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RESUMO- Os adenovirus humanos podem causar infec¢Ges gastrointestinais, urogenitais e
respiratorias tanto em criangas como adultos. As técnicas diagnosticas utilizadas para detec¢do
de adenovirus ainda necessitam de ajustes para melhor eficiéncia. Amostras de hexon de
adenovirus purificado podem ser direcionados para producdo de anticorpos monoclonais. Esse
trabalho teve como objetivo a producéo e purificacdo de antigeno de adenovirus. Células em
monocamada foram infectadas com adenovirus e apds processo de purificacdo inicial foram
submetidas a dois tipos cromatografia. A ultracentrifugacéo utilizando gradiente de cloreto de
césio permitiu eliminar a maior parte de moléculas vindas de células inoculadas. A
cromatografia de troca i6nica mostrou ter bom desempenho. A cromatografia de afinidade foi
satisfatoria, mas apresentou pouco rendimento. Os dois processos de cromatografia podem ser
utilizados no processo de obtengdo de hexon de adenovirus com alto grau de pureza. O processo
de cromatografia de troca idnica apresenta melhor eficiéncia e tem melhor custo beneficio.
PALAVRAS - CHAVE: adenovirus. hexon. purificacdo. Cromatografia.

ABSTRACT- Human adenovirus (HAdV) present 67 serotypeswhich are causative agents of
infections in the gastrointestinal, uro-genital, and neurological systems, both in children and
adults. HAdV are rarely diagnosed due to the lack of sensitive, practical and cost-benefits
diagnostic tests. The aim of the present study is to produce HAdV-2 hexon protein which will
be applied in diagnostics tests assembly. Monolayers cells was infected adenovirus 2. When the
cytopathic effect was evident, the cells were clarified by centrifugation. The supernatants were
collected and the precipitated by ultracentrifugation. Viral particles and soluble proteins in the
supernatant were purified in cesium chloride gradients . Proteins fraction of the gradient were
analyses by eletroforesis and electronic microscopy. This sample was purified by ion exchang
and affinity chromatography. The ion exchange chromatography process presents better
efficiency and has a better cost benefit.

KEYWORDS: adenovirus. hexon. purification.chromatography.

1 INTRODUCAO

Os adenovirus humanos (HAdV) apresentam 67 sorotipos e podem ser agentes
infecciosos em doencas gastrointestinais, urogenitais e respiratdrias, tanto em criangas e
adultos. Dentre elas estdo : infeccbes respiratorias (grupo B1 HAdV-3, -7, -21, grupo B2
HAdV-14 e grupo E HAdV-4), gastroenterite (grupo F HAdV-40 E -41), infecgcdes oculares
(grupo D HAdAV-8, -9 e -37), pneumonia (grupo B1 HAdV-3, -7, grupo C HAdV-1, 2 e grupo
E HAdV-4), queratoconjuntivite (grupo B2 HAdV-11, e grupo D HAdV-8, -19 e HAdV-37),
menigoencefalite (grupo A HAdV-12, grupo BIHAdV-7 e grupo D HAdV-32) e infeccOes
urinérias (grupo B2 HAdV-11) (LION et al., 2014; SIQUEIRA-SILVA et al., 2009,
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HONGLING et al., 2009; FILHO et al ., 2007). Embora muitas destas infecgdes sejam graves
exigindo hospitalizacao, os adenovirus sdo raramente diagnosticados de forma eficiente devido
a deficiéncias dos testes quanto a sensibilidade, praticidade e custo beneficio (LION et al ,2014;
PUERARI et al., 2014; WATANABE et al.,2013; DOWDLE et al., 1971).

O uso de adenovirus purificado para testes de diagnostico requer protocolos de
purificacdo altamente eficientes que proporcionam alto grau de pureza das particulas
infecciosas e removem eficazmente DNA contaminante e proteinas de células hospedeiras
(NESTOLA et al., 2014; HONGLING et al., 2009; CEPKO et al., 1983; BOULANGER et al.,
1973).

Os adenovirus séo relativamente estaveis e tém sido tradicionalmente purificados em
cloreto de césio (CsCl) (RUX et al., 2007; BOULANGER et al., 1973). Antes disso, sdo
necessarios ciclos de congelamento-descongelamento para quebrar células infectadas. As
preparacOes purificadas contendo grandes quantidades de particulas virais sao normalmente
obtidas. Entdo o procedimento classico para a purificacao de adenovirus consiste em trés etapas:
clarificacéo, concentragdo e purificagdo. Primeiramente, o volume de material celular inoculado
é clarificado utilizando centrifugacdo. Esse processo é capaz de eliminar a maior parte das
proteinas celulares. Em seguida, o material € submetido ao processo de ultracentrifugacéo. Por
ultimo, o concentrado viral passa pelos processos de cromatografia. Esses processos podem ser:
cromatografia de troca ibnica e cromatografia de afinidade (NESTOLA et al., 2014). A
utilizacdo da proteina hexon de adenovirus pura é a melhor escolha para ser usada nos
protocolos de obtengdo de anticorpos monoclonais e policlonais (SIQUEIRA-SILVA et al.,
2009). O hexon purificado também € indicado para servir como reagente em ensaios
imunoenzimaticos, imunocromatograficos e em outros estudos moleculares (HONGLING et
al., 2009).

O objetivo do presente estudo foi produzir e purificar proteinas majoritarias do capsideo
do adenovirus. As cromatografias de troca i6nica e afinidade foram eficientes na obtencdo de
alto grau de pureza da proteina hexon.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURA DE CELULAS, PROTOTIPOS DE VIRUS, TITULACAO DE VIRUS POR
IMUNOFLUORESCENCIA.

Os processos de cultura de células e titulacdo de virus por imunofluorescéncia foram
feitos de acordo com trabalhos anteriores (SIQUEIRA -SILVA et al., 2009).

O proto6tipo de virus utilizado foi 0 adenovirus sorotipo 2 por ser de féacil cultivo e ter
maior capacidade de replicagdo em células HEK.

2.2 PRODUCAO DE VIRUS E PURIFICACAO EM GRADIENTE DE CLORETO DE
CESIO.

Monocamadas de células HEK 293 foram preparadas em 48 garrafas de cultura
(300cm?). Ap6s dois ou trés dias, quando a confluéncia da cultura celular atingiu 80%, as
células foram lavadas com PBS e as culturas foram inoculadas com uma suspensdo de estoque
adenovirus 2 de passagem (0,1 m.o.i). Ap6s uma adsorcao por um periodo de 2 h a 37 ° C, cada
cultura foi acondicionada em meio MEM suplementado com 0,2% de soro fetal bovino. As
células HEK 293 inoculadas foram incubadas a 37 ° C em estufa de CO2 a 5% e observado
diariamente. Quando o efeito citopatico foi evidente (entre 2-4 dias), as células foram colhidas
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e centrifugadas a 280 g durante 10 min (4° C). Os sobrenadantes foram entdo removidos e 0s
sedimentos celulares foram armazenados a -20 ° C. O adenovirus sorotipo 2 foi purificado em
gradiente de cloreto de césio (CsCl) preparado em tampao HEPES 10 mM A pH 7,4. Os virus
foram liberados dos grumos de células infectadas apds trés ciclos de congelamento e
descongelamento. O material celular foi suspenso num tamp&o HEPES 10 mM a PH 7,4. As
suspensdes foram clarificadas adicionando um volume igual de Vertrel XF (Clarus
Technology), seguido por agitacdo vigorosa. Os detritos celulares foram removidos por
centrifugacdo a 3000 g durante 25 min a 4 ° C. Particulas virais no sobrenadante foram
purificadas em gradientes de de densidade de CsCl preparados num tampé&o HEPES 10 mM pH
7,4, seguindo um protocolo ja descrito (KANEGAE et al.1994). As amostras foram
concentradas por tubos Amicon Ultra 100KDa (Millipore) a 280 g durante 5 min (4° C).

2.3 MICROSCOPIA ELETRONICA

Uma quantidade de 100 pL do adenovirus 2 purificado foi colocado em uma rede de
mica (interface carbono / mica) e embebido com acetato de uranila. Micrografias foram obtidas
através do microscopio eletrénico de transmissdo Philips CM12 (TEM, Philips, Eindhoven,
Holanda) operados a 80 kV e uma ampliacdo nominal de 15.000 vezes (SIQUEIRA -SILVA et
al., 2009).

2.4 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A resina Sephadex A-50 foi equilibrada com PBS 0,01M. As fragdes foram eluidas com
concentracgdes crescentes de cloreto de sddio numa faixa de concentracdo de 0,02M para 0,50M
(em intervalos de 0,02M). As fragdes foram quantificadas no espectrofotometro (280 nm). Seis
fracgdes, cada uma de 10mL (contendo hexon puro) foram reunidas e concentradas a 0,5 mL
(Amicon ultra / Millipore 100kda).

2.5 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Para cromatografia de afinidade, a resina CNBr sepharose 4B (1 g) foi embebida com 1
mM HCI pH 3,0 para a ativacdo. Anticorpo policlonal anti-adenovirus (concentracdo 2 mg)
produzido em BALB/c (SIQUEIRA -SILVA et al., 2009) foi dialisado e concentrado com o
tampé&o de acoplamento NaHCO3 0,1 M pH 8,0. Em seguida, foi adicionado a resina de CNBr
sepharose 4B. Apos a adicdo da amostra de adenovirus 2, as proteinas foram eluidas com NaCl
1 M, pH 8,3. As fragdes colhidas foram quantificadas a 280 nm e analisadas por SDS-PAGE e
Western blotting.

2.6 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Apdbs a cromatografia de afinidade, os extratos de proteina hexon foram separados por
SDS-PAGE (HONGLING et al, 2009) transferidos para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-P PVDF (Amersham Biosciences). Depois, foram bloqueadas com solugdo bloqueio
(0,05% de Tween e 5% de leite em pO ndo gorduroso em PBS) por 1h a 4°C. Em seguida,
incubou-se por 12h com anticorpo anti-adenovirus produzido em camundongo (Merck) diluido
a 1: 5000. A membrana foi lavada 3 vezes com solucdo de lavagem (Tween 0,1% em PBS). Em
seguida, a membrana foi entdo incubada com peroxidase anti-lgG diluida 1: 5000 por 1h. A
nitrocelulose foi lavada 3 vezes com solucédo de lavagem (Tween 0,1% em PBS) e tratadas com
ECL (Amersham) durante 5 minutos, expostas a Hyperfilm (Amersham Biosciences) durante
20 min e visualizados.
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Figura 1: Resumo da Metodologia
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A monocamada de células HEK-293 infectada com 0,1 m.o.i de adenovirus 2 mostrou
efeito citopatico caracteristico (entre 2-4 dias) com lise celular, células arredondadas, escuras e
formacdo de cachos (PIENIAZEK et al., 1990; DE JONG et al., 1983). A suspenséo de células
lisadas foi clarificada com clarificador Vertrel XF. Os detritos das células foram removidos por
centrifugacdo. Em seguida, as particulas virais foram isoladas em gradiente de cloreto de césio,
a porcdo correspondente a particulas virais pdde ser visualizada. Em seguida, uma aliquota das
porcdes superiores e inferiores das amostras foram analisadas por Microscopia Eletronica. A
presenca de hexon de adenovirus e a particula viral inteira pode ser vista, como ja descrito em
trabalhos anteriores (RUX et al., 2007; NERMUT et al., 1979). Apo6s a troca iénica, a maior
parte das proteinas celulares (indesejadas) foram eluidas entre 0,02 e 0,06 M de cloreto de sédio.
A fibra, penton e hexon foram eluidas a 0,14, 0,30 e 0,46 M de cloreto de sddio,
respectivamente. As fraccbes de eluicdo 0,38-0,5M mostraram a banda de hexon purificado,
como ja descrito (aproximadamente 100KDa) (HONGLING et al., 2009). A analise de Western
Blotting de hexon purificado utilizando os anticorpos monoclonais mostra elevada
especificidade de ligacdo entre essas duas moléculas (HONGLING et al., 2009) (FIGURA 7).
A banda indica a proteina hexon isolada (aproximadamente 100 kDa).

Os adenovirus séo importantes patdgenos responsaveis por infec¢es graves em criancas
menores de dois anos de idade e em pacientes imunocomprometidos (LION et al ,2014;
PUERARI et al., 2014; WATANABE et al.,2013). Um grande nimero de amostras de pacientes
com sindrome gripal caracteristica de infec¢do por adenovirus foram classificadas como sendo
negativas por cultura celular e imunofluorescéncia direta. Essa realidade mostra que as técnicas
ndo sdo eficientemente robustas para confirmacdo de enfermidade causada por adenovirus. A
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) mostra-se muito mais sensivel para deteccéo,
porém, é uma técnica que necessita de muitos recursos (equipamentos/pessoal especializado) e
tempo para ser realizada (PUERARI et al., 2014; WATANABE et al., 2013, FERONE et al.,
2014).
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Anticorpos monoclonais contra hexon tém sido produzidos e avaliados em varios paises
com sensibilidade e especificidade variaveis. Udeh e colaboradores (2008) avaliaram que
aproximadamente 400 milhGes de dolares/ano de recursos destinados a salde podem ser
economizados com um bom diagndstico para adenovirus de conjuntivite nos Estados Unidos.
Além disso, 1,1 milhdes de casos de uso inapropriado de antibiotico podem ser evitados.

Esse estudo teve como objetivo a producdo e purificacdo de antigeno (hexon) de
adenovirus visando ser utilizado para produzir anticorpos especificos. Esses imunobiol6gicos
tem maior potencial de deteccdo para todos os 67 sorotipos (SING et al., 1988; PICHLA-
GOLLON etal.,2007; HONGLING et al., 2009; MADISCH et al., 2005) do adenovirus no teste
imunoenzimatico (ELISA) ou no teste imunocromatografico.

A metodologia de escolha para producdo de antigeno foi o método cléassico de
purificacdo de adenovirus, pois, acreditou-se que se conseguiria grandes quantidades de
proteina hexon, em menos tempo e com menos recursos (FIGURA 1) (SIQUEIRA-SILVA,
2008, LEITE, 1986). Conseguiu-se obter cerca de 3mg de proteina hexon em 6 meses. O gasto
foi de aproximadamente cinco mil reais. Além disso, alguns estudos demonstraram que 0 uso
da expressdo heterologa para producdo de hexon pode resultar em formacdo de hexon em sua
forma monomérica (conformac&o protéica ndo imunogénica).

Neste estudo, a producdo de HAdV-2 in vitro mostrou-se rapida, se comparada com a
de outros adenovirus (PIENIAZEK et al., 1990; DE JONG et al., 1983, SIQUEIRA-SILVA,
2009, LEITE, 1986). Em média, levou-se 4 dias para a observacédo do efeito citopatico (ECP)
total nas células inoculadas. O adenovirus sorotipo 41 (espécie F) leva de 7 a 9 dias para causar
dano as células. O efeito citopatico (ECP) dos adenovirus da espécie C inicia-se com retracdo
da monocamada celular e avanca com a formacao de cachos celulares entre 2 a 4 dias ap6s a
infeccdo, que vdo se ampliando, até o descolamento total do tapete celular (FIGURA 2)
(SIQUEIRA-SILVA, 2009, LEITE, 1986).

Figura 2: Efeito citopatico de células HEK-293 infectadas com HAdV-2 ap6s 96 horas de infeccdo. A: lise celular
e formac&o de cachos (setas), magnificacdo de 160 vezes e B: magnificacdo de 400 vezes. C: células HEK-293
ndo infectadas apds 96 horas (controle negativo), magnificacdo de 160 vezes e D: magnificacdo de 400 vezes.

Fonte: autores.
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O processo de purificacdo viral do HAdV-2 foi realizado utilizando—se dois métodos de
concentracdo viral. Entdo, as monocamadas celulares foram coletadas e processadas em busca
das proteinas virais (hexon) e dos virus presentes no citoplasma e ancorados na membrana
celular. Além disso, foram coletados os sobrenadantes de cultura de células quando o ECP era
evidenciado. Como a purificacéo por gradiente de CsCl é feita por densidade diferencial, teve-
se 0 cuidado de se produzir grandes quantidades de estoques virais para purificacdo (RUX et
al., 2007; KANEGAE et al., 1994). A coleta da banda viral é baseada na refracdo da luz na
massa protéica, podendo assim ser diferenciado da solucdo de CsCl (RUX et al.,2007;
KANEGAE et al., 1994) (FIGURA 3).

Figura 3: Purificacdo de adenovirus 2 por meio de processo de ultracentrifugacdo em cloreto de césio. Porcao
correspondente a proteina hexon e outras proteinas em solucéo (seta superior). Por¢do correspondente ao virus
total HAdV-2 densidade = 1,33g/cm? (seta inferior).

Fonte: Autores
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A cromatografia de troca idnica resultou em boa purificacdo do material, obteve-se cerca
de 2mg (miligramas) de proteina hexon pura (FIGURA 4).

Figura 4: (A) Microscopia eletronica da “por¢do” superior do gradiente de cloreto césio contendo proteinas de
HADV-2 (setas: presenca de hexon). (B) Microscopia eletrdnica da fragdo onde se situa HAdV-2 (seta) em
gradiente de cloreto de césio (d=1,33).

Fote: utores

As fragOes de eluicdo da proteina hexon foram encontradas nas mesmas concentracfes
em que foram descritas anteriormente (PEIXOTO et al., 2006; LEITE, et al., 1986, PEREIRA
et al., 1968). Além disso, Pereira e colaboradores (1968) mostraram que as proteinas vindas da
passagem do virus pelas células sdo eluidas entre 0,02M e 0,06M, quando esse material viral é
submetido a cromatografia de troca idnica (FIGURAS 5 e 6).
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Figura 5: Purificacdo de material viral por troca i6nica em resina DEAE Sephadex cada A-50. Relagdo entre a
eluicdo da amostra em diferentes concentracdes de NaCl e densidade dptica (D.O 280 nm) no espectrofotometro

NanoDrop 2000c Thermo Cientific. A parte destacada mostra as concentrages de NaCl na qual a proteina Hexon
foi eluida da resina.
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Fonte: Autores

Figura 6: SDS-PAGE ap6s purificagdo do ‘’hexon” por cromatografia de troca idnica (DEAE sephadex
A-50). Canaletas de 1 a 8 correspondem a as fracdes de elui¢do com concentragdo de NaCl vindas da
cromatografia de troca iénica (0,32M -0,42M)
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Fonte: Autores
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A cromatografia de afinidade permitiu uma purificacdo satisfatoria da proteina hexon,
porém, o rendimento foi baixo (cerca de 1 miligrama). Apds o imunoblotting, confirmou-se que
anticorpo monoclonal comercial foi capaz de reconhecer especificamente o hexon de
adenovirus puro pois ndo houve reacdo cruzada com proteinas do extrato de célula HEK
utilizado como controle negativo (HONGLING et al, 2009) (FIGURA 7).

Figura 7: Western blotting. Lane 1: Controle negativo, ndo houve reacdo do anticorpo monoclonal comercial
anti-hexon com extrato de proteinas de células HEK. Lane 2: A seta indica banda correspondente a rea¢do do
anticorpo monoclonal comercial com hexon purificado pela cromatografia de afinidade
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Fonte: Autores

4 CONCLUSAO

A obtencdo de hexon de adenovirus pela via classica (multiplicacdo em células, seguida
de ultracentrifugacdo e cromatografia) fornece alto grau de pureza. Na sequéncia, esse antigeno
puro pode permitir a producdo de anticorpos especificos com maior facilidade e rapidez. Além
disso, é possivel utiliza-lo para estudos de epitopos, construcdo de vacinas e pesquisas de
modificacfes confomacionais do capsideo viral.
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