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RESUMO- Poucos estudos sobre a interacdo entre adenovirus e células
hematopoiéticas/intestinais linfocitarias foram capazes de comprovar limiar de afinidade entre
si. O grau de interagdo desses virus nas células de mucosa intestinal ainda ndo foi descrita em
detalhes. No presente estudo, avaliou-se a expressdo génica do adenovirus 41 nessas células.
Para isso, infectou-se PBMC e linfécitos intraepiteliais de pacientes voluntarios e quantificou-
se por técnicas de amplificacdo do material genético. Os ensaios foram comparados com células
HEK 293 infectadas. A expressdo génica tanto em células hematopoiéticas quanto nas
linfocitarias foi aproximadamente 200 vezes menor que nas células HEK. A PCR em tempo
real mostrou-se com maior capacidade de deteccdo do material genético viral.
PALAVRAS-CHAVE: Adenovirus. Interacdo. Expressdo génica. Células hematopoiéticas.
Células intestinais linfocitarias.

ABSTRACT- Few studies into the interaction between the adenovirus and Hematopoietic
cells/intestinal lymphocytes have been able to demonstrate an affinity threshold between the
two. The degree of interaction of this virus in the intestinal mucous has still not been described
in detail. To this end, PBMC and intraepithelial lymphocytes of voluntary patients were
infected, and the genetic material was quantified using amplification techniques. The assays
were compared with infected HEK 293 cells. The gene expression both in hematopoietic cells
and in the lymphocytes was approximately 200 times less than in the HEK cells. Real time PCR
was seen to have a greater capacity to detect viral genetic material.

KEYWORDS: Adenovirus.Interaction.Lymphocytes. Polymorphic blood mononuclear cells.

1 INTRODUCAO

Os adenovirus humanos (HAdV) sdo importantes patdgenos que causam doencas
infecciosas localizadas e/ou sistémicas nos seres humanos (PAULINI et al., 2017). Alguns
trabalhos relataram a producdo de DNA viral em linfdcitos infectados com a producdo de
pequena quantidade de particulas infecciosas enquanto a célula mantém seu metabolismo
normal. A porc¢do de ligacdo do principal receptor dos adenovirus (CAR- coxsackie adenovirus
receptor) se encontra na por¢do baso lateral do epitélio intestinal. Poucos estudos conseguem
elucidar a questdo da entrada dos adenovirus por esse receptor localizado nessa regido do
epitélio (SILVA et al., 2017). Alguns trabalhos demonstraram que, no inicio do processo
infeccioso, células da camada basal do epitélio respiratério estéo repletas de adenovirus. Estes,
guando liberados destas células, assim como o excesso de fibra produzido no inicio da
multiplicacdo viral, sdo 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 ndo é conhecido é como os adenovirus chegam ate as células da
camada basal. Detalhes sobre a expressdo génica desses virus podem contribuir enormemente
para elucidar a atividade de genes responsaveis pela producdo de adenovirus que podem
adentrar a camada basal.
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Aqui, avaliou-se a expressdo génica do adenovirus 41 com células hematopoiéticas e
células intestinais linfocitarias em comparacéo com células HEK também infectadas (SILVA
etal., 2017).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DO HADV-41

Para a deteccdo do DNA gendmico de HAdV-41 em células HEK 203 infectadas, foram
utilizados dois métodos de extracdo de DNA distintos: o 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 padronizacgdo das técnicas de deteccdo de genoma viral por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), Nested-PCR, PCR em tempo real e para a obtencdo da curva-
padrdo nos ensaios de quantificacdo absoluta, foram utilizados como templates DNA viral
purificado pelatécnicade HIRT (1967). O DNA viral extraido foi ressuspendido em Tris EDTA
(TE) e quantificado por espectrofotometria. Em seguida, foi preparada uma série de dilui¢bes
deste DNA, na base 10 (10! a 109 para aplicagdo como amostra estas aplicadas na
padronizacdo desses métodos (Tabela 1).

Para os demais ensaios, isto €, aqueles de detec¢do de virus em células infectadas, foi
utilizado o método de extracdo de DNA total.

2.1 TECNICA DE EXTRACAO SELETIVA DE DNA (HIRT, 1967)

As células HEK inoculadas com HAdV-41 foram colhidas e centrifugadas a 500 x 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 1mM de EDTA) e adicionado de 30 pl de dodecil sulfato de sédio (SDS)
a 10 % (Dodecil sulfato de sodio, Sigma-Aldrich). A solugdo 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 solugdo por uma hora a 65 °C. Foram
adicionados 150 pl de NaCl a5 M e a reacgdo foi incubada por 24 horas a 4 °C para a precipitacdo
do DNA celular. Apos este periodo, a suspensdo 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 pl de proteinase K 10 mg/ml e a reacdo incubada por 2 horas a 37 °C. A extragédo
das proteinas virais foi feita com fenol-cloroférmio (LGC, Biotecnologia, Sdo Paulo-Brasil).
Para tanto, foi adicionado igual volume de fenol-cloroférmio & suspenséo viral num tubo de 1,5
mL, agitando-o até a solucdo ficar esbranquicada. Em seguida, a solucdo 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 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 evaporacdo total do éter. Para a
precipitacdo 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 -77 °C e ap06s este periodo, a solugado
foi centrifugada a 21250 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi
levado & 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 solugéo foi
incubada a 37 °C por duas horas para potencializar a a¢cdo da enzima. Finalmente, o DNA viral
purificado foi armazenado a -20 °C para uso posterior.
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2.2 TECNICA DE EXTRACAO DE DNA TOTAL

Para extracdo de DNA total foram adicionados 750 pL de Brazol (LGC Biotecnologia,
Sdo Paulo, Brasil) a cada 250 pL de suspensao 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 L 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 Trise 1 mM de EDTA); 10
pL de NaCl 5 M; 25 pL 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 500
ML 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.

2.3 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 DQ315364, foram
elaborados diferentes oligonucleotideos para os genes E1A, E1B(55K), E3(14K), fibra curta e
hexon. Foram também elaborados oligonucleotideos direcionados para genes constitutivos
celulares, utilizados como controle extracdo e para a normalizacdo da expressao génica viral na
célula. Esses oligonucleotideos foram obtidos a partir das sequéncias de seus genes depositadas
no GenBank. Foi escolhido o gene GAPDH (nimero de acesso AF261085), como controle
endogeno.

Os oligonucleotideos foram elaborados utilizando o programa Primer Select do DNA
Star. Esses pares de oligonucleotideos foram contrastados, com bancos gendmicos, 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 amplificacdo. Os
oligonucleotideos virais também foram testados, usando como template DNA viral extraido
pela técnica de extracdo 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 tampao TAE, para confirmar o tamanho do produto
amplificado e para a observacédo de possiveis reagdes inespecificas.

2.4 REACAO DE PCR (polymerase chain reaction)

Nessa reacdo, foi utilizado um par de oligonucleotideos género Mastadenovirus
especifico, descrito por XU e colaboradores (2000), direcionado para uma regido conservada
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do gene hexon. A seguir, a relagdo dos oligonucleotideos utilizados na PCR para a deteccéo de
HAdV-41 (TABELA 1).

Tabela 1- Relacao dos oligonucleotideos utilizados na PCR para a detec¢do de HAdV-41.
Oligonucleotideos Posicdo de anelamento Sequéncia (5°-3’)

XuHex1 1834-1853 5-TTCCCCATGGCICAYAACAC-3
(gene hexon do HAdV-41

XuHex2 2315-2296 5-CCCTGGTAKCCRATRTTGTA-3
(gene hexon HAdV-41)

Degeneracdes IUPAC:y (CouT),k(GouT)er(AouG)

(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 (ANTPs), 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 . As amplificacbes foram realizadas com
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de: desnaturacéo 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 extensdo 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 tampdo de Tris acetato EDTA (TAE) a 90 V e corados com solugéo 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, Franca).

2.5 NESTED-PCR

As condicbes de reacdo foram as mesmas estabelecidas para a PCR convencional.
Visando a deteccdo seletiva do genoma de HAdV-41 por Nested-PCR foi necessario desenhar
um par de oligonucleotideos que reconhecesse as sequéncias internas do produto da
amplificacdo da PCR de género (XU e colaboradores 2000). Os oligonucleotideos foram
desenhados e, depois de verificada a especificidade, procurou-se o par de oligonucleotideos que
apresentava maior similaridade com a espécie F dentro da seqiéncia nucleotidica do
amplificado gerado pela PCR na reacdo de XU e colaboradores (2000). Em seguida, 0s
oligonucleotideos foram aplicados na detec¢do do genoma viral em reacdo de Nested-PCR.
Como template da reacdo, 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 templates os DNAs de todas as espécies de adenovirus humanos,
menos a espécie D. As condi¢Oes de reacdo foram as mesmas estabelecidas para a PCR
convencional. Os produtos amplificados (218pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5 % em tampéo TAE a 90 V, corados com solugdo de brometo de etideo e visualizados
através de exposicao a luz ultravioleta.
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2.6 PCR EM TEMPO REAL

Para a deteccdo do genoma viral por PCR em tempo real foi utilizado o equipamento
ABI 7300 da Applied Biosystem. Para a reacdo de amplificacéo foi utilizado Platinum SYBR-
GREEN gPCR supermix UDG (Invitrogen®) otimizado para um total de reacdo de 25 pL,
sendo: 2,5 UL de DNA template; 50 mM de KCI; 20 mM de Tris-HCI pH 8,4; 0,2 mM de dNTP
mix; 3 mM de MgCl2; 0,2 mM de oligonucleotideo especifico e 10 mM de fluoréforo SYBR-
GREEN.

As condigOes de reacdo foram as mesmas estabelecidas para a PCR convencional,
utilizando como template as dilui¢Ges seriadas do DNA de HAdV-41, previamente preparadas.
Para a quantificacdo do template foi feita uma curva padrdo de deteccdo, construida com as
diluicdes seriadas do DNA viral, previamente quantificadas por espectrofotometria. A
quantificacdo absoluta das amostras foi feita por comparagdo da quantidade de fluorescéncia
emitida, durante a reacdo, pelas amostras de concentracdo de DNA viral conhecidas e
desconhecidas. A quantidade de fluorescéncia emitida esta associada ao ciclo de amplificacdo
na qual foi detectada, chamado de threshold cycle CT (CTthreshold cycle). 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 padréo foi construida baseada na relagdo entre os CT das dilui¢cfes com a
mesma concentracdo de DNA e os desvios padrdes dos CT esperados para essas amostras. A
eficiéncia da reacédo foi calculada a partir da quantidade de DNA indicada para cada dilui¢cdo
testada. Dessa forma, para as amostras que tenham o dobro de DNA em relacdo a outra, é
esperado que o CT gerado seja 1 ciclo maior que o outro, pois a quantidade de DNA, em uma
reacdo de PCR, dobra de um ciclo para outro. Assim, reacdes com 100% de eficiéncia
apresentam esse padrdo de deteccdo. As reacOes 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 amplificacdo. Para valores entre 90 e 100% de eficiéncia o slope deve variar -
3.6 a-3.1. Este pode ser calculado pela seguinte formula: R2 = 10 (-1/slope) - 1.

2.7 ESTIMATIVA DO NUMERO DE COPIAS DE HADV-41 DETECTAVEIS

Os resultados obtidos nas reagdes de PCR, Nested-PCR e PCR em tempo real foram
utilizados para determinar o numero de copias de genoma de HAdV-41 detectaveis em cada
método. Para isso, o DNA viral purificado e quantificado, por espectrofotometria, foi
transformado em niimeros de copias com base no nimero de pares de bases e pesos moleculares
dos mesmos. Para isso, foram utilizadas as seguintes formulas de analise: DNA = (An x 313,21)
+(Tn x 304,2) + (Cn x 289,18) + (Gn x 329,21). An, Tn, Cn e Gn representam as quantidades
dos respectivos nucleotideos dentro de cada polinucleotideo, seguidos pelos pesos moleculares
de cada base.Ap0s obter a molaridade do DNA alvo, o numero de copias foi determinado da
seguinte forma: Ndmero de copias = mol de DNA x 6,02 x 10%.

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

Como era esperado que a quantidade de IEL (linfocitos intraepiteliais), obtida de
mucosa intestinal humana, fosse relativamente baixa, foi necessario realizar um ensaio prévio
de deteccdo 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. Apos 48 horas, estas
foram inoculadas com multiplicidades de infeccdo (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
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48 horas. Apos este periodo, as células foram lavadas com PBS pH 7,4 e o Gltimo PBS de
lavagem foi guardado para verificacdo de possiveis virus no sobrenadante, que poderiam
interferir na interpretacdo dos resultados.

As células foram ressuspensas em 100 pL de PBS pH 7,4 e o DNA total foi extraido
como j& descrito e submetido & deteccdo do genoma viral por PCR, Nested- PCR e PCR em
tempo real.

Concomitantemente, 40.000 PBMC (células morfonucleares do sangue periférico) por
cavidade, foram semeados em uma microplaca de 96 cavidades. As células foram inoculadas
com MOIs de 0,5; 1 e 2 de 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. Apds esse
periodo, o DNA viral foi analisado como descrito anteriormente.

2.10 ANALISE DA INFECCAO DO HADV-41 EM PBMC E IEL

Para esta andlise, 40.000 PBMC e IEL por cavidade, foram semeados em uma
microplaca de 96 cavidades. As celulas 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. Apés esse periodo, 0 RNA total foi extraido com
Brazol (LGC Biotecnologia), seguindo recomendac6es do fabricante.

2.11 REMOCAO DO DNA GENOMICO VIRAL e CELULAR

Apds a extracdo do RNA total, as amostras foram tratadas com o kit Turbo DNA free
(Applied Biosytems®) para a eliminacdo do DNA. Uma aliquota do RNA total extraido, apds
o tratamento com DNase, foi submetido a PCR para a detec¢do de vestigios de DNA. Esta etapa
€ muito importante para confirmar que a reacdo de PCR em tempo real foi totalmente
dependente do cDNA formado na etapa de transcri¢do reversa e ndo de possiveis vestigios de
DNA presentes na amostra. Assim, 0 RNA total tratado foi entdo utilizado para a reacdo de
transcricao reversa.

2.12 OBTENCAO DE cDNA

Para a reacdo de desnaturacdo foram utilizados 10,5 pL de RNA total, 0,5uL de oligodT
primers (250 pg/mL) (Applied Biosytems®) e 1 uL (10 mM) de dNTP mix (VJR comercial,
Sdo Paulo- Brasil). Em seguida, a solugéo foi incubada a 65°C por 5 minutos e a 4°C por mais
um minuto para a estabilizacdo da estrutura do RNA. Apos esse processo, foram adicionados
ao produto desnaturado: o tampéo da enzima transcriptase (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 37,5 mM
KCl e 1,5 mM MgCl2), 4 U de inibidor de ribonuclease (Invitrogen®) e 0,02 M dithiotreitol
(DTT- Invitrogen®), para a ativagdo do inibidor de ribonuclease. Por fim, foi adicionado 1 pL
(200 U) da enzima transcriptase reversa MoMLV (Moloney murine leukemia virus)
(Invitrogen®).

A solucgéo foi incubada para a extensdo a 50°C por uma hora para a extenséo 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 expressdo 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 0s genes de expressao tardia:
fibra curta (L6) e Hexon. A expressdo génica especifica foi detectada por PCR em tempo real
e para a quantificacdo relativa da expressédo foi utilizado como controle enddgeno a expressao
do gene celular constitutivo GAPDH.
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2.13 PADF}ONIZACAO DA PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINACAO DA
EXPRESSAO DE CADA GENE VIRAL EM ESTUDO

Ap0s a obtencdo 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 reacao e diminuir a formacéo de primer dimers que dificultariam
a interpretacdo dos resultados. Como mistura de reacéo utilizou-se o kit Quantimix easy SYBR
Green (Biotools®), com 10 pL de SYBR Green, 6,75 uL de agua ultra-pura (MilliQ®); 0,5 puL
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 formacéo de primers dimers. As condicGes de termociclagem foram as mesmas para todos 0s
pares de oligonucleotideos, variando apenas a temperatura de anelamento que € especifica para
cada um deles. O ciclo consistiu de 2 minutos a 50°C para incubacdo de UDG e dUTP que
previnem a reamplificacdo de produtos de PCR carregados entre as reac6es. dUTP assegura que
nenhum DNA que contenha dU sirva de template em futuras PCRs. A incubacdo com UDG,
antes da PCR, destroi qualquer produto que contenha dU na reacdo. Para a inativacdo 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. Apds o término da ciclagem, obteve-se a extenséo final do produto a 72 °C
por 5 minutos.

Tabela 2- Temperatura de anelamentos dos pares de oligonucleotideos utilizados nos ensaios de cinética de

infeccao.

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

E1A 58°C

E1B 59°C

14K (E3) 60°C

VARNA 55°C

Hexon 67°C

Fibra Curta 45,8°C

Foi realizada a padronizacdo do Real Time com a confec¢do da curva de melting (dados
ndo mostrados).

2.14 CINETICA DE INFECCAO DO HAdV-41 EM CELULAS HEK-293.

Para estudar a cinéetica 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. Apos a adeséo celular, as celulas 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. (p.i.pds-infeccdo) até completar 24 horas de infecgéo. Para a coleta
do RNA total foi utilizado Brazol, seguindo as recomendacdes 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 pL de Brazol. A solucéo foi homogeneizada com o auxilio do agitador (AP56
Phoenix) durante 5 minutos e foi acrescentado 50 pL de cloroférmio gelado. Em seguida, a
solugéo 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 solucdo foi
homogeneizada novamente por 2 minutos e centrifugada a 12. 000 RPM por 15 minutos a 4 °C.
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O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi suspenso em 39uL de &gua dietil
pirocarbonato (DEPC).

2.15 QUANTIFICACAO RELATIVA DA EXPRESSAO GENICA VIRAL

Para estudar o comportamento da expressdo génica do HAdV-41 em células HEK 293
e em PBMC, foi realizada uma analise quantitativa dessa expressao. Para isso, utilizou-se o
método de quantificacdo relativa da expressao génica, baseada no nivel de expressdo génica de
um gene constitutivo em relacdo a um gene alvo. Como gene constitutivo foi utilizado o gene
GAPDH. O método se baseia no nimero de ciclos amplificacdo necessarios para detectar uma
amostra (CcT). Os CTcT gerados para 0 gene constitutivo e os genes alvos sdo comparados
para normalizar cada amostra, gerando o A CTcT: A CTcT = CTcT do gene alvo — CTcT do
GADPH. Essa normalizacdo foi feita para cada amostra da triplicata, a fim de corrigir
determinadas variaveis, tais como: variagdo de volume pipetado, nimero de celular contido em
cada cavidade, perda de material durante o processo de extracdo do RNA total e eficiéncia das
reacOes de RT-PCR e PCR em tempo real. Apds essa normalizacdo, foi calculada a média dos
AcT de cada triplicata: Média de cada ponto = AcT1+AcT2+AcT3. Apds a obtencdo da média
de cada ponto, a expressdo génica de um determinado gene, em cada ponto da anélise, foi
comparada com a expressdo desse mesmo gene em um ponto especifico escolhido como
homogenizador. O resultado dessa analise ¢ chamado de AA CTcT: AA CTcT = média A CTcT
do ponto alvo — média A CTcT do ponto homogenizador. Apds a homogenizacao de cada ponto
da analise, aplicou-se a seguinte formula para determinacao da quantidade relativa de expressédo
génica. Quantidade relativa =2 —AAcT . Os dados da quantificacéo relativa de cada gene foram
colocados em um grafico gerado pelo programa Excell (Microsoft- Office) para uma melhor
visualizagdo dos resultados.

2.16 QUANTIFICACAO ABSOLUTA DO NUMERO DE PARTICULAS VIRAIS DE
HAdV-41 ENCONTRADAS EM CELULAS INFECTADAS.

Para determinar a eficiéncia de penetracdo do HAdV-41 em células HEK-293 e PBMC
infectados, foram semeadas 20.000 células HEK 293 e 40.000 PBMC por cavidade em uma
microplaca de 96 cavidades. Apds o periodo de adsorcdo das células, essas foram inoculadas
com 1 MOI de HAdV-41 purificado. As 10h p.i., as células foram coletadas e centrifugas a 500
X g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi lavado com
1mL de PBS pH7.4 e centrifugado novamente. Este procedimento foi repetido 5 vezes para a
eliminacdo de qualquer particula viral no sobrenadante. Em seguida as células foram lisadas e
0 DNA total foi extraido como ja descrito. Esse DNA foi quantificado em PCR em tempo real,
utilizando uma curva padrdo construida como ja descrito. Apds a determinacdo da quantidade
de DNA viral encontrada, o nimero de particulas virais foi determinado. Para obter uma melhor
interpretacdo dos resultados, a quantidade de particulas virais contidas em 1MOI de inoculo
(virus purificado) também foi quantificada pelo mesmo método.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DO LIMIAR DE DETECCAO DE HADV-41 EM CELULAS HEK-
293 INFECTADAS POR PCR, NESTED-PCR E PCR EM TEMPO REAL

3.1.1 PADRONIZACAO DA PCR CONVENCIONAL

Na PCR convencional foi possivel detectar o DNA viral até a diluicdo 1073, a qual
correspondia a 8,15 pg de DNA inicial (dados ndo mostrados).
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3.1.2 PADRONIZACAO DA NESTED - PCR

Para a realizacdo da reacdo de Nested-PCR foi desenhado o par de oligonucleotideo
hexon F. O alinhamento do produto amplificado pela reacdo de Xu e colaboradores (2000) com
0 gene hexon de todas as espécies de adenovirus mostrou maior similaridade entre a espécie A
e F. Na reacdo 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. Para
melhorar a especificidade do par de oligonucleotideos foi realizada uma PCR em gradiente de
temperatura, na qual, a partir de 68°C a reacao passou a ser especifica para a espécie F (dados
n&o mostrados).

Definidas as condigdes ideais de reacdo, foi realizada a Nested—PCR sobre os
amplificados da reagdo de PCR (XU et al., 2000). Foi possivel detectar a presenca do genoma
viral até a diluicdo de 1077, que corresponde a 0,815 fg de DNA inicial. Esse resultado demonstra
que a Nested—PCR ¢ 10.000 vezes mais sensivel que a PCR convencional.

3.1.3 ESTIMATIVA DO NUMERO DE COPIAS DE HADV-41
Foi possivel a deteccdo de DNA viral nas trés MOI testadas. No entanto, na analise do
ultimo PBS de lavagem, também foi possivel a deteccdo de DNA viral em todas as células

inoculadas (TABELA 3).

Tabela 3: Resultados obtidos na reacdo de PCR em tempo real expressos em nimero minimo de ciclos
necessarios (TC) para a detecgdo de DNA viral em cada amostra testada. ND — ndo dectavel.

Amostras Diluicbes ATC

12e3 103 16,22
45e6 104 20,09
78e9 105 24,43
10,11e12 10° 28,41
13,4315 107 32,04
16,17e 18 10° ND

19 Branco ND

Como havia particulas virais no sobrenadante que ndo foram eliminadas pelas repetidas
lavagens, foi necessario realizar outro ensaio de infeccdo. No novo ensaio de infecgdo o
processo de lavagem foi substituido por uma dilui¢do 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 interpretacao dos resultados.

Mesmo minimizando a lise celular durante o processo de lavagem, foi observada a
presenca de genoma viral no PBS de lavagem das células inoculadas com 1MOI. Porém, foi
possivel observar duas bandas distintas e um padréo de fluorescéncia bem menos evidente do
que os apresentados pelas células inoculadas. Essas amostras foram analisadas por PCR em
tempo real.

A MOI de 0,1 apresentou Ct de 28,5; MOI de 0,5 apresentou Ct de 24 e a MOl de 1
apresentou Cr de 19,8. No controle positivo foi observado um Cr de 16,4. Por volta do ciclo 33
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pode-se observar o PBS de lavagem das células inoculadas com 1 MOI. Foi possivel observar
a formacao de apenas um pico de temperatura de desnaturacao do produto amplificado, o que
evidencia a especificidade da reacdo (dados ndo mostrados). Como o numero de células
inoculadas ndo variou de um experimento para outro, € possivel verificar, indiretamente, a
infectividade do HAdV-41 em células HEK-293. Cada Ct, em uma eficiéncia de reacdo 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 inoculo 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 variacdo esta dentro dos padrdes aceitaveis,
pois mesmo quando se utiliza virus purificados em gradiente de CsCl como indculo em ensaios
de infeccdo, pode ocorrer quebra das fibras de algumas particulas durante o processo de
purificacdo, dificultando o virus de adsorver-se a célula. Assim, pdde-se afirmar que esta
metodologia pode ser aplicada para o estudo da infectividade do HAdV-41 em linfocitos.

3.2 ENSAIO DE INFECCAO DE PBMC COM HAdV-41

Apos a extracdo do material genético foi feita uma Nested- PCR para a deteccdo de
HAdV-41 em PBMC inoculados. Os resultados da PCR mostram que o0 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, 0 RNA total
foi extraido e submetido a reacdo de transcricdo reversa. O cDNA formado foi submetido a
PCR em tempo real, utilizando oligonucleotideos para os genes E1A, E1B, VARNA e Hexon
de HAdV-41. A especificidade dos oligonucleotideos foi analisada através dos graficos de
temperatura de denaturacdo 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, 0s
produtos de amplificacdo foram checados em eletroforese em gel de agarose para confirmacao
do tamanho do produto amplificado formado.

3.3 CINETICA DE INFECCAO DO HAdV-41 EM CELULAS HEK-293

A quantificacdo relativa da expressdo génica do adenovirus 41 (em células HEK) foi
estimada e esta representada nos graficos das figuras 1 a 6. A expressdao dos genes precoces
E1A, E1B (55K) e E3 (14K) foram detectados 11h pds-infeccdo indicando que o virus leva
mais de 10h para completar as etapas de adsorcao, penetracdo, lise do endossomo, transporte
até o nucleo, desnudamento, exposi¢do do DNA e inicio da expressédo génica (FIGURAS 1 a
6). As expressdes génicas dos genes tardios hexon e fibra curta foram detectadas 13h e 14h p.i.
respectivamente. A expressao de VA RNA foi detectada 14h p.i.
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Figura 1: Gréafico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene E1A em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 3: Gréfico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene E3 (14K) em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 2: Gréafico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene E1B (55K) em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 4: Gréafico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene E1B (55K) em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 5: Gréafico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene E3 (14K) em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.

Figura 6: Gréfico da quantificacdo relativa da
expressdo do gene VARNA em células HEK 293
inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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A expressdo do gene E1A que se inicia as 11h p.i. atinge seu maior nivel de expresséo
24h p.i. (SIQUEIRA-SILVA et al., 2009). O gene E1B (55K) atinge seu maior nivel de
expressdo 18h p.i (FIGURA 5). O gene VARNA possui maior nivel de expresséo as 23h p.i
(SIQUEIRA-SILVA et al.,2009), 14K (E3) as 24h p.i., assim como o gene hexon e a fibra curta
possuem maior nivel de expressdo as 17h p.i. Convém ressaltar que a cinética foi feita até 24h
p.i (FIGURA 6).

Nossos resultados mostram que o ciclo infectivo do HAdV-41 em células HEK-293
inicia-se apos 10h de infeccdo, evidenciada pela expressdo do gene precoce E1A. A expressdo
de E1A e E3 (14K) que se iniciaram concomitantemente, (11h p.i.) atingiram niveis
equiparaveis de expressao, com E1A mostrando uma tendéncia de ascensdo no nivel de
expressdo. E3 (14K) mostrou uma tendéncia de equilibrio, como observou-se no platd (dados
ndo mostrados). 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. O gene VARNA
teve sua expressdo inicial baixa e logo ap6s a queda da expressdo de E1B, ocorreu um pico de
expressao que pareceu se manter, pelo menos até o tempo observado (24h). Os genes hexon e
fibra curta apresentaram um aumento geométrico no nivel de suas expressées praticamente ao
mesmo tempo, mas 0 gene hexon apresentou o maior pico de expressdo, atingindo niveis
superiores a 100.000 vezes em relacéo aos outros genes (FIGURA 8).

3.4 CINETICA DE INFECCAO DO HAdV-41 EM PBMC

A expressdo génica viral em PBMC foi detectada a partir de 17 horas pos-infeccao
(FIGURA 7). A expressao de hexon foi detectada a partir de 18h p.i e a fibra curta 20h p.i. Essa
diferenca temporal entre, a expressdo genes precoces e tardios, também foi observada na
cinética feita em células HEK-293, no entanto a expressao de VARNA, em células HEK 293,
s0 foi detectada 3h ap0s a deteccdo da expressdo de E1A (FIGURA 8).

Figura 7: (A) Gréfico da quantificacdo relativa da expressdo do gene ELA em PBMC inoculadas com 1
MOI de HAdV-41 purificado. (B) Gréafico da quantificacéo relativa da expressdo do gene E1B (55K)
em PBMC inoculadas com 1 MOI de HAdV-41 purificado.
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Figura 8: Curva logaritmica para visualizagdo da dindmica de expressdo génica de
HAdV-41. Quantificacdo relativa da expressao dos genes E1A, E1B (55K), E3 (14K),
VARNA, hexon e fibra curta de HAdV-41 em células HEK 293, inoculadas com
1MOI de HAdV-41 purificado.
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O gene E1A apresentou maior nivel de expressdo 20h p.i.; E1B as 21h p.i. e 0 gene
VARNA as 20h p.i. Por sua vez, o gene Hexon e fibra curta foram mais expressos as 24h p.i.
Vale ressaltar que ndo podemaos inferir nada sobre a dindmica de expressao do HAdV-41 apds
24h p.i., porque ndo houve andlise das células apos este ponto. Os valores relativos de expressao
dos genes analisados em PBMC mantiveram, mais ou menos, 0 mesmo nivel de expressdo. O
gene hexon mostrou uma tendéncia ascendente que nédo foi verificada na expressao dos genes
VARNA, E1A e E1B, que apresentaram um plat6. A expressao do gene fibra curta ndo mostrou
nenhuma tendéncia definida.

3.5 ENSAIO DE INFECCAO DE HAdV-41 EM IEL

Ap06s a inoculagdo de IELs (oriundos de dois voluntarios distintos) com HadV-41, foram
encontrados 0s seguintes resultados: a expressdo temporal de cada gene do HAdV-41 foi
condizente com sua posi¢do 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, € a regido
E3 mais tardiamente. A quantificacdo relativa dos diversos genes analisados mostrou-se
coerente, com excegdo ao pico de expressdo apresentado pelo gene E1B (55K) as 18h p.i
(Figuras 9 e 10). Embora o experimento tenha sido feito em triplicata, esse € um ponto que
merece uma atencdo maior para maiores conclusoes.

Um fato interessante foi o pico de expressdo de VARNA sucedido pela baixa da
expressao de E1B. Uma das funcGes de E1B (55K) € bloquear o transporte de MHC de classe |
para a superficie celular e assim tornar a célula infectada “invisivel” os linfocitos T citotoxicos,
responsaveis pela eliminacdo de células senescentes e infectadas. Dessa forma, E1B previne
gue 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
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em sinergia para garantir uma protecdo minima a replicagéo dos adenovirus até que todos o0s
mecanismos de defesa do adenovirus, situados na regido E3, estejam em funcionamento.

Figura 9: Grafico da expressdo génica de HAdV-41 em IEL, obtidos do voluntério 1.
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Figura 10: Gréfico da expressao génica de HAdV-41 em IEL, obtidos do voluntério 2.
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Outros autores ja estudaram a cinética de infeccdo de adenovirus. No entanto, neste
estudo os autores trabalharam com HAdV-5 que pertence a espécie C, em células HelLa e
intervalo de analise de 2 horas. Como nesta época nédo estava disponivel a tecnologia do PCR
em tempo real, 0s autores analisaram a expressao génica viral por Northern Blotting. Os autores
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observaram que 0s mRNA virais E1A, E3 e E4 foram detectados de 4-6 h p.i.; E2A e E2B 8h
p.i e L1 sé foi detectado 10-12h p.i. Os membros das familias de L3 (Hexon) e L5 (Fibra)
aparecem 14h p.i. (MATHIAS et al, 1994).

Nossos resultados mostraram que o HAdV-41 apresenta um ciclo lento, tendo os
primeiros genes expressos ap6s 10h p.i., 6 horas apds a detecgdo dos primeiros genes em
HAdV-5. Esse atraso pode ser atribuido a adsorcdo, penetracao e/ou transporte até o ndcleo. 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 avf5
presentes na membrana celular. Como resultado desta interacdo, ocorre a internalizacdo da
particula viral, por mecanismo de endocitose mediada por clatrinas (MATHIAS et al, 1994). A
espécie F ndo reconhece essas integrinas e ndo ha conhecimento sobre quais proteinas sao
usadas na internalizagdo viral ou quais vias de entrada utilizadas por essa espécie. Outra
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 liberacdo de suas fibras que sdo citotoxicas.
Apbs a lise o virus esta livre para utilizar os mecanismos de transporte de vesiculas para se
direcionar ao ndcleo. Na espécie F desconhece-se a via utilizada para o transporte até o nucleo.

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 expressdo 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 relacdo a cinética feita
em células HEK-293. Esse atraso no ciclo infectivo em PBMC em compara¢do com HEK-293,
pode ser atribuido a etapa de adsorcdo e/ou fatores celulares de transcricdo. A adsor¢do €
dependente do reconhecimento do receptor CAR, o qual é raramente encontrado em células
mononucleares do sangue periférico. Se a infeccdo é decorrente do reconhecimento de outro
receptor celular ainda ndo descrito, sua dindmica de adsorcdo 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 transcricdo celular também podem influenciar na dindmica viral, tornando a
célula mais ou menos permissiva a replicacdo do virus, dependendo se permite uma maior ou
menor expressdo 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 expressao
dos genes precoces e tardios, era esperado devido a localizacdo dos genes no genoma do virus.
A expressdo precoce de VARNA em PBMC pode indicar que, pode haver uma interagcdo
diferente dos mecanismos de regulacdo génica viral e celular daquela encontrada em células
HEK-293. Isto poderia acarretar em uma expressao precoce ou tardia de determinado gene viral.

Houve a replicacdo completa do HdV-41, como mostrado pela expressdo dos genes
tardios. A expressdo dos genes tardios € um marcador para indicar que houve replicacdo do
genoma dos adenovirus. Nossos dados mostraram também, que os niveis de expressdo génica
do HAdV-41 em PBMC ¢ 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 relacdo & 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 evasdo, para que, depois de atingir niveis consideraveis, 0s adenovirus possam
replicar em suas células alvos preferenciais. Esses resultados nos trazem indicios para que se
faca uma inferéncia, pois, 0 modo pelo qual isso acontece in vivo necessita ser amparado com
dados sobre outros parametros envolvidos.
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4 CONCLUSAO

A expressédo génica de HAdV-41 em PBMC inoculadas mostrou ser 200 vezes menor
do que em células HEK 293 inoculadas. A expressao génica de HAdV-41 em IEL inoculados
mostrou ser 10 vezes menor do que em PBMC inoculadas. A PCR convencional é capaz de
detectar 217.500 particulas iniciais de HAdV-41. A reacdo de Nested PCR é capaz de detectar
21,75 particulas iniciais de HAdV-41. A PCR em tempo real é capaz de detectar 10,4 particulas
iniciais de HAdV-41. O oligonucleotideo Hexon F é capaz de diferenciar a espécie F dos demais
adenovirus na reacdo de Nested PCR a partir do amplificado de uma PCR genérica para a regido
do gene hexon.
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