéo foi
incubada por uma hora a 37°C. Entre cada etapa, as células foram lavadas trés
vezes com PBS pH 7,2. Ao final, foi adicionado em cada cavidade 40uL de glicerina
tamponada com carbonato-bicarbonato pH 9,5. A visualizacdo foi realizada em
microscépio de fluorescéncia Olympus BX 41.

O titulo da cepa-padrao HAdV-41 purificada foi determinado em unidades
formadoras de foco (UFF), utilizando a seguinte férmula:

N’. médio de células Reciproca da
fluorescentes por pL de X dilui¢do do virus, na _ 0
inoculo vezes 1000 qual a leitura foi - N". de UFF por mL
feita
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4.7 - EXTRACAO DE DNA GENOMICO DO HADV-41

Para a deteccédo do DNA gendmico de HAdV-41 em células infectadas, foram
utilizados dois métodos de extragdo de DNA distintos: 0 método de extracao seletiva
de DNA viral descrito por HIRT (1967) e um método de extracdo de DNA total,
dependendo do tipo de ensaio estudado. Para a padronizagdo das técnicas de
deteccdo de genoma viral por reagdo em cadeia da polimerase (PCR), Nested-PCR,
PCR em tempo real e para a obtengdo da curva-padrédo nos ensaios de
quantificacdo absoluta, foram utilizados como templates DNA viral purificado pela
técnica de HIRT (1967). O DNA viral extraido foi ressuspendido em Tris EDTA (TE) e
quantificado por espectrofotometria. Em seguida, foi preparada uma série de
diluices deste DNA, na base 10 (10" a 10" para aplicagdo como amostra na
padronizacdo desses métodos.

Para os demais ensaios, isto é, aqueles de deteccao de virus em células

infectadas, foi utilizado o método de extragdo de DNA total.

4.7.1- Técnica de extracao 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 uL de TE (10 mM de Tris e TmM de EDTA) e adicionado de 30
ul de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10 % (Sigma-Aldrich). A solugao foi incubada
por 10 minutos em temperatura ambiente e por mais 5 minutos a 60 °C. A seguir,
foram adicionados 5ul de proteinase K a 10 mg/ml (Invitrogen), incubando a solugao
por uma hora a 65 °C. Foram adicionados 150 ul de NaCl a 5 M e a reacao foi
incubada por 24 horas a 4 °C para a precipitagdo do DNA celular. Apés este periodo,
a suspensao 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 pul de
proteinase K 10 mg/ml e a reacao incubada por 2 horas a 37 °C. A extracdo das
proteinas virais foi feita com fenol-cloroférmio (LGC, Biotecnologia, Sdo Paulo-
Brasil). Para tanto, foi adicionado igual volume de fenol-cloroférmio a suspensao viral
num tubo de 1,5 mL, agitando-o até a solugéo ficar esbranquicada. Em seguida, a
solugéo foi centrifugada a 21250 x g por 1minuto a 4 °C e o sobrenadante (fase
aquosa) foi transferido para um tubo limpo. Ao sobrenandante foi adicionado igual

volume de éter etilico saturado (MERCK, Frankfurt, Alemanha), agitado e
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centrifugado a 21250 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante (éter) foi desprezado
e os tubos foram incubados a 37 °C para a evaporagdo total do éter. Para a
precipitagdo do DNA viral, foram adicionados 20 pl de NaCl 5 M e 750 pL de etanol
absoluto a 4°C (MERCK). A mistura permaneceu por uma hora a -70°C e apés este
periodo, a solucado foi centrifugada a 21250 x g por 30 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o tubo foi levado a estufa 35 °C por 5 minutos para a
evaporagao total do etanol. O sedimento (DNA viral) foi ressuspendido em 40 pl de
TE contendo 30 pg/ml de RNase (Invitrogen). A solucéo foi incubada a 37 °C por
duas horas para potencializar a acdo da enzima. Finalmente, o DNA viral purificado

foi armazenado a -20 °C.

4.7.2- Técnica de extracdao de DNA total

Para extracdo de DNA total foram adicionados 750 pyL de Brazol (LGC
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) a cada 250 pL de suspenséao celular. Em seguida,
foram adicionados 100 pL de cloroférmio (MERCK), e as amostras foram
homogenizadas em agitador e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Os
tubos foram centrifugados 21250 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa superior
foi desprezada e a fase fendlica foram adicionados 750 uL de etanol absoluto a 4 °C
e a suspensdo foi incubada a -20 °C por 1 hora. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 21250 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento (DNA e proteinas) foi ressuspendido em 500 pL de TE (10 mM de Tris e 1
mM de EDTA); 10 uL de NaCl 5 M; 25 puL de SDS 10 % e 5 pL de proteinase K (10
mg/mL). Essa mistura foi incubada a 60 °C por uma hora para a digestdo das
proteinas. Em seguida, foram adicionados 500 pL de fenol cloroférmio. Os tubos
foram centrifugados 21250 x g por 10 minutos a 4 °C. A fase superior aquosa foi
coletada e transferida a um novo tubo. A este foi adicionado igual volume de éter
etilico saturado e novamente centrifugado a 21250 x g por 5 minutos a 4 °C. O éter
foi desprezado e totalmente retirado por evaporacdo e em seguida foram
adicionados 500uL de isopropanol. Essa mistura foi incubada por 1 hora a -70°C e
centrifugada a 21250 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento de DNA foi ressuspendido em 50 pL de TE.

4.8- ELABORACAO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

A partir do genoma do HAdV-41-Tak, depositado no GenBank (NCBI-

National Center for Biothecnology Information NIH, USA) sob o nimero de acesso
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DQ315364, foram elaborados diferentes oligonucleotideos para os genes E1A,
E1B(55K), E3(14K), fibora curta e hexon. Foram também elaborados
oligonucleotideos direcionados para genes constitutivos celulares, utilizados como
controle extracdo e para a normalizacao da expressao génica viral na célula. Esses
oligonucleotideos foram obtidos a partir das sequiéncias de seus genes depositadas
no GenBank. Foi escolhido o gene GAPDH (nimero de acesso AF261085), como
controle endégeno.

Os oligonucleotideos foram elaborados utilizando o programa Primer Select
do DNA Star. Esses pares de oligonucleotideos foram contrastados, com bancos
genbmicos, para verificar a especificidade e similaridade dos primers com outras
espécies de adenovirus. Nesse passo, foi utilizada a ferramenta nucleotide-
nucleotide blast do National Center for Biotechnology Information (NCBI) na pagina
www.ncbi.nlm.nih.gov. Em seguida, para testar a eficiéncia dos oligonucleotideos

para GAPDH, o material genémico das células HEK 293 foi extraido para servir
como template na reacdo de PCR. Esses oligonucleotideos foram testados em
termociclador de gradiente de temperatura (Eppendorf® MasterCycler Gradient) para
verificar a temperatura que oferecia maior especificidade e eficiéncia de
amplificagdo. Os oligonucleotideos virais também foram testados, usando como
template DNA viral extraido pela técnica de extracao seletiva de HIRT (1967).
Posteriormente, o produto da amplificacdo de cada gene foi submetido a
analise por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, em tampéao TAE, para confirmar o
tamanho do produto amplificado e para a observagdo de possiveis reagdes

inespecificas.
4.9- REACAO DE PCR
Nessa reagdo, foi utiizado um par de oligonucleotideos género

Mastadenovirus especifico, descrito por XU e colaboradores (2000), direcionado
para uma regiao conservada do gene hexon. (Tabela 3).

Tabela 3: Relagéo dos oligonucleotideos utilizados na PCR para a detec¢do de HAdV-41.
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Oligonucleotideos Posicao de anelamento Sequiéncia (5’-3’)

XuHex1 1834-1853 5-TTCCCCATGGCICAYAACAC-3
(gene hexon do HAdV-41
XuHex2 2315-2296 5-CCCTGGTAKCCRATRTTGTA-3’

(gene hexon HAdV-41)

Degeneragdes IUPAC:y (CouT),k (GouT)er (Aou Q)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/class/MLAcourse/modules/MolBioReview/iupac_nt_abbreviation.html)

Na PCR foi utilizada a seguinte mistura: 10mM Tris-HCI (pH 8,3) contendo
1,5mM de MgCI2, 50mM de KCI, 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado
(dNTPs), 0,2mM de cada oligonucleotideo, 1U de Tth (Thermus thermophilus) DNA
polimerase (BIOTOOLS, Madri, Espanha) e 0,1% de Triton-X100 (Sigma-Aldrich).
Como template foram utilizados 5uL de cada diluicdo seriada do DNA de HAdV-41
(descrito no item 7). As amplificagbes foram realizadas com desnaturagdo inicial a
94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de: desnaturagcdo a 94°C por 1 minuto,
pareamento dos oligonucleotideos a 55°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 1
minuto. Apds o término dos 30 ciclos, obteve-se a extensao final do produto a 72°C
por 5 minutos.

Os produtos amplificados (428pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5 % (Invitrogen) em tampao de Tris acetato EDTA (TAE) a 90 V e corados
com solucdo de brometo de etideo. A presenca dos amplificados foi visualizada
através de exposicdo a luz ultravioleta. A imagem foi obtida com o aparelho

fotodocumentador Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée, Franga).

4.10- Nested-PCR

As condigbes de reagdo foram as mesmas estabelecidas para a PCR
convencional. Como template da reacao, foram utilizados os produtos amplificados
na PCR a partir da maior diluicdo detectada. Para confirmar a especificidade do par
de oligonucleotideos foi realizada uma PCR, utilizando como femplates os DNAs de
todas as espécies de Ads humanos, menos a espécie D.

Os produtos amplificados (218pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5 % em tampao TAE a 90 V, corados com solugao de brometo de etideo e

visualizados através de exposi¢éo a luz ultravioleta.

4.11 - PCR em tempo real
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Para a deteccao do genoma viral por PCR em tempo real foi utilizado o
equipamento ABI 7300 da Applied Biosystem. Para a reagdo de amplificagcdo foi
utilizado Platinum SYBR-GREEN qPCR supermix UDG (Invitrogen®) otimizado para
um total de reacao de 25 L, sendo: 2,5 uL de DNA template; 50 mM de KCI; 20 mM
de Tris-HCI pH 84; 0,2 mM de dNTP mix; 3 mM de MgCl,;; 0,2 mM de
oligonucleotideo especifico e 10 mM de fluoréforo SYBR-GREEN.

As condigbes de reagdo foram as mesmas estabelecidas para a PCR
convencional, utilizando como template as diluicdes seriadas do DNA de HAdV-41,
previamente preparadas. Para a quantificagdo do template foi feita uma curva
padrao de detecgao, construida com as diluicdes seriadas do DNA viral, previamente
quantificadas por espectrofotometria. A quantificagdo absoluta das amostras foi feita
por comparagao da quantidade de fluorescéncia emitida, durante a reacao, pelas
amostras de concentracdo de DNA viral conhecidas e desconhecidas. A quantidade
de fluorescéncia emitida estd associada ao ciclo de amplificagdo na qual foi
detectada, chamado de threshold cycle (Ct). O Ct é considerado como o ponto a
partir do qual o sistema comeca a detectar o aumento de fluorescéncia, diretamente
associada ao aumento exponencial dos produtos da PCR, durante a fase
logaritmica.

A curva padrao foi construida baseada na relacao entre os Cr das diluicbes
com a mesma concentracdo de DNA e os desvios padroes dos Ct esperados para
essas amostras.

A eficiéncia da reacao foi calculada a partir da quantidade de DNA indicada
para cada diluicdo testada. Dessa forma, para as amostras que tenham o dobro de
DNA em relagéo a outra, é esperado que o Cr gerado seja 1 ciclo maior que o outro,
pois a quantidade de DNA, em uma reacao de PCR, dobra de um ciclo para outro.
Assim, reagbes com 100% de eficiéncia apresentam esse padréo de detecgédo. As
reac6es de PCR em tempo real sdo consideradas satisfatorias quando apresentam
eficiéncia (R2) maior que 0,9. O slope da fase log linear reflete a eficiéncia da
amplificagdo. Para valores entre 90 e 100% de eficiéncia o slope deve variar -3.6 a -

3.1. Este pode ser calculado pela seguinte férmula:

R2 = 10 (-1/slope) _ 1
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4.12- ESTIMATIVA DO NUMERO DE COPIAS DE HADV-41 DETECTAVEIS
Os resultados obtidos nas reagbes de PCR, Nested-PCR e PCR em tempo
real foram utilizados para determinar o nimero de cépias de genoma de HAdV-41
detectaveis em cada método. Para isso, o DNA viral purificado e quantificado, por
espectrofotometria, foi transformado em numeros de cépias com base no niumero de
pares de bases e pesos moleculares dos mesmos. Para isso, foram utilizadas as

seguintes féormulas de andlise:
DNA = (A, x 313,21) + (T, x 304,2) + (C, x 289,18) + (G, x 329,21)

An. Tn, Cn e G, representam as quantidades dos respectivos
nucleotideos dentro de cada polinucleotideo, seguidos pelos pesos moleculares de
cada base.ApOs obter a molaridade do DNA alvo, o nimero de cépias foi

determinado da seguinte forma:
Namero de copias = mol de DNA x 6,02 x 102

4.13- ENSAIO PREVIO PARA A DETERMINACAO DA PERMISSIVIDADE
DE LINFOCITOS A INFECCAO POR HADV-41.

Como era esperado que a quantidade de IEL, obtida de mucosa intestinal
humana, fosse relativamente baixa, foi necessario realizar um ensaio prévio de
detec¢cdo 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. Apéds 48 horas, estas foram inoculadas com multiplicidades de infeccao
(MOI) de 0,1; 0,5; 1 e 2 do in6culo viral purificado. A cultura foi incubada em camara
Umida a 37°C em atmosfera de 5 % de CO. por 48 horas. Apos este periodo, as
células foram lavadas com PBS pH 7,4 e o ultimo PBS de lavagem foi guardado para
verificagdo de possiveis virus no sobrenadante, que poderiam interferir na
interpretacéo dos resultados.

As células foram ressuspensas em 100 pL de PBS pH 7,4 e o DNA total foi
extraido como descrito no item 6,2 e submetido a deteccdo 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 MOls de 0,5; 1 e 2 de
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HAdV-41 em sistema de triplicata. As células infectadas foram incubadas em camara
Umida a 37 °C e atmosfera de 5 % de CO; durante 48 horas. Ap6s esse periodo, 0

DNA viral foi analisado como descrito anteriormente.

4.14- ANALISE DA INFECGCAO DO HADV-41 EM PBMC E IEL

Para esta analise, 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 camara umida a 37 °C e atmosfera de 5 % de CO, durante 48 horas. ApoOs esse
periodo, o RNA total foi extraido com Brazol (LGC Biotecnologia), seguindo

recomendagodes do fabricante.

4.14.1- Remocao do DNA gendémico viral e celular

Apéds a extracdo do RNA total, as amostras foram tratadas com o kit Turbo
DNA free (Applied Biosytems®) para a eliminagdo do DNA. Uma aliquota do RNA
total extraido, apos o tratamento com DNase, foi submetido a PCR para a deteccao
de vestigios de DNA. Esta etapa € muito importante para confirmar que a reacao de
PCR em tempo real foi totalmente dependente do cDNA formado na etapa de
transcricao reversa e nao de possiveis vestigios de DNA presentes na amostra.
Assim, o RNA total tratado foi entao utilizado para a reagéo de transcricao reversa.

4.14.2- Obtencao de cDNA

Para a reacao de desnaturagao foram utilizados 10,5 uL de RNA total, 0,5uL
de oligodT (250 pg/mL) (Applied Biosytems®) e 1 pL (10 mM) de dNTP (VJR
comercial, Sdo Paulo- Brasil). Em seguida, a solugdo foi incubada a 65°C por 5
minutos e a 4°C por mais um minuto para a estabilizagéo da estrutura do RNA. Apés
esse processo, foram adicionados ao produto desnaturado: o tampao da enzima
transcriptase (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 37,5 mM KCI € 1,5 mM MgCl.), 4 U de inibidor
de ribonuclease (Invitrogen®) e 0,02 M dithiotreitol (DTT- Invitrogen), para a ativagéo
do inibidor de ribonuclease. Por fim, foi adicionado 1puL (200 U) da enzima
transcriptase reversa MoMLV (Moloney murine leukemia virus) (Invitrogen).

A solucgédo foi incubada a 50°C por uma hora para a extensao e, em seguida,
para a inativagdo da enzima, as amostras foram incubadas a 70°C por 15 minutos.

Finalmente, o cDNA obtido foi submetido aos testes de deteccdo de expresséo
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génica viral, utilizando oligonucleotideos desenhados para os genes precoces do
HAdV-41: E1A, E1B (55K); E3 (14K) e VARNA (MA e MATHEWS, 1996) e para os
genes de expressado tardia: fibra curta (L6) e Hexon (L3). A expressdo génica
especifica foi detectada por PCR em tempo real e para a quantificacdo relativa da
expressao foi utilizado como controle enddgeno a expressdo do gene celular
constitutivo GAPDH.

4.14.3- Padronizacdo da PCR em tempo real para determinacao da expressao
de cada gene viral em estudo

Apés a obtengdo do cDNA, este foi analisado em PCR em tempo real
utilizando os pares de oligonucleotideos desenhados. Para tanto, foi necessario
padronizar a reagdo para cada gene para maximizar a eficiéncia da reacdo e
diminuir a formacado de primer dimers que dificultariam a interpretacdo dos
resultados. Como mistura de reagéo utilizou-se o kit Quantimix easy SYBR Green
(Biotools®), com 10 uL de SYBR Green, 6,75 uL de agua ultra-pura (MiIIiO®); 0,5 uL
de cada par de oligonucleotideo (10 pmol/uL); 0,25 pL do corante ROX e 2 pL de
template. Apenas para a deteccdo da expressdo de VARNA e fibra curta foram
utilizados 0,25 pL (5 pmol/uL) dos oligonucleotideos VARNA e Fibra curta na mistura
de reacao, a fim de diminuir a formacéao de primers dimers.

As condicoes de termociclagem foram as mesmas para todos os pares de
oligonucleotideos, variando apenas a temperatura de anelamento que é especifica
para cada um deles. O ciclo consistiu de 2 minutos a 50°C para incubagéo de UDG e
dUTP que previnem a reamplificacdo de produtos de PCR carregados entre as
reacOes. dUTP assegura que nenhum DNA que contenha dU sirva de template em
futuras PCRs. A incubagdo com UDG, antes da PCR, destr6i qualquer produto que
contenha dU na reagéo. Para a inativagédo da UDG incubou-se 10 minutos a 94 °C.
Em seguida, a ciclagem foi feita em 40 ciclos a 94°C por um minuto, 30 segundos
para o anelamento dos oligonucleotideos (tabela 2), extensdo a 72 °C por 30
segundos. Apos o término da ciclagem, obteve-se a extenséo final do produto a 72

C por 5 minutos.

Tabela 4: Temperatura de anelamentos dos pares de oligonucleotideos utilizados nos
ensaios de cinética de infecgao.

Par de oligonucleotideo Temperatura de anelamento (Tm)
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GADPDH 56°C

E1A 58°C
E1B 59°C
14K (E3) 60°C
VARNA 55°C
Hexon 67°C
Fibra Curta 45,8°C

4.14.4- Cinética de infec¢dao do HAdV-41 em células HEK-293.

Para estudar a cinética de infeccdo do HAdV-41 em células permissivas,
foram distribuidas 20.000 células HEK-293 por cavidade em uma microplaca de 96
cavidades, contendo meio MEM com 0,2 % de SFB. Ap6s a adeséo 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 poés-infecgéo (p.i.) até completar 24
horas de infeccdo. Para a coleta do RNA total foi utilizado Brazol, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Para tanto, foi adicionado 171 pL de Brazol por
cavidade. O lisado celular foi transferido para um tubo de 1,5 mL contento 513 uL de
Brazol. A solugédo foi homogeneizada com o auxilio do agitador (AP56 Phoenix)
durante 5 minutos e foi acrescentado 50 pL de cloroférmio gelado. Em seguida, a
solucéo foi centrifugada a 12.000 RPM por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e foi adicionado de 300 pL de isopropanol gelado. A
solugéo foi homogeneizada novamente por 2 minutos e centrifugada a 12. 000 RPM
por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi suspenso

em 39uL de agua dietil pirocarbonato (DEPC).

4.14.5- Cinética de infec¢dao do HAdV-41 em PBMC

Para estudar o comportamento de HAdV-41 em PBMC infectado, 40.000
PBMC por cavidade foram distribuidas 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 extragao do

RNA total seguiram-se as mesmas etapas descritas nos itens 7; 7.1 e 7.2.

4.15. QUANTIFICACAO RELATIVA DA EXPRESSAO GENICA VIRAL
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Para estudar o comportamento da expressao génica do HAdV-41 em células
HEK 293 e em PBMGC, foi realizada uma andlise quantitativa dessa expressao. Para
isso, utilizamos o método de quantificagéo relativa da expresséo génica, baseada no
nivel de expressao génica de um gene constitutivo em relacdo a um gene alvo.
Como gene constitutivo foi utilizado o gene GAPDH. O método se baseia no numero
de ciclos amplificagdo necessarios para detectar uma amostra (Ct). Os Ct gerados
para o gene constitutivo e os genes alvos sdo comparados para normalizar cada

amostra, gerando o A Cr.

A Ct = Gt do gene alvo — Cr do GADPH

Essa normalizacao foi feita para cada amostra da triplicata, a fim de corrigir
determinadas variaveis, tais como: variacao de volume pipetado, nimero de celular
contido em cada cavidade, perda de material durante o processo de extracdo do
RNA total e eficiéncia das reagdes de RT-PCR e PCR em tempo real. Ap6s essa
normalizagdo, foi calculada a média dos AcT de cada triplicata.

Média de cada ponto = AcT1+AcT2+AcT3
3

Apés a obtencdo da média de cada ponto, a expressdo génica de um
determinado gene, em cada ponto da andlise, foi comparada com a expressao
desse mesmo gene em um ponto especifico escolhido como homogenizador. O
resultado dessa analise € chamado de AA Cr.

AA Ct = média A Cr do ponto alvo — média A Ct do ponto homogenizador

Apbs a homogenizacao de cada ponto da analise, aplicou-se a seguinte

formula para determinacdo da quantidade relativa de expressao génica.

Quantidade relativa = 2 724¢T
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Os dados da quantificagao relativa de cada gene foram colocados em um
grafico gerado pelo programa Excell (Microsoft- Office) para uma melhor
visualizagdo dos resultados.

Os resultados de A Cr, AA Ct e da quantificacao relativa estdo apresentados

nos anexos 2 e 3.

4.16- IFI DE PBMC INFECTADOS COM HADV-41

Para a realizacdo de Imunofluorescéncia indireta de PBMC infectados com HAdV-
41, foram coletados 20 mL de sangue de quatro trés voluntarios. Os linfocitos foram
extraidos utilizando a separagao celular em Ficoll. Apés a contagem celular de cada
doador, as células foram ressuspensas em DMEM alta glicose suplementado e
distribuidas 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. Ap6s 60
horas de infecgdo, 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 trés vezes para a eliminagdo completa de possiveis
particulas virais presentes no sobrenadante. Apos essa etapa, o sedimento celular foi
suspenso em 10uL de PBS pH 7,4, distribuido em uma lamina de microscopia, seco
a temperatura ambiente e fixado com acetona a 4 °C por 10 minutos. Depois de
fixadas, as células foram testadas contra trés 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 laminas foram aplicados 7 puL de cada anticorpo, diluidos em PBS pH
7,2 com azul de Evans 0,02 % e 5 % de leite, nas seguintes diluigbes: 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 incubacao dos anticorpos foi feita em camara Umida a 37 °C durante 1 hora. Em
seguida, as l&minas foram lavadas, mergulhando-as de 2 a 3 vezes em recipientes
contendo PBS Tween 0,05 % e mais 10 minutos de molho na mesma solugéo. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada, da mesma maneira e deixadas
de molho durante 5 minutos. As laminas foram secas em temperatura ambiente e 7
uL do anticorpo secundario, anti-lgG de coelho marcado com FITC (diluicdo 1/120)

(Invitrogen), foi aplicado em cada orificio. Para o anticorpo monoclonal Hexon, foi
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utilizado 7 uL do anticorpo secundario anti-IlgG de camundongo marcado com FITC
(diluicdo 1/100) (Invitrogen). Os anticorpos secundarios foram diluidos em PBS pH
7.2 e 1/30 de azul de Evans.

A incubagao, das laminas com os soros secundarios, foi feita em caAmara Umida a
37 °C por 30 minutos. Para a retirada do anticorpo secundario foi repetido o esquema
de lavagem explicitado acima. Apds a secagem, as l&minas foram montadas com
glicerina tamponada, contendo 1 % do corante diaminofenilindol (DAPI), e recobertas
com laminula. A visualizagdo das laminas foi feita no microscopio de Fluorescéncia

Olympus.
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RESULTADOS

5.1- PRODUCAO, PURIFICACAO E TITULAGCAO DE HADV-41

Para a produgdo de particulas de HAdV-41, células HEK 293 foram
inoculadas com o virus de passagem. Em média, foram necessarios 15 dias p.i. para
a coleta das células HEK-293 inoculadas.

Para otimizar o protocolo de purificagdo de HAdV-41 foram testadas
quantidades variaveis de lotes virais, submetidas ou ndo a ultracentrifucagdo do
sobrenadante. Foram necessarios produzir 42 frascos de 150 cm? para obter-se uma

quantidade de particulas suficientes para a visualizacdo no gradiente de CsCl

(Figura 11).

Figura 11: Purificagdo de HAdV-41 em gradiente de CsCl (KANEGAE, 1994). (A) Primeiro
gradiente da purificagdo, onde pode-se visualizar a banda viral entre a fase rosea e a
translicida. (B) Segundo gradiente da purificagdo, onde a banda viral pode ser visualizada
como um linha refringente logo abaixo da linha branca de debris celulares.

Do lote, no qual o sobrenadante n&o foi submetido a ultracentrifugagao, o
titulo viral foi de 5,6 x 10° UFF/mL e do lote submetido & ultracentrifugagdo do
sobrenadante o titulo viral obtido foi de 2,3 x 10’ UFF/mL. No entanto, no primeiro
lote foi obtido um volume final de apenas 200 pL, o que equivale 56 x 10*
UFF/frasco. No segundo, o volume foi de 500 pL ou 2,74 x 10° UFF/frasco. Essa
diferenca de rendimento final, de quase 5 vezes, pode ser atribuida a maior
concentragdo viral, devido ao maior nimero de particulas iniciais submetidas ao
processo e, principalmente, pela concentragdo das particulas virais presentes no
sobrenadante. Esses ensaios confirmam a importancia da concentragdo viral no

sobrenadante mesmo em virus com ciclo nao-litico, como o HAdV-41.
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. 5.2- DETERMINACAO DO LIMIAR DE DETECGAO DE HADV-41 EM
CELULAS HEK-293 INFECTADAS POR PCR, NESTED-PCR E PCR EM TEMPO
REAL

5.2.1 Padronizacao da PCR convencional
Na PCR convencional foi possivel detectar o DNA viral até a diluicdo 103, a
qual correspondia a 8,15 pg de DNA inicial (Figura 12).

M 2 3 4 5 6 7

500 pb
200 pb
50 pb

~400 pb

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose(0,8% em TAE) dos amplificados por PCR
da diluigdo seriada do DNA de HAdV-41purificado, utilizando oligonucleotideo
genérico (XU et al., 2000). M — Marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); 1 —
Controle negativo, cavidade de 2 a 7 diluigbes de 10-' a 10 de DNA de HAdV-41

5.2.2 — Padronizacao da Nested - PCR

Para a realizagdo da reagdo de Nested-PCR foi desenhado o par de
oligonucleotideo hexon F, como mostra a Tabela 6.

O alinhamento do produto amplificado pela reagcdo 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 reagdo de PCR o par de
oligonucleotideos Hexon F, inicialmente, ndo 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 oligonucleotideos foi realizada uma PCR em gradiente de
temperatura, na qual, a partir de 68°C a reagdo passou a ser especifica para a
espécie F (Figura 17).

Definidas as condicdes ideais de reacao, foi realizada a Nested—PCR sobre
os amplificados da reacdo de PCR (XU et al.,, 2000). Foi possivel detectar a
presenca do genoma viral até a diluicio de 107, que corresponde a 0,815 fg de DNA
inicial. Esse resultado demonstra que a Nested—PCR é 10.000 vezes mais sensivel
que a PCR convencional (Figura 18).
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Figura 13: Alinhamento de nucleotideos gerado pelo programa BioEdit, contranstando as
sequéncias do gene Hexon de 6 espécies de adenovirus humanos com par de
oligonucleotideos projetados por Xu et al, 2000. (A) Alinhamento do oligonucleotideo 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 oligonucleotideo forward se alinha
na posicéo 2163-2182 do gene Hexon. (B) Alinhamento do oligonucleotideo reverse de XU
com todas as espécies de adenovirus humanos. O oligonucleotideo se alinha na posigéo

2625-2645 do gene Hecon, resultando num produto de tamanho médio de 485pb.

Figura 14: Alinhamento de nucleotideos gerado pelo programa BioEdit, contranstando as
sequéncias do gene Hexon de 6 espécies de adenovirus humanos com par de
oligonucleotideos projetados para reconhecer o amplificado da PCR de XU et al, 2000. (A)
Alinhamento do oligonucleotideo 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 oligonucleotideo forward se alinha na posi¢gdo 2270-2288 do gene
Hexon. (B) Alinhamento do oligonucleotideo reverse HEXON F com todas as espécies de
adenovirus humanos. O oligonucleotideo se alinha na posicdo 2371-2392 do gene Hexon,
evidenciado sua localizagao interna ao produto da PCR Xu et al, 2000.

B gL
t:‘
Hexon FZ2

Figura 15: Alinhamento de nucleotideos gerado pelo programa BioEdit, contranstando as
sequéncias do gene Hexon do HAdV-41 com par de oligonucleotideos HEXON F. (A)
Alinhamento do oligonucleotideo forward HEXON F com HAdV 41 que se alinha na posigao
2030-2053 do gene Hexon. (B) Alinhamento do oligonucleotideo reverse HEXON F com
HAdV-41 que se alinha na posi¢éo 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:
adenovirus espécie A; cavidades 4 e 6- espécie C; cavidade 5: espécie B; cavidades 7, 8 e 9-
espécie D; cavidade 10- espécie F.

~ 200pb

50pb <= |1

Figura 17: Nested-PCR das espécies de Ad usando primer especifico 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.

Figura 18: Eletroforese em gel de agarose 0,8% da reagdo de Nested - PCR da dilui¢do
seriada do DNA de HAdV-41purificado para determinagio do espectro de detec¢io da
reagdo, utilizando oligonucleotideo HEXON XU. M — Marcador de peso molecular de 50pb
(Biolabs); C- Controle negativo, cavidades de 1 a 7 diluicdes de 10 a 10° de DNA de
HAdV-41.



5.2.3- Padronizacao da PCR em tempo real.

A quantidade inicial de DNA aplicado na reagdo de PCR em tempo real foi de
2,5uL por reagdo. Como o equipamento de deteccdo da fluorescéncia é muito
sensivel, as amostras mais concentradas nao foram aplicadas, pois apresentariam
distorcao. Desta forma, foram utilizadas as diluicdes do DNA purificado de HAdV-41,
a partir da 10%, analisadas em triplicatas. A Tabela 5 apresenta as diluigdes
utilizadas e a média do limiar de deteccdo de cada uma delas. A Figura 19
apresenta, para cada diluicao analisada, a curva de intensidade de fluorescéncia em
relagdo ao numero de ciclos. A linha basal de fluorescéncia encontra-se a 50

unidade relativa de fluorescéncia ( RFU ).

Na PCR em tempo real foi obtido o seguinte resultado:

4000 550
3500
3000 400
2500

2000

- diRFU) £ dT
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Figura 19: (A) Curvas de amplificagéo obtidas na reagdo de PCR em tempo real de diluigdes seriadas
de DNA de HAdV-41. (B) Curva de desnaturacao do amplificado da reagdao de PCR (Xu et al., 2000).

Na Figura 19A, a linha horizontal de cor laranja representa o limiar minimo de
deteccdo pela PCR em tempo real. A fluorescéncia detectada abaixo desta é
considerada ruido de fundo. Quando o nivel de intensidade de fluorescéncia
ultrapassa este limiar, a amostra é considerada positiva para a PCR.

A Figura 19B evidencia a especificidade da reagdo, apresentando uma Unica

temperatura de denaturagcédo do produto amplificado.
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Tabela 5: Resultados obtidos na reagdo de PCR em tempo real expressos em nimero minimo de
ciclos necessarios (TC) para a detecgao de DNA viral em cada amostra testada.

Amostras Diluicbes ATC

1,2e3 107 16,22
45¢e6 10 20,09
78¢€9 10° 24,43
10,11e12 10" 28,41
13,14315 107 32,04
16,17e 18 10°® ND

19 Branco ND

A PCR em tempo real detectou amostras na diluigdo de 107, o que representa
0,4 fg de DNA inicial. Para a quantificagdo absoluta de DNA inicial foi obtida a
seguinte curva padrao (Figura 20).

o Unkrowns
@ Standards

Threshold Cycle

-4 cis] -2 -1 1] 1
Log Starting Quantity, nanograms

Figura 20: Curva padrédo de deteccdo de DNA viral, obtido na analise das diluicbes do DNA de HAdV-
41 purificado, submetidas a reagdo de PCR em tempo real, elaborada pelo programa iQCycler .
Os parametros obtidos pela curva padrao foram os seguintes: eficiéncia da PCR

90,6%, o slope —3.6 e coeficiente de correlagédo de 0.997.

5.3- ESTIMATIVA DO NUMERO DE COPIAS DE HADV-41

Pela técnica de PCR convencional foi possivel a deteccao 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 compdem o &cido desoxirribunucléico € de 330,95 e que o
genoma do HAdV-41 possui 34.214 pares de bases. Assim, com esses valores
podemos estimar o nimero de copias do genoma viral encontrado com base na
massa de DNA detectada pela PCR.
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)
)
3)
)

1) peso molecular do genoma do HAdV-41 = 226462469

PCR convencional = 217.500 particulas iniciais de HAdV-41
Nested-PCR =» 21,74 particulas

4) PCR em tempo real =»10,4 particulas

5.4- ELABORACAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS PARA HADV-41

Apés a analise das seqUéncias génicas do HAdV-41, foram obtidos os

seguintes pares de oligonucleotideos (Tabela 6).

Tabela 6: Seqiiéncia nucleotidica dos pares de oligonucleotideos desenhados para os genes E1A,

E1B (55K), E3 (14K), L1 (hexon) e LV-2 (fibra curta) do HADV-41 e do gene GAPDH celular.

Oligonucleotideos

Posicéao de anelamento

Seqiiéncia (5’-3°)

E1A forward

E1A reverse

E1B (55K) forward

E1B (55K) reverse

E3 (14K) forward

E3 (14K) reverse

Hexon F forward

Hexon F reverse

Fibra curta forward

Fibra curta reverse

GAPDH forward

GAPDH reverse

470-493
(gene E1A de HAdV-41)

653-675
(gene E1A de HAdV-41)

1133-1155
(gene E1B de HAdV-41)

1511-1530
(gene E1B de HAdV-41)

2785-2808
(gene E3 HAdV-41)

2891-2911
(gene E3 HAdV-41)

2035-2053
(gene hexon HAdV-41)

2235-2253
(gene hexon HAdV-41)

505-524
(gene FC HAdV-41)

788-804
(gene FC HAdV-41)

702-724
(gene GAPDH humano)

981-1001
(gene GAPDH humano)

5-TCATCGGGGCTCTAGTGGAAATC-3’

5-TGGGCGTCGTCTACAGGAAACTC-3’

5’-AGGGCTGGTGGGGCAAAACAAGA-3’

5’-CCACACCCGCGAAAAAGCATCAGT-3’

5-GCTGAACTTTGCTATGATGTAACC-3’

5-CTGGGCCGGATTGCTGAGTAA-3

5-GCTCGCCAATGACACCAAC-3’

5-ATCAAATCCCGAACCCAAAGAG-3

5-CTGACAGTAAGCAACAACCA-3’

5-AATGCGTCCGTTACTGT-3’

5-CGGGGCTCTCCAGAACATCATCC-3’

5’-CCAGCCCCAGCGTCAAAGGTG-3’
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5.5- OBTENGAO DE IEL DE MUCOSA INTESTINAL HUMANA

Para a obtencdo de linfdcitos intraepiteliais de mucosa intestinal foram testados os
métodos de extrag@o celular por tripsina a quente, a 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: Pardmetros utilizados na andlise dos métodos de extragdo de linfécitos intraepiteliais
testados.

Método Rendimento  Viabilidade Grau de Tempo de Controle de
Celular Pureza Extracdo Contaminacao
Tripsinizacdo Alto Médio Baixo Médio Médio
a quente
Tripsinizagao Alto Alto Baixo Alto Médio
a frio
Explante Baixo Alto Baixo Alto Dificil
Protocolo de Mosley Alto Baixo Médio Baixo Médio
e Klein
Protocolo de Mosley Alto Alto Alto Alto Médio

e Klein modificado

O método de cultura de explante mostrou-se inviavel, pelo baixo rendimento,
pelo tempo necessario para a migragao celular e principalmente pelo dificil controle
dos contaminantes.

O método de tripsinizacdo teve alto rendimento, mas a extracdo a frio
apresentou maior viabilidade celular quando comparada com a ftripsinizagdo a
quente. O protocolo de Mosley e Klein (1992), que utiliza gradiente de Percoll para
separagdo celular, mostrou grande rendimento, maior até que o método de
tripsinizacao, mas as células ndo permaneciam viaveis por muito tempo, acarretando
perdas superiores a 80% nas primeiras 24h pés-extracao, provavelmente devido ao
uso de EDTA (Figura 21). Além disso, ndo possibilita a separagdo de linfocitos e
heméacias.

O protocolo modificado por nés, tripsinizacao a frio seguida de separacao por
gradiente de Percoll e Ficoll, apresentou bom rendimento, com maior viabilidade

celular e pureza na separagéo dos tipos celulares.
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Enterécito

Linf6citos e
hemécias

Figura 21: Gradiente de Percoll para separagdo de enterdcitos e linfécitos. Os enterécitos se
encontram na parte superior do tubo e linfécitos se posicionam como um anel acima do
Percoll 70%.

_5.6- ENSAIO PREyIO PARA A DETERMINAGAO DA PERMISSIVIDADE DE
LINFOCITOS A INFECCAO POR HAdV-41.
5.6.1 - Ensaio de infeccao de células HEK-293 com HAdV-41

Apos a inoculagdo 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):

M 1 2 3 4 5 6 7

~400pb

Figura 22: PCR das espécies de Ad usando primer genérico XU (Gel de agarose 0,8% em
TBE). M- marcador de peso molecular de 50pb (Biolabs); C- HEK-293 nZo 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 reagéo).
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Foi possivel a detecgdo de DNA viral nas trés MOI testadas No entanto, na
analise do ultimo PBS de lavagem, também foi possivel a detec¢gédo de DNA viral em
todas as células inoculadas (Figura 22).

Como havia particulas virais no sobrenadante que nao foram eliminadas pelas
repetidas lavagens, foi necessario realizar outro ensaio de infeccdo. No novo ensaio
de infeccdo o processo de lavagem foi substituido por uma diluicdo do
sobrenadante, onde foram adicionados 100uL de PBS ao meio ja presente e outros
100uL foram retirados. Esse processo foi repetido 20 vezes. Esse mecanismo

minimizou a perda e a lise celular, diminuindo a influéncia do sobrenadante na

interpretacé@o dos resultados (Figura 23).
M 1234 5 6 7 89 10

~400pb

Figura 23: PCR das espécies de Ad usando primer genérico 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 né&o 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.

Mesmo minimizando a lise celular durante o processo de lavagem, foi
observada a presenga de genoma viral no PBS de lavagem das células inoculadas
com 1MOI. Porém, foi possivel observar duas bandas distintas e um padrao de
fluorescéncia 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 Cr de 24 e a
MOI de 1 apresentou Cr de 19,8. No controle positivo foi observado um Cr 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 possivel observar a formagdo de apenas um pico de
temperatura de desnaturagdo do produto amplificado, o que evidencia a

84



especificidade da reacdo. Como o ndmero de células inoculadas ndo variou de um
experimento para outro, é possivel verificar, indiretamente, a infectividade do HAdV-
41 em células HEK-293. Cada Cr, em uma eficiéncia de reagdo 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 in6culo 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
variagdo esta dentro dos padrdes aceitaveis, pois mesmo quando se utiliza virus
purificados em gradiente de CsCl como in6culo em ensaios de infecgdo, pode
ocorrer quebra das fibras de algumas particulas durante o processo de purificagéo,
dificultando o virus de adsorver-se a célula.

Assim, pode-se afirmar que esta metodologia pode ser aplicada para o estudo
da infectividade do HAdV-41 em linfécitos.
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Figura 24A: Grafico representando as curvas de Figura 24B: Grafico representando as curvas de
deteccéo inicial em intensidade de fluorescéncia x Cr denaturagao dos produtos da PCR, para a deteccgdo
para cada amostra de células HEK-293 inoculadas de HAdV-41 em células HEK-293, utilzando o par de
com HAdV-41 em diferentes MOls. Cada amostra é oligonucleotideo Hexon F

representada por uma linha de cor diferente.

5.6.2 - Ensaio de infeccao de PBMC com HAdV-41

Apés a extragdo do material genético foi feita uma Nested- PCR para a
deteccao 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
resquicios de DNA viral no sobrenadante. Por isso, a infeccdo de HAdV-41 em
PBMC foi analisada através da detecgdo do RNA viral em células inoculadas. Apos
48 horas, o RNA total foi extraido e submetido a reagdo de transcri¢cdo reversa. O

cDNA formado foi submetido @ PCR em tempo real, utilizando oligonucleotideos para
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os genes E1A, E1B, VARNA e Hexon de HAdV-41, obtendo resultados mostrados na

figura 26.

A especificidade dos oligonucleotideos foi analisada através dos gréaficos de

temperatura de denaturacado dos produtos amplificados de cada gene especifico.

Essa temperatura permaneceu a mesma para todas as amostras testadas com o

mesmo par de oligonucleotideos, demonstrando somente um tipo de produto

amplificado. Ademais, os produtos de amplificagdo foram checados em eletroforese

em gel de agarose para confirmacao do tamanho do produto amplificado formado.

M 1 2 3 4 5 6 7

500pby ~400pb

200pb

50p

Figura 25: Eleroforose em gel de agarose 0,8% da reagdo de PCR utilizando
oligonucleotideos genéricos XU para a detecgdo de adenovirus em amostras de
linfécitos de sangue de voluntarios. M — Marcador de 50pb; 1 — CN; 2- controle de
extracao; cavidades de 3 a 7 — amostras de linfécitos
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Figura 26: PCR em tempo real do cDNA obtidos de linfécitos infectados com HAdV-41,
utilizando oligonucleotideos pra a regido E1A. (A) curva de denatuagdo do produto
amplificado a partir do RNA total extraido de linfécitos infectados com HAdV-41
previamente tratados com DNase para eliminagdo do DNA cromossémico, utilizando
oligonucleotideos para o gene E1A. (B) Curva de denaturagdo do produto amplificado do
cDNA de linfécitos infectados utilizando o mesmo par de oligonucleotideo. (C) Curva de
amplificagdo do cDNA de linfécitos infectados com HAdV-41, utilizando o mesmo par de
oligonucleotideos. (D) Sobreposicdo da curva de denaturacéo da figura A e B.
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Como pode ser observado na Figura 26A, ndao houve eliminacdo total do DNA
presente na amostra, mas o perfil de amplificagdo demonstrado pelo gréafico de
desnaturagdo nos permite concluir que a amplificagdo ocorrida foi ndo-especifica.
Como o SYBR green se intercala em qualquer dupla fita de DNA, os fragmentos de
diversos tamanhos obtidos pela digestao pela DNase, apresentaram temperatura de
desnaturagdo diferentes. Na Figura 26B observa-se um Unico pico de temperatura
de desnaturacdo, evidenciando a especificidade da rea¢do. Na figura 26D pode-se
observar que a temperatura de desnaturacdo do produto amplificado a partir do
cDNA é distinta das temperaturas de desnaturacéo obtidas da extracdo de RNA total
tratado com DNase. Desta forma, podemos ter a garantia de que a reacdo de
transcricdo reversa foi dependente apenas do RNA presente na amostra. Na Figura
26C pode-se observar que o controle positivo apresentou um Gy de 13. Todas as
amostras infectadas positivaram ao redor do 172 ciclo de amplificagdo, com excecao
de uma Unica amostra que apresentou um Ct de 19. Este resultado permite-nos
dizer que 48 horas apds a infec¢do houve expressao do gene E1A do HAdV-41 em

células mononucleares do sangue periférico.

5.6.3- Cinética de infeccao do HAdV-41 em células HEK-293

Para analisar os resultados obtidos com a cinética de expressado génica de
HAdV-41 em PBMC, foi necessario primeiramente determinar seu comportamento
em uma linhagem celular permissiva conhecida, as células HEK-293.

A expressdo dos genes precoces E1A, E1B (55K) e E3 (14K) foram
detectados 11h pos-infeccéo (Figuras 27, 28 e 29 respectivamente) indicando que o
virus leva mais de 10h para completar as etapas de adsor¢cdo, penetracao, lise do
endossomo, transporte até o nucleo, desnudamento, exposigdo do DNA e inicio da
expressao génica. As expressdes génicas dos genes tardios hexon e fibra curta
foram detectadas 13h e 14h p.i. respectivamente (Figura 31 e 32). A expressao de
VA RNA foi detectada 14h p.i. (Figura 30).

Os dados brutos de cT obtidos pela PCR em tempo real e os calculos de
quantifica¢éo relativa encontram-se em anexo (Anexo 2).

A expressao do gene E1A que se inicia as 11h p.i. atinge seu maior nivel de
expressdo 24h p.i. (Figura 27). O gene E1B (55K) atinge seu maior nivel de
expressao 18h p.i. (Figura 28). O gene VARNA possui maior nivel de expresséo 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 nivel de expressdao as 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 apdés 10h de infeccao, evidenciada pela expressao do gene
precoce E1A.

A expresséo de E1A e E3 (14K) que se iniciaram concomitantemente, (11h
p.i.) atingiram niveis equiparaveis de expressdo, com E1A mostrando uma
tendéncia de ascensao no nivel de expressao. E3 (14K) mostrou uma tendéncia de
equilibrio, como observado no platd (Figura 33). Por sua vez, o gene E1B (55K) que
também iniciou sua expressao as 11h p.i. teve seu nivel de expressdo aumentado
drasticamente, no inicio da expressao, e apds atingir um pico, teve sua expressao
diminuida e voltou a se comportar como o gene E1A (Figura 33). O gene VARNA
teve sua expressao inicial baixa e logo apos a queda da expressao de E1B, ocorreu
um pico de expressdo que pareceu se manter, pelo menos até o tempo observado
(24h) (Figura 33). Os genes hexon e fibra curta apresentaram um aumento
geométrico no nivel de suas expressdes praticamente ao mesmo tempo, mas o
gene hexon apresentou o maior pico de expressao, atingindo niveis superiores a

100.000 vezes em relagdo aos outros genes.
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Expressao relativa do gene E1A de HAdV-41 em
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Figura 27: Gréfico da quantificagéo relativa da expressdo
do gene E1A em células HEK 293 inoculadas com 1 MOI
de HAdV-41 purificado.

Figura 28: Gréfico da quantificacdo relativa da
expresséo do gene E1B (55K) em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Expressao relativa do gene 14K (E3) de HAdV-41 em células HEK-
293
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Figura 29: Gréafico da quantificagdo relativa da
expressao do gene E3 (14K) em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 30: Gréfico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene VARNA em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Expressao relativa do gene Hexon de HAdV-41 em
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Figura 31: Gréfico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene hexon em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Expressao relativa do gene fibra curta de HAdV-41 em células HEK-
293
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Figura 32: Gréfico da quantificagcdo relativa da
expressao do gene fibra curta em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Expressao relativa dos genes E1A, E1B (55K), VARNA, Hexon e
fibra curta wm células HEK-293
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Figura 33: Curva logaritmica para visualizagdo da dindmica de expresséo génica de
HAdV-41. Quantificagédo relativa da expressdo 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.

5.6.4- Cinética de infeccao do HAdV-41 em PBMC

A expressao génica viral em PBMC foi detectada a partir de 17 horas pés-
infeccao.

Nas figuras 34, 35 e 36 respectivamente, encontram-se os dados da
expressao relativa de E1A, E1B e VARNA. A expressao de hexon foi detectada a
partir de 18h p.i e a fibra curta 20h p.i. (Figuras 37 e 38). Essa diferenca temporal
entre, a expressao genes precoces e tardios, também foi observada na cinética feita
em células HEK-293, no entanto a expressado de VARNA, em células HEK 293, s¢ foi
detectada 3h apds a deteccao da expressao de E1A.

Os dados brutos de cT obtidos pela PCR em tempo real e os célculos de
quantifica¢éo relativa encontram-se em anexo (Anexo 3).

O gene E1A apresentou maior nivel de expressao 20h p.i. (Figura 34); E1B as
21h p.i. (Figura 35) e o gene VARNA as 20h p.i. (Figura 36). Por sua vez, o gene
Hexon e fibra curta foram mais expressos as 24h p.i. (Figuras 37 e 38).

Vale ressaltar que ndo podemos inferir nada sobre a dindmica de expressao

do HAdV-41 apés 24h p.i., porque ndo houve andlise das células apds este ponto.
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Os valores relativos de expressdo dos genes analisados em PBMC mantiveram,
mais ou menos, 0 mesmo nivel de expressdo. O gene hexon mostrou uma tendéncia
ascendente que ndo foi verificada na expressao dos genes VARNA, E1A e E1B, que
apresentaram um platd. A expressao do gene fibra curta ndo mostrou nenhuma
tendéncia definida. O nivel de expressao do gene mais expresso (hexon) mostrou

um valor relativo menor que 1000 (Figura 39).
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Expressao relativa do gene E1A de HAdV-41 em
PBMC
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Figura 34: Gréafico da quantificagdo relativa da
expressao do gene E1A em PBMC inoculadas com
1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 35: Grafico da quantificagdo relativa da
expressao do gene E1B (55K) em PBMC inoculadas
com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 36: Gréfico da quantificagdo relativa da
expressdo do gene VARNA em PBMC
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 37: Gréfico da quantificagdo relativa da
expressao do gene hexon em PBMC inoculadas
com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Expressao relativa do gene fibra curta de HAdV-41
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Figura 38: Grafico da quantificagao Figura 39: Curva logaritmica para visualizagdo da dindmica de
relativa da expressdo do gene fibra curta expressdo génica de HAdV-41. Quantificagdo relativa da
em células PBMC inoculadas com 1 MOI expressdo dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K), VARNA, hexon
de HAdV-41 purificado. e fibra curta de HAdV-41 em PBMC inoculadas com 1MOI de

HAdV-41 purificado.
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5.6.5 — Ensaio de infeccao de HAdV-41 em IEL
Apos a inoculagao de IELs , oriundos de dois voluntarios distintos, com HadV-
41 foi encontrado os seguintes resultados:

Figura 40: Gréafico da expresséao génica de HAdV-41 em IEL, obtidos do voluntério 1

Expressao relativa dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K),
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Figura 41: Grafico da expressao génica de HAdV-41 em IEL, obtidos do voluntério 2

Expressdo dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K), VARNA, hexon e fibra curta
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As figuras 40 e 41 mostram que o HAdV-41 foi capaz de infectar IEL de voluntérios
diferentes, embora o comportamento da expressao dos genes virais tenha sido diferente. Na figura 40
é possivel observar que todos os genes analisados expressaram, com destaque para a tendéncia de
expressdo do gene hexon e VARNA. A expressdo dos genes precoces tiveram comportamento
semelhante. Os genes mais expressos foram hexon e VARNA as 24h p.i. No voluntéario 2, ndo houve
a detecgéo da expressdo do gene fibra curta e a expressao do gene hexon foi detectada as 18h, 20h
e 23h p.i. € ndo mais as 24h p.i (Figura 41). O gene VARNA apenas foi detectado as 18h e 20h p.i.,
mas nao apresentou uma tendéncia de ascensao, como demonstrado na figura 40.Ao contrario dos
outros genes precoces, a expressao de E3 s foi detectada as 23h p.i. e mostrou uma tendéncia
ascendente.

5.7- IFI DE PBMC INFECTADOS
Apés a andlise das laminas em microscopia de fluorescéncia foram obtidos os

seguintes resultados:

Tabela 8: Reagao de imunoflurescéncia de PBMC infectados com diferentes MOI de HAdV-41(1, 5 e
10MOQI) , detectados com os soro total anti-HAdV-41.

Soros Voluntario1 | Voluntario2 | Voluntario 3
Soro total 1IMOI | ++ +++ ++

Soro total 5SMOI | NA NA +++

Soro total 10MOI | NA NA +++

Soro total ctrl - - -

Legenda: NA — amostra ndo analisada; (-) amostra negativa

Este experimento prévio de detec¢édo de proteinas virais em PBMC inoculados
permite concluir que ndo s6 estd ocorrendo a expressdo génica, como também ha
producdo de proteinas. O numero de células positivas foi maior nas células
inoculadas com 10MOI do que em 1MOI. Nao houve variagao consideravel entre as
células inoculadas com 10 ou 5MOI. As células ndo inoculadas tinham pouca
fluorescéncia de fundo.

Com o intuito de utilizar um soro anti-HAdV-41 em citometria de fluxo para
determinar o tipo celular permissivo a infeccao por HAdV-41, foram testados varios
soros. Esses primeiros experimentos mostraram que o0s soros policlonais total e anti
fibra curta assim como o monoclonal anti-Hexon foram capazes de detectar proteinas
virais, com diferentes graus de intensidade. (Resultados ndo apresentados em
tabela.) No entanto, o ruido de fundo observado na microscopia de fluorescéncia

indicou que o soro policlonal total e o soro policlonal anti-fibra curta ndo eram ideais
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para o uso em citometria de fluxo. Para tentar diminuir o ruido de fundo, os soros
policlonais foram incubados com PBMC de voluntérios para a retirada de anticorpos
nao especificos dos soros. Apds esse procedimento, o experimento foi repetido com
outros voluntarios para determinar o nivel de ruido de fundo do soro. Houve reducéo
do ruido de fundo, mas nao o suficiente para a realizagdo da citometria de fluxo.

O soro monoclonal anti-Hexon mostrou a menor eficiéncia entre os soros
testados e numero de focos fluorescentes observado foi muito inferior em relagéo aos
outros soros. No entanto, foi o que apresentou o menor nivel de ruido 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 ruido de fundo produzido. O anti-Hexon como
apresentou resultados muitos fracos na diluicdo utilizada (1/800) precisa ser titulado

caso seja necessaria a sua utilizagdo em citometria de fluxo.
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DISCUSSAO

Muito pouco é conhecido sobre a interagdo dos adenovirus humanos com
células do sistema imune. A maioria dos trabalhos existentes esta focada no estudo
do vetor adenoviral aplicado em terapia génica (SHUANG, ENDO e NEMEROW,
1995; CHIRMULE et al, 1999; DOBBELSTEIN, 2004; IMPERIALE e KOCHANEK;
2004, KOCH et al, 2001). No entanto, esses vetores sao, em sua grande maioria
baseados nos sorotipos 2 € 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 génica
direcionada, no entanto, pouco se sabe sobre seu mecanismo de infeccdo in vivo,
tipos celulares que interagem e mecanismos de evasao do sistema imune.

Os adenovirus interagem com CAR para reconhecer e entrar na célula alvo
(BERGELSON et al, 1997; TOMKO, XU e PHILIPSON, 1997), mas o
reconhecimento do receptor primario ndo é suficiente para explicar o tropismo
apresentado pelas diversas espécies de adenovirus 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 esta localizado na membrana basolateral das células, teoricamente inacessivel
para as particulas transientes no limen. Porém, ja foi observado, nas células basais
do epitélio respiratério, particulas virais e sub-produtos da replicagdo sendo
liberadas no espago paracelular, onde interagiriam com CAR, rompendo as fight
junction e ocasionando o desmembramento do epitélio (WALTER et al, 1999). No
entanto, o mecanismo de transporte das particulas virais até as porgoes basais do
epitélio permanece um mistério. Provavelmente, algum mecanismo de transcitose
pode estar envolvido, como ocorre na infecgao por HIV das células M das placas de
Peyer (JANEWAY et al, 2007).

Na mucosa intestinal, existem linfocitos especiais inseridos na camada
epitelial, que diferem funcional e fenotipicamente dos outros linfécitos T (HASS et al.,
1993). Essas células sdo pouco conhecidas e suas fungdes na resposta imune
precisa ser elucidada. Sabe-se que sdo células muito importantes para manter o
status quo do epitélio intestinal, sendo requeridas quando este é lesionado por
fatores quimicos, fisicos ou biol6gicos (GOODMAN e LEFRANCOIS, 1988). Devido
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a sua localizacao peculiar e alguns resultados prévios obtidos em nosso laboratério,
surgiu a duvida se essas células poderiam ser infectadas por adenovirus entéricos.

Para estudar a interacdo do HAdV-41 com essas células foi necessario
estabelecer um ensaio prévio com células de origem hematopoiéticas, pois
desconhecia-se os tipos celulares permissivos a esse virus. Para isso, varias
técnicas tiveram que ser padronizadas. Foi necessario obter particulas virais
purificadas, estabelecer um protocolo de extragdo de linfécitos intraepiteliais de
mucosa intestinal humana, estabelecer o espectro de deteccao do genoma viral
pelos métodos de PCR, Nested-PCR e PCR em tempo real, elaborar
oligonucleotideos especificos para HAdV-41 e padronizar a RT- PCR em tempo real,
para poder ter subsidios para analisar a permissividade celular a infecgao por HAdV-
41.

6.1 - Producao, purificacao e titulacao de HAdV-41

A produgéo de HAdV-41 in vitro mostrou-se lenta se comparada com outros
adenovirus (DE JONG et al, 1983). Em média, levamos 15 dias para a observacao
do efeito citopatico (ECP) total nas células HEK-293 inoculadas. O ECP dos
adenovirus da espécie F inicia-se com uma retracdo da monocamada celular e
avanca com formacao de cachos celulares entre 5 a 7 dias apds a infeccéo, que vao
se tornando mais evidentes, até o descolamento total do tapete celular.

No processo de multiplicagdo do HAdV-41 a progressao € lenta, néo litica e
ocorre a acumulagao das particulas virais dentro da célula, diferentemente do que
acontece no ciclo de multiplicacdo 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 nucleo das células
infectadas (TIEMESSEN et al, 1995). Esse resultado indica que os HAdV-41 nao
causam lise celular e estariam mais adaptados a multiplicacdo em um epitélio que
descama, como o epitélio intestinal

Essa observagdo condiz com a falta de um gene da regido E3, que produz
uma proteina de 11,6 KDa denominada, adenovirus death protein. Essa proteina,
apesar de estar localizada na regiao precoce, € expressa tardiamente e causa a lise
celular (TOLLEFSON et al., 1996a; TOLLEFSON et al., 1996b). Nos Human
adenovirus C, esta proteina esta relacionada com a lise das células infectadas.

Quando o gene que expressa a ADP é retirado do genoma ou sua expressao €
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bloqueada, o virus passa a apresentar um ciclo nao litico (TOLLEFSON et al, 2003).
Por serem defectivos nessa proteina e ndo possuirem outros mecanismos similares
que possam causar lise celular, os Human adenovirus F séo incapazes de lisar as
células durante seu ciclo replicativo. Por essa razao, esses virus séo liberados junto
com as células, no processo de descamacao epitelial, ou quando ocorre a morte
celular por senescéncia ou outros fatores. Ainda ndo se sabe se os Human
adenovirus F possuem algum mecanismo préprio para a liberagdo das particulas
virias das células. De qualquer forma, esta estratégia apresenta algumas vantagens
para os virus, pois ao serem liberados no lumen junto com as células, eles escapam
da neutralizagéo pelas IgA secretoras.

Nosso processo de purificagdo do HAdV-41 foi testado por dois métodos de
concentragdo viral. No primeiro método, somente eram coletadas as monocamadas
inoculadas, enquanto no segundo, foram também coletados os sobrenadantes.

A purificagao viral € um procedimento necessério para que apenas particulas
virais completas sejam utilizadas nos ensaios de infec¢do. Este procedimento
elimina a possibilidade de que outras moléculas, como fragdes sollveis de proteinas
virais, possam estar presentes no inéculo, interferindo no processo de
reconhecimento do receptor celular pelo virus. No entanto, este € um processo
extremamente meticuloso e exige a produg¢édo de uma grande quantidade de virus.

Como a purificacao por gradiente de CsCl é feita por densidade diferencial,
teve-se o cuidado de produzir duas quantidades de estoques virais para a
purificag@o. A coleta da banda viral é baseada na refragdo da luz na massa protéica,
podendo assim ser diferenciado da solugdo de CsCl. No primeiro estoque de
purificagdo foram produzidos 20 frascos de 150cm? de células HEK-293 inoculadas e
no segundo foram produzidos 42 frascos. Como mencionado anteriormente, o
HAdV-41 é fastidioso e de dificil cultivo, tornando sua purificagdo uma etapa
limitante, visto que é necessario uma grande quantidade de células infectadas para
que as particulas virais atinjam um numero critico que possam ser visualizadas no
gradiente de CsCl. Além disso, pouco se sabe sobre os mecanismos de infecgéao
utilizados pelos adenovirus da espécie F para se propagar entre as células. Por nao
apresentar um ciclo litico, os Human adenovirus F podem apresentar duas vias de
liberacao das particulas virais: liberagédo apical ou liberagéo paracelular. Na liberagéao
apical, as particulas virais séao liberadas no sobrenadante e na via paracelular néo

ha necessidade de liberagdo dessas particulas. Se a primeira via for utilizada pelos
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adenovirus F, é de se esperar que haja uma quantidade consideravel de particulas
virais no meio de cultivo, razdo pela qual optamos por também ultracentrifugar o
sobrenadante das células inoculadas.

A purificacdo do primeiro lote foi mais dificil, pois a banda viral nao foi
facilmente visualizada dificultando a sua coleta. A visualizacdo da banda viral no
segundo lote foi bem mais facil, evidenciando a importancia de se obter grandes
quantidades de particulas virais para facilitar o processo de purificagao.

Apés obter as particulas virais purificadas, foi feita a titulacao do virus por IFI.
O titulo viral obtido para o primeiro lote foi 5,6 x 10° UFF/mL e para o segundo 2,3 x
10" UFF/mL, o que equivale 5,6 x 10* UFF/frasco e 2,74 x 10° UFF/frasco,
respectivamente. Essa diferenca de rendimento final de quase 5 vezes pode ser
atribuida a maior concentragéo viral, devido ao maior nimero de particulas iniciais
submetidas ao processo e, principalmente, pela concentracdo das particulas virais
presentes no sobrenadante. Esses ensaios confirmam a importancia da
concentragédo viral do sobrenadante mesmo em virus com ciclo n&o-litico como o
HAdV-41.

6.2 - Padronizacao dos métodos de deteccao de DNA viral

Determinado o titulo viral, foi estabelecido o limiar de deteccao do genoma
viral pelos métodos citados anteriormente. Sabe-se que os linfécitos ndo séo os
sitios preferenciais de replicagdo dos adenovirus (MENTEL et al, 1997;
FLOMEMBERG et al, 1997). Isto sugere que, se os adenovirus fossem capazes de
infectar tais células, apenas uma pequena quantidade de genoma viral estaria
presente, o que dificultaria sua deteccao (HORVATH, PALKNONYAY e WEBER,
1986). Por outro lado, ndo era sabida qual a sensibilidade das técnicas de deteccédo
de DNA viral que seriam aplicadas neste trabalho. Teoricamente, seria necessaria
apenas uma unica fita de DNA para que a reacdo da PCR fosse positiva. No
entanto, sabe-se que na PCR convencional, a distincdo entre amostras positivas e
negativas depende da percepcao visual da banda formada no gel de agarose. Além
disso, este processo nédo permite uma avaliagdo quantitativa do material amplificado.
Na PCR em tempo real, o que determina a positividade da amostra é o acumulo de
fluorescéncia durante os ciclos de amplificacdo. Entretanto, ela também tem suas
limitagbes, pois, caso a quantidade inicial de DNA seja muito baixa, a fluorescéncia

acumulada podera néo ser suficiente para distingui-la do ruido de fundo.
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Para nos assegurarmos de que as células expostas ao virus estavam sendo
infectadas ou nao, foi necesséario averiguar o limiar de deteccdo dos métodos
utilizados. Nossos resultados mostraram que a PCR em tempo real foi a técnica
mais sensivel, sendo capaz de detectar amostras que continham pelo menos 10
particulas virais. Esses resultados estdo bem préximos aos observados por
JOTHIKUMAR e colaboradores (2005) que, trabalhando com o sistema TagMan em
PCR em tempo real, puderam detectar 8 copias de HAdV-41 iniciais na reagao.
Neste trabalho, os autores utilizaram outra metodologia para a quantificagéo viral.
Regides especificas do genoma do HAdV-41 foram amplificadas e clonadas e os
plasmideos gerados foram considerados equivalentes genémicos. Estes foram
quantificados em espectrofotometria, diluidos seriadamente na base 10 e utilizados
para a construgdo da curva-padrdo da PCR em tempo real. Este método é mais
sensivel, visto que apenas o0 material genético alvo na reagédo de PCR em tempo real
€ quantificado. No nosso método, todo DNA extraido pela técnica de HIRT (1967) é
quantificado. No entanto, esta técnica permite uma extragdo seletiva de DNA
baseada no seu peso molecular. Genomas muito grandes, como os celulares, sao
excluidos na primeira fase de extracao, restando na fase liquida apenas os DNA de
pequenos tamanhos, que foram precipitados com um meio alcodlico e baixa
temperatura. Quando bem trabalhada a quebra cromossdémica é minimizada e o
DNA viral é extraido com minima contaminacdo de DNA cromossémico. Nossos
resultados permitiram concluir que nossa extragcdo foi bem trabalhada, visto que
obtivemos resultados semelhantes aos apresentados pelos autores citados acima.

Determinado o limiar de deteccdo do genoma viral, foi estabelecido um
experimento prévio de infecgdo de células HEK-293 com HAdV-41 com amostras de
baixa celularidade, visto que os linfécitos Tyd s@o células de dificil obtengdo e
representam de 1 a 5% dos linfocitos T do bacgo e dos linfonodos de humanos e de
camundongos (CHIEN et al, 2006). Neste ensaio foi possivel determinar a presenca
do virus em amostras com concentragdo de 5000 células HEK-293. Portanto, nossos
métodos estavam adequados para detectar poucas cépias de DNA viral em poucas
células infectadas.

Iniciamos entdo, os experimentos de infeccao de linfécitos. Em um primeiro
ensaio, inoculamos PBMC com HAdV-41 e detectamos a presenca do DNA viral 48h
p.i. Optamos pela andlise do DNA viral, por que ndo sabiamos se os HAdV-41 teriam

um ciclo abortivo em células hematopoiéticas, pois o virus poderia conseguir entrar
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na célula e ser degradado, entrar em laténcia ou ser replicado, dependendo do grau
de permissividade apresentado pelas PBMC. A analise do DNA viral nos PBMC
apresentou resultados animadores, no entanto, essa opgdo mostrou-se muito
trabalhosa, principalmente pela dificuldade de eliminar a presenca de DNA viral do
sobrenadante. Mesmo apds indmeras lavagens, o DNA viral era detectado no
sobrenadante. Sabiamos 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 a infecgdo por HAdV-41. Consideramos
que, se os PBMC estavam sendo infectados e o genoma viral estava presente
mesmo apds 48h de infeccdo, o virus estaria em laténcia e, portanto, estaria
expressando, ao menos, 0s genes precoces. Partimos, dessa maneira, para a
andlise da expressao génica viral. Iniciamos pela andlise da expressdo de E1A e
depois dos resultados positivos, analisamos os outros genes virais.

Nesses experimentos, pudemos constatar que os HAdV-41 ndo apenas
conseguiram infectar essas células, como também replicar, como demonstrado pela
expressao dos genes tardios. A expressao dos genes tardios € um marcador de
replicacdo de DNA, visto que os genes tardios apenas iniciam sua expressao apos o
inicio da replicagcdo do DNA viral (TIEMESSEN, NEL e KIDD, 1996).

Os resultados positivos observados nos PBMC infectados foram animadores,
visto que esta é a primeira evidéncia de que este virus possa infectar tais tipos
celulares. Este é um dado inédito, ja que a grande maioria dos trabalhos,
envolvendo a interagao de adenovirus e linfdcitos, 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 tém 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 a infeccao por HAdV-41 é
resultado da expressdao basal de produtos de E1A de HAdV-5, o qual pode
complementar a fungédo defectiva do E1A dos adenovirus 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 continua, poderiam
complementar a fungéo de E1A desses adenovirus (PIENIAZEK et al, 1990a). Foi
observado também, que a expressdo das proteinas E1A de HAdV-41, que séo
consideradas defectivas por outros autores, é efetiva em células infectadas, fato
comprovado pelos produtos expressos por E1A de HAdV-41 que sdo 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 condicbes de cultivo: célula
permissiva: células de rim de embrido humano (HEK-293); semi-permissiva: células
da conjuntiva (células Chang) e nado permissiva: fibroblastos de embrido humano
(HEF). Em células Chang infectadas foram encontrados 2,4 x 10* UFF/mL de HAdV-
2 e nenhum foco fluorescente para os HAdV40 e HAdV-41. Em células HEK 293 foi
detectado as proteinas virais de HAdV-2 e HAdV-41, mas ndo do HAdV40. Nenhuma
sintese protéica viral foi detectada em HEF. Com relagéo a sintese de DNA viral, foi
detectado a replicagédo do HAdV-2, HAdV-40 e HAdV-41 em células Chang e HEK-
293, mas ndo 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 razdes, a linhagem celular HEK-293 ¢ considerada
permissiva a infeccao por HAdV-41 O cultivo eficiente destes virus nestas células é
obtido quando as células sdo mantidas em meio com baixa concentragdo de SFB
(0,2%) e quando é aguardado o tempo necessario para a coleta das células
infectadas (7 a 10 dias) (PIENIAZEK et al, 1990b).

Esses trabalhos corroboram nossos resultados, pois nosso sistema de
infeccdo em células HEK-293, mostrou-se completamente permissivo, como
demonstrado pelos altos titulos obtidos pds-cultivo e pela detecgdo de DNA, mRNA
e sintese de proteina viral. Esses resultados também foram observados em PBMC
inoculados, o que indica que essas células também se comportam como um sistema
permissivo a infecgdo viral, embora tenha ocorrido baixa expressao génica viral e

baixo rendimento.

6.4 - Adenovirus e células linfoides
Embora os adenovirus tenham sido descobertos em cultura de adendides
(ROWE et al, 1953), esses virus tém sido convencionalmente propagados em

linhagens celulares de origem n&o linféide. Ao contrario dos extensos estudos da
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interacdo molecular entre o0s adenovirus 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 adenovirus em células
linféides. Alguns trabalhos apontam a possibilidade de uma interessante interacao
entre produtos génicos adenovirais e genes especificamente expressos em linfocitos
B (BORRELLI et al., 1984 e 1986). Mas algumas questdes ainda permanecem em
aberto, por exemplo: como os linfocitos estdo envolvidos na rota de infec¢gdo dos
adenovirus?

A literatura é muito contraditoria sobre a permissidade desses tipos celulares
a infecgdo por adenovirus (FLOMENBERG et al., 1997; ALLARD, ALBINSSON e
WADELL, 1992; GARNETT et al, 2002). As células da linhagem hematopoiética
apresentam niveis variados da proteina CAR, geralmente baixos se comparados
com células epidérmicas (COLIN et al., 2003). Dentre essas células, os linfécitos T
sd80 0s que apresentam o maior nivel de expressao desta proteina. Contudo eles
nao se mostram permissivos a replicagéo dos adenovirus da espécie C, sugerindo a
existéncia de padrdes alternativos para infeccdo adenoviral de células da linhagem
hematopoiética (COLIN et al., 2003). Contraditoriamente, outros grupos tém relatado
o estabelecimento de persisténcia em linhagens linféides infectadas com adenovirus
da espécie C, nas quais, o DNA viral é mantido e pequenas quantidades de
particulas infecciosas sdo 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 adenovirus da espécie C ter um ciclo
replicativo alternativo em células linféides, de forma persistente e nao-litica
(GARNETT et al., 2002).

Os adenovirus contém mais de 20 genes dedicados ao controle de varios
aspectos da resposta imune inata ou adquirida das células hospedeiras. Algumas
dessas funcdes ndo sdo necessarias para o sucesso da replicacao do virus in vitro,
mas parecem ter processos alvos que sao essenciais para a sobrevivéncia do virus
durante a fase aguda ou infecgao latente, in vivo (HORWITZ, 2001).

A caracteristica central das respostas das células hospedeiras a infecgéo viral
€ a ativacdo de genes celulares por interferonas ou outros mediadores solUveis.
Interferon-y (IFN) € um importante mediador na resposta celular a infecgéo 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-y é produzido por linfécitos T e
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por células natural killer, que mediam efeitos nas células afetadas através de um
receptor de alta afinidade ligado a uma quinase especifica da familia Janus- uma
tradutora de sinal e ativadora de uma cascata de transcricdo (JAK-STAT) (JOSEPH
e LOOK, 2001).

Genes que sao ativados durante a imunidade dependente de IFN-y incluem: a
molécula de adesao celular (ICAM-1), o complexo de histocompatibilidade principal
de classe | (MHC-I) necesséario para o recrutamento e ativagdo de leucécitos;
necessario para o processamento dos antigenos virais; a sintase induzida por éxido
nitrico; as IFN-a/ 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 adenovirus em estabelecer uma infecgdo produtiva depende
da evolugdo de mecanismos virais capazes de evadir da resposta imune inata e
adquirida. A evolugdo dos adenovirus tem gerado estratégias inibidoras que
bloqueiam mais de um passo da cascata de sinalizacdo da resposta imune
dependente de IFN-y (JOSEPH e LOOK, 2001). Muitos desses genes imuno-
regulatérios estdo agrupados na regidao precoce 3 (E3), que podem inibir a
apresentacao de antigenos pelo MHC-I; a morte celular induzida por TNF-a, Fas- ou
mecanismos TRAIL induzidos de cit6lise (WOLD et al., 1999). Além desses genes,
0s adenovirus possuem na regido E1B duas proteinas 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 evasao do sistema imune € a persisténcia viral. A
habilidade de adenovirus da espécie C em estabelecer infeccbes persistentes, em
tecidos linfaticos (tonsilas e adendides), ha muito é conhecida e metade de todas as
infeccbes respiratorias causadas pela espécie C é seguida por persisténcia viral
(FOX et al, 1969, FOX, HALL e COONEY, 1977). Essa persisténcia também foi
observada em outras espécies de adenovirus, cuja liberagdo 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 numero de pacientes

imunocomprimidos tem aumentado, devido ao aumento de transplante de érgéo e a
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epidemia causada pelo HIV, a importancia clinica de adenovirus persistente tem
ganhado grande relevancia (KOJAOGHLANIAN, FLOMENBERG e HORWITZ, 2003;
SUPARNO et al.,, 2004; WALLS, SHANKAR e SHINGADIA, 2003). Entre os
pacientes com transplante de medula éssea, estudos prospectivos recentes
relataram que a incidéncia de infecgbes adenovirais varia de 20-30% (SUPARNO et
al, 2004), o que sugere que os adenovirus eliminados nas fezes durante a
persisténcia viral possam ser oriundos de placas de Petri infectadas (WADELL,
1984).

Células provenientes dos nédulos linfaticos, bem como células fagocitarias
estacionérias podem também, ser encontradas em associagdo com o trato urinario.
No entanto, a localizagéo ou o tipo celular com Ads persistente que sé&o eliminados
nas fezes ou urina n&o foi determinado. In vivo, DNA de adenovirus C foi encontrado
em linfécitos T tonsilar e um tipo celular néo linféide na tonsila (GARNETT et al,
2002), como demonstrado por citometria de fluxo de células derivadas de tonsilas e
adenodides. No entanto, os Ads sdo raramente detectados em PBMC de individuos
saudaveis (FLOMENBERG et al, 1997).

Entre os Ads C, o estabelecimento das linhagens hematopoiéticas infectadas
ja foi observado em varios trabalhos (ANDIMAN e MILLER, 1982; CHU et al.,1992;
SILVER e ANDERSON, 1988). In vivo, esses adenovirus também sdo capazes de
causar infeccao primaria de linfoma de células B, as quais, quando propagadas em
cultura celular, mostraram caracteristicas que foram similares aquelas descritas para
infecgdes persistentes (FLOMENBERG et al, 1996).

A replicagdo persistente € caracterizada por infecgdo nao litica, por uma
producdo baixa, mas prolongada de virions na célula e por cinética celular normal, o
que indica que a sintese protéica celular ndo é inibida. Essas diferengas na
interagdo virus-célula indicam uma alteragao na regulagéo da expressao génica viral
(MAHRS, BOSS e GOODING, 2003; McNEES et al, 2004) quando comparado com
infeccbes liticas. Essas divergéncias sdo provavelmente causadas pelo ambiente
celular, onde poderia estar ocorrendo uma restricdo da replicagdo viral (MAHR,
BOSS e GOODING, 2003; McNEES et al, 2004).

A laténcia e a persisténcia de adenovirus em hospedeiro humano ha muito
tem sido relatada, embora pouco se saiba sobre os mecanismos moleculares
envolvidos nesta interagdo. A persisténcia ou reisolamento de adenovirus em

hospedeiro humano normal ja foi relatada 24 meses apds o inicio da infec¢gao (FOX
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et al, 1969; HILLS et al, 1973) e acredita-se que os linfécitos, principalmente as
células B, sejam os responsaveis pela manutencao da laténcia (ABKEN et al, 1987).

Outros autores relatam que os adenovirus latentes possam ser importantes
na patogénese da doenca pulmonar obstrutiva croénica (COPD), que ocorre em
fumantes (MATSUSE et al, 1992). Neste trabalho, as seqiiéncias de DNA da regido
E1A de adenovirus foram detectadas por PCR, mais freqlientemente em nddulos
pulmonar de pacientes com COPD do que em pacientes sem obstrugdo do trato
respiratorio. Entretanto, a deteccdo de seqiéncias de DNA da regido E3 nao foi
diferente nos dois grupos estudados. Além disso, DNA da regido E1A foi encontrado
em células epiteliais, sugerindo que o virus deve estar envolvido no COPD. Em outro
estudo em criangas, a infecgao persistente por adenovirus foi associada a asma e a
obstrucédo aérea cronica (MACEK et al, 1994), mas o significado desses resultados
necessita de mais estudos. (LUKASHOK et al, 1997)

Adenovirus latente ou persistente poderia explicar o estado clinico em
hospedeiros imunossuprimidos, os quais podem ser reinfectados com um virus
enddgeno durante o tratamento de imunosupressao. Entretanto, em pacientes com
transplante renal, a infecgdo parece ser adquirida por um virus exdégeno, oriundo do
6rgéo do doador. (HARNETT et al, 1982). Outra possivel explicagédo deste tipo de
infeccdo poderia ser a integracao estavel de seqiiéncia de E1A e E1B de DNA de
adenovirus, covalentemente ligado ao cromossomo do hospedeiro (MITANI, KUBO,
2002).

A regido E1A mostrou-se ser suficiente para transformar células de roedores
por varios sorotipos de adenovirus. Em modelos animais, foi demonstrado que
alguns sorotipos, principalmente Ad12, Ad18 e Ad31, sdo altamente oncogénicos.
Entretanto, maioria dos estudos fracassou ao associar a infecgdo por adenovirus
com a etiologia de tumores humanos (GREEN et al; 1980; GREEN et al, 1979).

Mesmo com todos esses trabalhos algumas questées sobre a biologia dos
adenovirus ainda precisam ser respondidas. O DNA latente pode reativar-se e
produzir virions infectivos? Quais espécies de adenovirus podem causar infecgoes
persistentes ou latentes in vivo? Qual o significado desses achados para a histéria
natural dos adenovirus? Quais sao as perspectivas para a utilizacdo desses
adenovirus em terapia génica? Porque os adenovirus sdo capazes de causar
persisténcia em células de origem linfocitaria e ndo em outras? Quais mecanismos

moleculares estao envolvidos no estabelecimento da persisténcia?
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6.5 - A cinética de expressao génica de HAdV-41

A expressado temporal de cada gene do HAdV-41 foi condizente com sua
posicdo no genoma viral. Assim, era de se esperar que 0s primeiros genes a serem
expressos fossem E1A e E1B seguidos pelos genes L1 a L6 respectivamente, e a
regido E3 mais tardiamente (Figura 19).
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Figura 19: Mapa da posigao génica dos principais genes de adenovirus

A Unica excegao observada foi a expressao precoce de 14K, que deveria
iniciar-se concomitante aos genes tardios. Essa particularidade serda melhor
analisada quando pudermos analisar outros genes da regiao E3.

A quantificagao relativa dos diversos genes analisados mostrou-se coerente,
com excegdo ao pico de expressdo apresentado pelo gene E1B (55K) as 18h p.i.
Embora o experimento tenha sido feito em triplicata, esse € um ponto que merece
uma atencdo maior para maiores conclusées. Um fato interessante foi o pico de
expressao de VARNA sucedido pela baixa da expressao de E1B. Uma das funcdes
de E1B (55K) é bloquear o transporte de MHC de classe | para a superficie celular e
assim tornar a célula infectada “invisivel” os linfécitos T citotéxicos, responsaveis

pela eliminagdo de células senescentes e infectadas. Dessa forma, E1B previne que
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os adenovirus sejam destruidos até que VARNA esteja disponivel em quantidades
suficientes para subverter a defesa celular, baseada em IFNa. Assim, esse dois
genes trabalham em sinergia para garantir uma prote¢do minima a replicagao dos
adenovirus até que todos os mecanismos de defesa do adenovirus, situados na
regiao E3, estejam em funcionamento.

Outros autores ja estudaram a cinética de infecgado de adenovirus (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 analise de 2 horas. Como
nesta época nao estava disponivel a tecnologia do PCR em tempo real, os autores
analisaram a expressao génica 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 so6 foi detectado 10-12h p.i. Os membros das familias de L3 (Hexon) e L5 (Fibra)
aparecem 14h p.i.

Nossos resultados mostraram que o HAdV-41 apresenta um ciclo lento, tendo
0S primeiros genes expressos apds 10h p.i., 6 horas apds a deteccao dos primeiros
genes em HAdV-5. Esse atraso pode ser atribuido a adsorgéo, penetragcdo e/ou
transporte até o nucleo. A espécie C e F reconhecem CAR como receptor primario,
embora com diferencas de afinidades, no entanto a espécie C penetra na célula por
reconhecimento das integrinas avp3 e av5 presentes na membrana celular. Como
resultado desta interagédo, ocorre a internalizagéo da particula viral, por mecanismo
de endocitose mediada por clatrinas (MATHIAS et al, 1994). A espécie F nao
reconhece essas integrinas e ndo ha conhecimento sobre quais proteinas sao
usadas na internalizagao viral ou quais vias de entrada utilizadas por essa espécie.
QOutra possivel causa desse ciclo lento em adenovirus F pode estar na via de
transporte até o nucleo. A espécie C lisa o endossomo inicial, através da liberacao
de suas fibras que séo citotéxicas. Apos a lise o virus esta livre para utilizar os
mecanismos de transporte de vesiculas para se direcionar ao nucleo. Na espécie F
desconhece-se a via utilizada para o transporte até o nicleo.

Por fim, nossos dados mostram que os adenovirus da espécie F apresentam
um ciclo lento quando comparado com a espécie C. No entanto, a dindmica de
expressao foi quase idéntica, mostrando a classica expressao dos genes precoces
sucedidos pelos genes tardios.

A cinética de expressao de HAdV-41 em PBMC apresentou um atraso em
relagé@o a cinética feita em células HEK-293. Esse atraso no ciclo infectivo em PBMC
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em comparacao com HEK-293, pode ser atribuido a etapa de adsorcao e/ou fatores
celulares de transcricdo. A adsorcao é dependente do reconhecimento do receptor
CAR, o qual é raramente encontrado em células mononucleares do sangue
periférico (COLIN et al, 2004). Se a infeccdo € decorrente do reconhecimento de
outro receptor celular ainda ndo descrito, sua dindmica de adsorgdo pode ser
diferente daquela descrita para a proteina CAR. Na auséncia do receptor primario
(CAR), a entrada dos adenovirus pode ser feita por reconhecimento direto dos co-
receptores (integrinas), mas neste caso ocorre um retardo na entrada do virus na
célula e sua eficacia é de aproximadamente 10 %.

Fatores de transcricéo celular também podem influenciar na dinamica viral,
tornando a célula mais ou menos permissiva a replicagdo do virus, dependendo se
permite uma maior ou menor expressao dos genes virais.

A expressao temporal foi quase idéntica a observada em células HEK-293,
com excecdo do gene VARNA. Esse intervalo de tempo entre a expressdo dos
genes precoces e tardios, era esperado devido a localizagao dos genes no genoma
do virus. A expressao precoce de VARNA em PBMC pode indicar que, pode haver
uma interacao diferente dos mecanismos de regulacao génica viral e celular daquela
encontrada em células HEK-293. Isto poderia acarretar em uma expressao precoce
ou tardia de determinado gene viral.

Nossos dados mostraram que houve a replicagcdo completa do HdV-41, como
mostrado pela expressdo dos genes tardios. A expressdo dos genes tardios € um
marcador para indicar que houve replicagdo do genoma dos adenovirus. Nossos
dados mostraram também, que os niveis de expressdao génica 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 relagédo a HEK-
293. Isso pode indicar que poucas particulas virais entraram nessas células e,
provavelmente, poucas estdo sendo formadas. Essa estratégia de multiplicacdo
inicial do inoculo pode ser um mecanismo de evasao, para que, depois de atingir
niveis consideraveis, os adenovirus possam replicar em suas células alvos

preferenciais.
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6.6 - Ensaios de infeccao de linfocitos intraepiteliais de mucosa intestinal

humana.

Apés de verificar que células de origem linféide sdo permissiveis a infec¢éo
por HAdV-41, analisamos a permissidade dos linfécitos intraepiteliais de mucosa
intestinal. Para obté-los varias técnicas de extracao celular foram testadas.

Muitas técnicas tem sido desenvolvidas para a cultura primaria de um
determinado tecido isolado. Essas técnicas podem ser divididas em puramente
mecanicas, as quais envolvem dissec¢cao, com ou sem alguma forma de maceracéo,
e técnicas que utilizam desagregagéo enzimatica. A dissec¢ao de explantes primarios
€ recomendada quando uma pequena quantidade de tecido estd disponivel. A
desagregacao enzimatica é recomendada quando ha uma maior disponibilidade de
tecido e uma alta taxa de recuperacao é requerida. A desagregacao mecénica é
recomendada quando grande quantidade de tecidos moles esta disponivel, mas a
taxa de rendimento ndo é um parametro a ser considerado (FRESHNEY, 2000).

O método de extracdo de linfocitos intraepiteliais pelo método de cultura de
explante se mostrou inviavel. A taxa de recuperacéo celular foi inferior a todos os
outros métodos testados, além de ser muito dificil de controlar a contaminacéo
microbiana das amostras. Aumentamos a dose de antibidticos utilizada em todos os
reagentes da extracdo, mas nao conseguimos controlar de maneira satisfatoria a
contaminacdo na cultura de explante. Isso pode ter ocorrido porque as bactérias da
flora intestinal por apresentarem adesinas especificas sé@o extramente aderentes,
tornando dificil sua remogao mecénica pelos processos de lavagens aplicados. Outra
razdo a ser considerada é que utilizamos como controle bacteriano apenas os
antibiéticos penicilina G e a estreptomicina. Para um melhor controle microbiano seria
ideal adicionar um outro antibiético de largo espectro e de baixa toxicidade as células.

O método de isolamento de linfécitos intraepiteliais descrito por Mosley e Klein
(1992), nao se mostrou adequado em nosso trabalho. Obtivemos grande rendimento
da extragdo, mas as células ndo permaneciam vidveis por muito tempo, ocorrendo
grande perda celular em menos de 24h. Isto pode ter ocorrido por diversas razdes: a
agitagdo magnética pode ter gerado um grau de cisalhamento celular que se tornou
irreversivel, levando as células a morte por dano fisico. O EDTA utilizado na solugéo
de extragdo, o qual é um quelante de Ca*" e Mg*", pode ter sido outra varidvel
responsavel pela morte celular, pois os linfécitos parecem ser muito mais sensiveis a
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variacbes de Ca*™ e Mg™ que as linhagens celulares estabelecidas. O periodo de
exposicdo ao EDTA pode ter causado uma diminui¢cdo do Ca** e Mg** intracelular o
que ocasionou na ruptura do equilibrio i6nico intracelular que ndo pode ser reparado,
levando as células a morte.

No caso da extracdo enzimatica utilizando tripsina, nosso trabalho mostrou
que o método de tripsinizagdo a frio obteve maior rendimento em relagéo a
tripsinizacdo 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 extracao celular apresenta algumas desvantagens. Uma delas é o dano
que pode resultar da exposi¢do prolongada do tecido a tripsina a 37°C. Este fato nos
obriga a colher as células expostas a cada 30 minutos de incubagdo no método de
tripsinizacao a quente, ao invés de deixa-las expostas pelo periodo integral (4horas)
que é necessario para que haja a desagregacao total do tecido. Isto torna o método
extremamente cansativo, visto que sdo necessarias a coleta, limpeza e fragmentagéo
do tecido antes de extrair as células. O tempo necessario para todas essas etapas
inviabiliza seu uso rotineiro. Um método simples, para minimizar o dano as células
durante a desagregacdo, é incubar o tecido na ftripsina a 4°C, para permitir a
penetragdo da enzima no tecido e manter sua atividade protedtica baixa. Seguindo
esse procedimento, o tecido necessitou menos tempo de incubacédo a 37°C para a
desagregacao (COLE e PAUL, 1966), tornando menos cansativo a extracdo das
células, facilitando a realizagao dos procedimentos laboratoriais.

Dessa forma, o protocolo de extragéo de IEL adotado foi a tripsinizagéo a frio,
como método de extracdo celular. No entanto, para a separacao dos linfocitos e
hemacias, optamos por outro método de separagao, pois no protocolo original utiliza-
se um tampao de lise diferencial que ndo foi detalhado no trabalho. Como qualquer
alteragdo em tampdes de lise pode causar efeitos irreversiveis no experimento
utilizamos um gradiente de Percoll seguido de um gradiente de Ficoll, para separacéo
celular. Desta forma, foram separados os linfécitos e hemacias dos enterdcitos e, no
segundo gradiente os linfocitos das hemacias. Desta forma, conseguimos obter os
linfécitos intraepiteliais de mucosa intestinal em quantidades razoaveis para a
realizacdo de nossos experimentos.

Ap6s a obtencdo e inoculagdo dos IELs, com HAdV-41 foi detectada a

expressdo dos genes virais em experimento de infeccdo com células de dois
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voluntarios distintos.. Esse dado, também inédito, evidencia a capacidade do HAdV-
41 de interagir com células de origem hematopoiética.

Embora os adenovirus tenham infectado IEL desses dois voluntarios, o perfil
de expressao viral foi distinto. No voluntario 2, por alguma razao, a expressao do
gene tardio fibra curta ndo foi detectada. As expressdes do gene hexon e dos genes
precoces E1A e E1B também nao foram detectadas apds 24h de inoculagéo
Surpreendentemente, a expresséo do gene E3 aparenta uma tendéncia de ascenséo
a partir de 23h. Isto pode sugerir, que neste caso, o virus possa estar desenvolvendo
uma laténcia, sem a expressao dos genes estruturais e pouca expressao dos genes
regulatérios da regido de transcricdo precoce. No entanto, para verificar esta
possibilidade, outros experimentos de infecgao, com voluntarios diferentes, terédo que
ser realizados. No voluntario 1, houve a deteccao expressao de todos os genes virais
testados e apresentou perfil de expressdo semelhante ao apresentado pelo ensaio
de infeccdo de PBMC, embora o nivel de expressédo tenha sido, aparentemente 10

vezes menor.

6.7 - Imunofluorescéncia indireta para deteccdo de adenovirus em

PBMC .

A reagéo de IFI de proteinas virais foi feita com o objetivo de padronizar um
soro anti-HAdV-41 para a identificacao do tipo celular permissivo a infecgao 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 presenca de proteinas virais em PBMC infectados,
porém com diferentes graus de sensibilidade. Nao sabemos quais proteinas foram
detectadas, mas, nossos resultados da cinética de expressado indicam que, nos
linfécitos infectados ha produgéao nao apenas das proteinas precoces, como também,
de hexon e fibra. Isto indica replicagao viral e formacao de capsideos virais. Este
resultado é mais um indicativo de que esta ocorrendo uma infec¢ao produtiva nessas
células

O ruido de fundo produzido pelos anticorpos policlonais foi consideravel, pois
para o uso em citometria de fluxo o anticorpo deve emitir o minimo de background
para permitir a compensagdo do equipamento. Mesmo apdés o bloqueio dos
anticorpos inespecificos, feito com PBMC nao inoculados, o ruido de fundo

permaneceu significativo. Uma saida para tentar melhorar a especificidade desses
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soros é a purificacao e precipitacdo de IgG por acido caprilico e proteina A. Outra
alternativa seria a titulagdo do monoclonal anti-hexon, que apresentou o menor ruido
de fundo, mas apresentou baixa eficiéncia, para verificar sua sensibilidade em
citometria de fluxo. A caracterizacao fenotipica da célula hematopoiética permissiva é
importante porque nos fornece indicios de qual mecanismo de entrada e evasao o
HAdV-41 esta utilizando para infectar tais células.

Ao infectar a mucosa intestinal, a primeira célula de origem linféide que os
HAdV-41 entram em contato é o IEL. E interessante notar, que essas células,
composta em sua maioria de linfocitos T y8 ndo reconhecem MHC | e por
conseqliéncia ndo respondem a apresentagdo de antigenos. Coincidentemente, os
Human adenovirus F e Human adenovirus A, que sdo os adenovirus humanos
preferencialmente entéricos, sédo defectivos na proteina adenoviral gp19K,
responsavel pela retengdo de moléculas de MHC | no RE. Coincidéncia ou néo, a
falta desta proteina ndo foi um fator de pressao seletiva negativa, visto que esses
virus sao bem adaptados a replicacdo no intestino. Cabe ressaltar, que este pode ser
um exemplo de co-evolugédo parasita-hospedeiro, onde um “molda” caracteristicas
essenciais no outro, em perfeito equilibrio. Resta-nos saber se os Human adenovirus
F sdo capazes de utilizar essa brecha no sistema imune e infectar especificamente
essas células, como meio de dispersao pelo organismo ou persisténcia e evasao do

sistema imune.
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CONCLUSOES
7.1 — O HAdV-41 é capaz de infectar PBMC
7.2 - O HAdV-41 é capaz de infectar IEL

7.3 — A expresséo génica de HAdV-41 em PBMC inoculadas mostrou ser 200 vezes

menor do que em células HEK 293 inoculadas

7.4 — E expressao génica de HAdV-41 em IEL inoculados mostrou ser 10 vezes
menor do que em PBMC inoculadas.

7.5 — Foi possivel a detecg¢ao de sintese de proteina viral observada por IFI

7.6 - Ultracentrifugar o sobrenadante de cultura aumenta o titulo do HAdV-41

purificado

7.7 — A PCR convencional é capaz de detectar 217.500 particulas iniciais de HAdV-
41

7.8 — A reacao de Nested PCR é capaz de detectar 21,75 particulas iniciais de
HAdV-41

7.9 — A PCR em tempo real é capaz de detectar 10,4 particulas iniciais de HAdV-41

7.10 — O oligonucleotideo Hexon F é capaz de diferenciar a espécie F dos demais
adenovirus na reacado de Nested PCR a partir do amplificado de uma PCR genérica

para a regido do gene hexon.

7.11 — O método de tripsinizagéo a frio seguido de separacao de IEL por gradiente
de Percoll e Ficoll, mostrou-se o melhor método para a separacao e purificacao de

IEL de mucosa intestinal humana.
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ANEXO 1:Grifico das temperaturas de denaturacdo dos produtos obtidos em PCR em
tempo real com diversos oligonucleotideos estudados, evidenciando a especificidade da

reagao.

Tempersture ©)

Figura 20: Curva de denaturagdo do produto
amplificado a partir de cDNA obtido de RNA
total extraido de PBMC infectados com HAdV-
41, utilizando oligonucleotideos para o gene
GAPDH

Figura 21: Curva de denaturagdo do
produto amplificado a partir de cDNA obtido
de RNA total extraido de PBMC infectados
com HAdV-41, utilizando oligonucleotideos
para o gene E1A

Figura 22: Curva de denaturacdo do
produto amplificado a partir de cDNA
obtido de RNA total extraido de PBMC
infectados com HAdV-41, utilizando
oligonucleotideos para o gene E1B (55K).
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Figura 23: Curva de denaturagdo do
produto amplificado a partir de cDNA
obtido de RNA total extraido de PBMC
infectados com HAdV-41, utilizando
oligonucleotideos para o gene VARNA.

Figura 24: Curva de denaturacao do
produto amplificado a partir de cDNA
obtido de RNA total extraido de
PBMC infectados com HAdV-41,
utilizando oligonucleotideos para o
gene HEXON.

Figura 25: Curva de denaturagéo do
produto amplificado a partir de cDNA
obtido de RNA total extraido de
PBMC infectados com HAdV-41,
utilizando oligonucleotideos para o
gene FIBRA CURTA.

134



ANEXO 2: Dados brutos da expressao génica de HAdV-41 em células HEK-293

Tabela 9: Média dos cT " da expressio 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
1%h 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

™ Nimeros de ciclos de amplificacdo necessdrios para detectar o inicio do limiar de detecc¢do de determinado

produto em PCR em tempo real
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Tabela 10: Equalizacdo relativa da expressdo de cada gene de HAdV-41 em células HEK-293, utilizando como
referéncia o nivel de expressdo do gene GADPH, para obtencdo do AcT @,

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 39
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 34 5,28 17,65 8,56 4,3 1,74
18h 5,61 2,27 18,15 9,47 4,32 -0,08
1%h 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

@ AcT = cT do gene alvo — cT do GAPDH
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Tabela 11: Calibragdo relativa da expressio génica do HAdV-41 em células HEK-293, para obtengdo do AAcT (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
1%h -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 -1,76 -12,08 -14,46 -17,05 -12,47 -5,6
24h -9,21 -12,92 -13,39 -13,95 -13,61 -5,63

® AACT = media AcT do ponto alvo — média AcT 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 expressdo génica do HAdV-41 em células HEK-293, com valores expressos

em nimero de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relagdo ao ponto escolhido como calibrador.

Tempo p.i. | EI1A 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 35 685 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
1%h 143 17438,64 1,84 3541,14 59669 26,9
20h 135,5 657,11 1,55 3541,14 | 490487 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 | 1356942 | 56734 48,5
24h 592,22 7750 10734,7 | 158259 | 12503,1 49,52

Quantidade relativa de expressio = 2747
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ANEXO 3: Dados brutos da expressao génica de HAdV-41 em PBMC

Tabela 13: Média dos cT da expressdo 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 333 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: Equalizacio relativa da expressdo de cada gene de HAdV-41 em PBMC, utilizando como referéncia

o nivel de expressdo do gene GADPH, para obten¢do do AcT .

Tempo p.i. EIA EIB-55K | VARNA| HEXON FC
10h R R - - R
11h - - - - -
12h - - - - -
13h - - R R -
14h R R - - R
15h R R - - R
16h - - - - -
17h 0,88 043 1,735 - R
18h 1,376 2,525 - 3,005 -
19h 0.39 : R R :
20h 3.6 3215 2,865 6.5 0,63
21h -3,496 411 2,683 0,75 3,463
22h 35 2,04 1,83 3,06 2.17
23h 333 2,03 1,31 1.92 3,04
24h 3,145 1,55 151 245 0,033
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Tabela 15: Calibragdo relativa da expressao génica do HAdV-41 em PBMC, para obtengido do AACT .

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 -
15h -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 expressdo génica do HAdV-41 em PBMC, com valores expressos em

nidmero de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relagdo 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
1%h 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 55 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 expressao génica de HAdV-41 em IEL

Tabela 17: Média dos cT " da expressdo de cada gene analisado, em IEL do voluntdrio A, obtidos em PCR em
tempo real para cada um dos tempos analisados (hora).

Tempo GAPDH E1A E1B E3 (14K) VARNA HEXON FC
p.i. (55K)

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 2412 23,73 25,17 24,24 22,5 26,05 224
24h 2417 21,49 25,35 24,83 22,7 21,6 23,17

Tabela 18: Equalizagio relativa da expressdo de cada gene de HAdV-41 em IEL do voluntdrio A, utilizando
como referéncia o nivel de expressdo do gene GADPH, para obtencido do AcT @,

Tempo E1A E1B | E3(14K) | VARNA | HEXON FC
p.i. (55K)
18h 0,24 0,09 1,14 0,54 0,69 05
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: Calibragio relativa da expressido génica do HAdV-41 em IEL voluntdrio A, para obtengdo do AAcT (3).

Tempo E1A E1B E3 (14k) | VARNA | HEXON FC
p.i. (55K)
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 45 5

Tabela 20: Quantidade relativa da expressdo génica do HAdV-41 em IEL voluntdrio A, com valores expressos
em nimero de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relagcdo ao ponto escolhido como calibrador.

Tempo E1A E1B E3 (14K) | VARNA | HEXON FC
p.i. (55K)
18h 1 2,13 1 1 2,36 1
20h 2,46 1,74 3,32 - 2,36 2,77
23h 11 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 " da expressdo de cada gene analisado, em IEL do voluntdrio B, obtidos em PCR em
tempo real para cada um dos tempos analisados (hora).

Tempo GAPDH E1A E1B E3 (14K) VARNA HEXON FC
p.i. (55K)

Controle 22,51 - - - - - -
18h 23,98 23,54 27,8 - - 28,3 -
20h 23,42 21,85 24,08 - 23,71 22,35 -
23h 23,06 245 27,84 23,78 - 26,92 -
24h 24,12 - - 29,38 - - -

Tabela 22: Equalizacéo relativa da expressdo de cada gene de HAdV-41 em IEL do voluntdrio B, utilizando
como referéncia o nivel de expressio do gene GADPH, para obtengdo do AcT ?.

Tempo E1A E1B E3 (14K) | VARNA | HEXON FC
p.i. (55K)
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: Calibragdo relativa da expressdo génica do HAdV-41 em IEL voluntério B, para obtengido do AACT (3).

Tempo E1A E1B E3 (14K) | VARNA | HEXON FC
p.i. (55K)
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 expressdo génica do HAdV-41 em IEL voluntério B, com valores expressos
em nimero de vezes (unidade absoluta e adimensional) em relagdo ao ponto escolhido como calibrador.

Tempo E1A E1B | E3(14K) | VARNA | HEXON FC
p.i. (55K)
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
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