UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO: BIOMEDICINA

MAYUMI RIBEIRO SEBATA

PADRONIZAGAO DE PCR MULTIPLEX PARA AS REGIOES HEXON PENTON E
FIBRA DE ADENOVIRUS HUMANO

GOIANIA - GO
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR VERSOES ELETRONICAS DE TRABALHO DE
CONCLUSAQ DE CURSO DE GRADUACAO NO REPOSITORIO INSTITUCIONAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio do Repositério Institucional (RI/UFG),
regulamentado pela Resolugdo CEPEC no 1240/2014, sem ressarcimento dos direitos autorais, de
acordo com a Lei no 9.610/98, o documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de
leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cientifica brasileira, a partir
desta data.

O contetdo dos Trabalhos de Conclusdo dos Cursos de Graduagdo disponibilizado no
RI/UFG ¢ de responsabilidade exclusiva dos autores. Ao encaminhar(em) o produto final, o(s)
autor(a)(es)(as) e o(a) orientador(a) firmam o compromisso de que o trabalho ndo contém
nenhuma violagdo de quaisquer direitos autorais ou outro direito de terceiros.

1. Identifica¢ao do Trabalho de Conclusao de Curso de Graduacio (TCCG)

Nome(s) completo(s) do(a)(s) autor(a)(es)(as): Mayumi Ribeiro Sebata/ Menira Borges de Lima
Dias e Souza

Titulo do trabalho: Padronizagdo de PCR multiplex para as regides hexon penton e fibra de
adenovirus humano

2. Informagdes de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)
Concorda com a liberagdo total do documento [ X ] SIM[ ] NAO!

[1] Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. Apds esse
periodo, a possivel disponibiliza¢do ocorrera apenas mediante: a) consulta ao(a)(s) autor(a)(es)(as)
e ao(a) orientador(a); b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA) assinado e inserido no
arquivo do TCCG. O documento ndo seré disponibilizado durante o periodo de embargo.

Casos de embargo:
- Solicitagao de registro de patente;
- Submissdo de artigo em revista cientifica;

- Publicagdo como capitulo de livro.

Obs.: Este termo deve ser assinado no SEI pelo orientador e pelo autor.

Documento assinado eletronicamente por Menira Borges De Lima Dias E Souza,
Professora do Magistério Superior, em 06/08/2024, as 10:01, conforme horario
oficial de Brasilia, com fundamento no § 3° do art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

y T
sel 01
e
eletrénica

= Documento assinado eletronicamente por Mayumi Ribeiro Sebata, Discente, em
?e.l 51]06/08/2024, as 15:32, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 3°
do art. 4° do Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

L% hitps://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?

28t acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o codigo
™ verificador 4716523 ¢ o codigo CRC ED89A2ES.

Referéncia: Processo n® 23070.036962/2024-54 SEIn® 4716523



MAYUMI RIBEIRO SEBATA

PADRONIZAGAO DE PCR MULTIPLEX PARA AS REGIOES HEXON PENTON E
FIBRA DE ADENOVIRUS HUMANO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Curso de Biomedicina do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Goias,
como requisito parcial para obtencao do titulo de
Bacharel em Biomedicina.

Orientador: Prof. Dra. Menira Borges de Lima Dias
e Souza

GOIANIA - GO
2024



Ficha de identificagéo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geraga@o Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Sebata, Mayumi Ribeiro

PADRONIZACAO DE PCR MULTIPLEX PARA AS REGIOES HEXON
PENTON E FIBRA DE ADENOVIRUS HUMANO [manuscrito] /
Mayumi Ribeiro Sebata. - 2024.

xxxv, 35f.

Orientador: Profa. Dra. Menira Borges de Lima Dias e Souza.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) - Universidade
Federal de Goias, Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Biomedicina,

Goiania, 2024.

1. Adenovirus humano. 2. Reagio em cadeia da polimerase. 3.
Reacgdo multiplex. |. Souza, Menira Borges de Lima Dias e, orient. Il
Titulo.

CDU 61




‘
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ATA DE DEFESA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Ao dois dias do més de agosto do ano de 2024 iniciou-se a sessao
publica de defesa do Trabalho de Conclusao de Curso (TCC) intitulado " Padronizagdo de
PCR multiplex para as regides hexon penton e fibra de adenovirus humano " de autoria de Mayumi
Ribeiro Sebata, do curso de Biomedicina, do(a) ICB da UFG. Os trabalhos foram instalados pela Dra.
Menira Borges de Lima Dias e Souza — Instituto de Patologia Tropical e Salude Publica /UFG
com a participagao dos demais membros da Banca Examinadora: Me. Pedro Soares Porto
- Instituto de Patologia Tropical ¢ Saude Publica /UFG e Dra. Erika Regina Leal de Freitas - IFG/Campus
Goiania. Apos a apresentacio, a banca examinadora realizou a argui¢do do(a) estudante. Posteriormente,
de forma reservada, a Banca Examinadora atribuiu a nota final de (9,5 - nove e meio) , tendo sido o TCC
considerado (aprovado).

Proclamados os resultados, os trabalhos foram encerrados e, para
constar, lavrou-se a presente ata que segue assinada pelos Membros da Banca
Examinadora.

Sei' _. | Documento assinado eletronicamente por Menira Borges De Lima Dias E Souza , Professora do
ARSI E Magistério Superior, em 02/08/2024, as 11:02, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento

Setrintkcs no § 3° do art. 4° do Decreto n° 10.543. de 13 de novembro de 2020 .

Seil . | Documento assinado eletronicamente por Megmar Aparecida Dos Santos Carneiro, Professora do
b @ Magistério Superior, em 02/08/2024, as 13:47, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento

eletronica no § 3° do art. 4° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020 .

Seil § Documento assinado eletronicamente por Erika Regina Leal de Freitas, Usuirio Externo, em
Lo @ 02/08/2024, as 19:35, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 3° do art. 4° do
elellbf‘::: | o 5 2

Seil . Documento assinado eletronicamente por Pedro Soares Porto, Usuario Externo, em 07/08/2024, as
cacrand @ 09:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 3° do art. 4° do Decreto n® 10.543, de
eletronica 13 de novembro de 2020.

T E
“I“- * A autenlic:dade deste documento pode ser conferida no site

= ! :-

Referéncia: Processo n® 23070.036962/2024-54 SEIn" 4701782



AGRADECIMENTOS

Gostaria de comecgar agradecendo a minha orientadora, Prof. Dra. Menira
Borges de Lima Dias e Souza por toda paciéncia e dedicacdo para me orientar no
processo de escrita e realizagdo de todas as etapas do projeto, estando sempre a
disposicdo quando preciso e agradego ao Laboratério de Virologia e Cultivo Celular
(LABVICC) que me acolheu de bragos abertos. Em seguida, deixar também o meu
agradecimento ao Pedro e José Arthur por me acompanharem nas atividades praticas e
auxilio na escrita, sem vocés a realizacao e conclusao deste trabalho ndo aconteceria.

Agradeco também a Ester, |zabela, Arthur e Geovana, meus amigos do
LABVICC que sempre fizeram mesmo os dias mais dificeis e cansativos se tornarem
mais leves e divertidos, vocés fizeram essa experiéncia no laboratério valer muito mais.
Rebeca e Elisandra, também agradego vocés por toda amizade durante esses ultimos.

Agradeco a minha familia por todo apoio durante esses mais de 4 anos de
curso, por sempre me apoiarem e me incentivarem em tudo que me proponho a fazer,
por nunca terem medido esfor¢cos para me proporcionar as melhores condi¢cdes na vida.
Todo apoio e incentivo que recebi durante esses 23 anos me deram forgas para chegar
onde estou. Agradeco meu namorado, Gustavo, por ser o meu maior companheiro
mesmo nos momentos mais dificeis, vocé também fez toda a diferenca.

Por fim, gostaria de agradecer a Universidade Federal de Goias (UFG) por
todas as oportunidades e por todo o0 meu conhecimento adquirido durante o periodo de

graduacgéao. Fazer parte dessa universidade sera sempre um orgulho.



RESUMO

Os adenovirus humanos (HAdV), sdo membros da familia Adenoviridae e estdo
classificados no género Mastadenovirus. Dentro deste género, existem sete espécies
de adenovirus, identificadas de A a G, com mais de 100 gendtipos conhecidos. Os
adenovirus sdo virus nao envelopados e apresentam um capsideo icosaédrico
composto principalmente pelas proteinas hexon, penton e fibra. Os HAdV podem
causar infecgbes respiratdrias, gastrointestinais e oculares, apresentando sintomas
como febre, vémitos e diarreia, cuja gravidade tende a variar de acordo com o sistema
imunologico do hospedeiro. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do tipo
multiplex, utiliza multiplos pares de iniciadores em uma unica reagao, destacando-se
pela sua eficiéncia e custo beneficio. Dessa forma, a PCR multiplex se apresenta como
alternativa eficaz para o aprimoramento da pesquisa e diagndéstico laboratorial da
infeccdo por adenovirus. O presente estudo tem como objetivo realizar a padronizagao
e validagado de um ensaio de PCR multiplex para a detecgéo das regides hexon penton
e fibra de adenovirus humanos em diferentes tipos de amostras. Para tal, foram
desenhados pares de iniciadores que foram usados para pesquisar as referidas regides
do genoma em amostras controle de adenovirus espécie 2 cultivado em cultura de
células A-549 e amostras de pacientes submetidos a transplante alogénico de células
progenitoras hematopoiéticas previamente positivos para HAdV. A padronizagdo do
ensaio de PCR multiplex para os genes penton e fibra foi bem sucedida, entretanto
houve maior dificuldade para a amplificagao eficiente do gene hexon. Os dados obtidos
no estudo funcionardo como ferramenta para futuros estudos das regides de
recombinacdo entre adenovirus e analises mais aprofundadas em relagdo ao genoma
viral dos adenovirus.

Palavras-chave: Adenovirus Humano. Reagao em Cadeia da Polimerase. Reagao

Multiplex.



ABSTRACT

Human adenoviruses (HAdV) are members of the Adenoviridae family classified within
the genus Mastadenovirus. Within this genus, there are seven species of adenoviruses
identified from A to G, comprising over 100 known genotypes. Adenoviruses are
non-enveloped viruses with an icosahedral capsid primarily composed of hexon, penton,
and fiber proteins. HAdV can cause respiratory, gastrointestinal, and ocular infections,
manifesting symptoms such as fever, vomiting, and diarrhea, varying in severity based
on the host's immune system. Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR) utilizes
multiple primer pairs in a single reaction, noted for its efficiency and cost-effectiveness.
Thus, multiplex PCR represents an effective alternative for enhancing research and
laboratory diagnosis of adenovirus infections. This study aims to standardize and
validate a multiplex PCR assay for detecting hexon, penton, and fiber regions of human
adenoviruses across various sample types. Primer pairs were designed to target these
genome regions in control samples of adenovirus species 2 cultured in A-549 cells and
in samples from patients who underwent allogeneic hematopoietic progenitor cell
transplantation and were previously positive for HAdV. Standardization of the multiplex
PCR assay for penton and fiber genes was successful; however, amplifying the hexon
gene proved more challenging. The data obtained in this study will serve as a tool for
future investigations into adenovirus recombination regions and deeper genomic
analyses of adenoviruses.

Keywords: Human Adenovirus. Polymerase Chain Reaction. Multiplex Reaction.
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1 INTRODUGAO
1.1 Breve histoérico

Em 1953, durante uma investigacdo com o objetivo de pesquisar o agente
causador de uma infecg¢ao respiratoria aguda, o virologista americano Wallace Prescott
Rowe, junto a seus colaboradores, observou um efeito citopatico causado por um
organismo ainda né&o identificado que demonstrava possuir a capacidade de causar
degeneracao espontanea em células de tecido adenoides cultivadas in vitro. Esse
achado levou a identificagdo do agente como um virus com capacidade citopatica e foi
também observado que esse patdogeno estava presente em células adendides
humanas. Assim, o estudo do seu potencial patolégico, principalmente para infecgbes
respiratérias do trato superior, foi instigado. Posteriormente, em 1954, Hilleman e
Werne, ao estudarem uma infeccdo respiratoria aguda em recrutas militares nos
Estados Unidos, isolaram um virus semelhante ao achado por Rowe. Esse virus, entéo,
por ter sido isolado inicialmente em células provenientes do tecido adendide, foi
nomeado de “adenovirus” (Ginsberg, 1999). Ao longo dos anos, outros virus com
caracteristicas semelhantes foram identificados e classificados na mesma familia viral

pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus.

1.2 Classificagao viral

Os adenovirus sao virus pertencentes a familia Adenoviridae e séao
classificados em 6 géneros distintos, sendo eles os Atadenovirus, Aviadenovirus,
Ichtadenovirus, Mastadenovirus, Siadenovirus e Testadenovirus. Contudo, somente os
adenovirus do género Mastadenovirus possuem a capacidade de infectar seres
humanos, sendo esses denominados adenovirus humanos (HAdV). Dentro do género
Mastadenovirus, esses virus estdo distribuidos em sete espécies, identificadas de A a
G, e atualmente s&o conhecidos mais de 100 gendtipos distintos (Benké et al., 2022).

Levando em consideragdo a grande diversidade presente dentro do grupo dos
HAdV, a sua subdivisdo possui grande importancia molecular e clinica, visto que
diferentes espécies e gendtipos podem possuir diferentes tropismos e manifestacdes

clinicas. Essa diversidade molecular e clinica influencia diretamente a patogénese das



11

infecgbes por adenovirus, afetando sua transmisséo e até a gravidade da doenga. Além
disso, a variagao genética dos adenovirus também pode influenciar na resposta imune
do hospedeiro, afetando a progressdao da doenga e a eficacia das estratégias
terapéuticas. Portanto, compreender a diversidade genética e clinica dos adenovirus se
mostra fundamental para o desenvolvimento de abordagens diagnésticas, terapéuticas
e preventivas mais eficazes, bem como para uma melhor compreensao da

epidemiologia e da evolugao dessas infecgdes. (Dou et al., 2018).

1.3 Estrutura viral

As particulas de adenovirus ndo possuem envelope e possuem diametro que
varia de 70-100 nm. O seu genoma tem o tamanho de aproximadamente 34-36 kb e
esta altamente condensado e organizado em forma de cromatina, sendo composto por
uma molécula de acido desoxirribonucleico de fita dupla linear (dsDNA). O seu core
viral é formado pelas proteinas estruturais V, VIl, X e TP. A expressdo génica do
adenovirus se inicia com a interacao de proteinas precoces, como a E1A , que é
responsavel por ativar a transcricdo de diversos genes e a expressao das primeiras
proteinas viral, e a regido EB1, que tem papel de bloquear o processo de apoptose.
E2A e E2B, outras regides precoces, estdo envolvidas na replicagdo do genoma viral,
E3 e E4 também funcionam como fatores que auxiliam na replicagcdo do DNA viral e
modulagao da resposta imune contra a infecgao (Pied; Wodrich, 2019). Ja as proteinas
llla, 1V, VI, VIll e IX, sdo proteinas estruturais e estdo relacionadas a estabilidade
estrutural do capsideo, que € montado e sofre maturagao, apos a replicagédo do genoma

viral e a expressao dos genes tardios (Jennings; Parks, 2023) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema do genoma dos adenovirus (protétipo HADV-C5): genoma viral

em azul, com destaque para as regioes precoces (E) e tardias (L) em cinza.
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Fonte: Ahi, 2016.

O capsideo dos adenovirus exibe simetria icosaédrica e € composto,
majoritariamente, por trés proteinas de grande importancia, as proteinas hexon, penton
e fibra. A proteina hexon (proteina IlI) possui tamanho de 109 kDa, a proteina penton
(proteina Ill) com 63.3kDa e a fibra (proteina IV) com 61.9kDa. Mais especificamente, o
seu virion possui as proteinas I, llI, llla, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X e TP sendo o capsideo
formado por 240 trimers de hexon, com formato hexagonal, 12 bases penton, com
formato de pentadmero e em cada vértice do capsideo, se projeta a proteina fibra (Lei et
al., 2023; Benko et al., 2022) (Figura 2).

A proteina hexon, a mais abundante proteina do capsideo, possui 4 regides
conservadas (C1 - C4), 3 regides variaveis (V1 - V3) e desempenha papel crucial para
ligacdo a receptores celulares, possui grande parte dos epitopos reconhecidos por
anticorpos neutralizantes que sao direcionados a sua regido hipervariavel. Além disso, a
regido hexon se mostra de grande importancia para a classificagdo dos gendétipos de
adenovirus devido as suas regides conservadas e hipervariaveis. Ja as proteinas
penton e fibra, estdo associadas ao reconhecimento e ligagdo ao receptor primario da
célula hospedeira e fazem o contato inicial. Em particular, as proteinas interagem com o
receptor coxsackievirus (CAR) ou CD46 (dependendo do sorotipo), desempenhando

papel crucial para os processos iniciais da infecgao viral (Howley, 2021).



13

Figura 2: Cartoon da estrutura esquematizada da particula de adenovirus com

destaque para as principais proteinas do capsideo.
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Fonte: Howley, 2021.

1.4 Patogenia e manifestagodes clinicas
Os adenovirus iniciam o processo de infeccdo com a entrada no hospedeiro

suscetivel, por meio da entrada no organismo podendo esta acontecer pela via oral, por
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meio de goticulas ou aerossois, pela via fecal-oral ou via conjuntiva ocular. Ja dentro do
organismo, ocorre a sua ligacdo com receptores especificos na superficie celular
mediada pela proteina fibra. Na literatura, sdo descritos uma grande variedade de
receptores (Quadro 1), os principais para adenovirus sendo: o receptor CXADR
(coxsackievirus e receptor de adenovirus) e o receptor CD46, sendo essa grande
variedade de receptores, um fator que justifica as diferengas de tropismo entre
diferentes tipos de adenovirus (Howley, 2021).

Apods a ligacdo com o receptor, o fator de coagulagao Fx se liga ao capsideo do
adenovirus e este processo é seguido de entrada por endocitose e a internalizagdo do
virus se da pela interagdo com integrinas avB3 e avB5 mediado pela proteina penton.
Posteriormente, ocorre o desnudamento do virus com a dissociagdo do capsideo e,
assim, o virus é direcionado ao nucleo da célula hospedeira para iniciar os processos
de replicagao celular e construgéo da particula virion (Greber, 2020).

A infeccdo por adenovirus pode causar uma vasta gama de manifestagbes
clinicas como infeccao respiratoria aguda (IRA), sintomas de gripe ou resfriado comuns,
como febre e tosse. Pode causar também bronquite, pneumonia, ceratoconjuntivite e
gastroenterite, com sintomas mais comuns sendo diarreia, vomito e nauseas (Centers
for Disease Control and Prevention — CDC, 2024).

Na infeccao do trato respiratorio, as espécies de adenovirus associadas a essa
infeccdo sdo predominantemente as espécies B, C e E, podendo a frequéncia de
diferentes gendtipos variar de acordo com a localizagao geografica. Os sintomas mais
associados sao febre, tosse, inflamag&o na garganta, podendo evoluir para um quadro
de pneumonia e, em casos mais graves, faléncia respiratoria (Lynch Ill; Kajon, 2016).

Infeccbes oculares causadas por adenovirus sdao comuns e associadas
principalmente aos adenovirus da espécie D, sendo os mais frequentes os gendtipos
HAdV- 8, HAdV-37 e HAdV-53, 54 e 56. Os sintomas gerais incluem irritagdo ocular,
fotofobia e presenga de secrecdo. Em casos mais graves, onde ha infecgdo na cérnea,
ocorre a ceratoconjuntivite, causando inchago da conjuntiva e formagdo de membrana
inflamatéria, o que pode limitar o movimento ocular (Rajaiya et al., 2021).

Ja na infecgdo gastrointestinal, destaca-se a espécie F e os gendétipos HAdV-40

e HAdV-41, causando os sintomas de febre, vémito, diarreia e, em casos mais graves,
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sendo causa de hospitalizagbes principalmente de criangas (Lee; Damon; Platts-Mills,
2020).

A intensidade e severidade dos sintomas varia de acordo com o estado
imunoldgico e também de acordo com fatores de susceptibilidade genética do individuo
infectado, sendo mais comum, em adultos, manifestacbes mais leves ou até mesmo
assintomaticas. Porém, em criangas de até 5 anos ou em individuos imunossuprimidos,
como com doencgas respiratérias ou cardiovasculares ja existentes ou individuos que
passaram por transplante, a infeccdo por adenovirus possui maiores chances de
apresentar manifestagdes clinicas mais severas, podendo até mesmo levar a obito
(Crenshaw et al., 2019).

Quadro 1: Adenovirus e seus respectivos receptores celulares e tropismo.

Espécie Genoétipo Receptores Tropismo

A 12 CXADR Gastrointestinal

B1 35 CD46 Respiratorio

B2 3 DSG-2 Renal

B3 11 CD46 E DSG-2 Renal

C 2eb5 CXADR Respiratério

D 19 CXADR e acido Ocular

salicilico

E 4 CXADR Respiratério e
Ocular

F 40 e 41 CXADR Gastrointestinal

G 52 Desconhecido Gastrointestinal

CXADR: Coxsackievirus e receptor de adenovirus; DSG-2:

Fonte: Yokada et al., 2018

Desmogleina-2.
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1.5 Recombinagao genética

As mutacdes decorrentes de erros no processo de replicacado, recombinagdes
homdlogas e rearranjos no genoma viral, sdo parte do processo evolutivo e de
aquisicao de variabilidade genética dos adenovirus. Dependendo da espécie, diferentes
adenovirus tendem a sofrer diferentes tipos de processos para gerar variabilidade.
Sendo assim, possiveis recombina¢gées no genoma viral podem resultar potencialmente
na diversidade de tropismo celular e aumento da viruléncia (Robinson et al., 2013). Com
isso, a deteccao dessas recombinagdes sao importantes para a identificagcdo e
classificagao de diferentes HAdV recombinantes (Wu et al., 2022).

Nos adenovirus, as recombinag¢des podem ocorrer em casos onde ha a
coinfecgao de uma célula com dois ou mais adenovirus diferentes, pela recombinacao
entre as regides hexon penton e fibra, gerando, assim, novos gendétipos virais. Além
disso, € possivel observar esse tipo de recombinagcdo em adenovirus da mesma
espécie e também entre espécies diferentes. Tendo em vista o papel fundamental dos
genes hexon, penton e fibra para identificacdo de regides de hipervariabilidade e para a
identificacdo de diferentes gendtipos de adenovirus, a pesquisa dessas regides por
PCR, seguido de sequenciamento gendmico e analise filogenética, se mostra de
extrema utilidade para a caracterizagdo molecular de recombinantes (Wang et al., 2016;
Yu et al., 2020)

1.6 Epidemiologia

Como referido, os adenovirus podem ser transmitidos pela via respiratoria, por
meio de goticulas aerossoéis, pela via fecal-oral, principalmente pelo contato com um
individuo infectado, podem também ser transmitidos pelo contato do virus com a
conjuntiva ocular e, além disso, o contato com objetos e ou superficies contaminadas
com o virus também podem servir de fonte de infecgdo (Centers for Disease Control
and Prevention — CDC, 2024).

Surtos de infecgdo por adenovirus ocorrem comumente em populagdes
fechadas como hospitais, dormitérios, escolas, creches, unidade de tratamento
intensivo (UTI) pediatrico, casas de cuidado e em populagdes de recrutas militares.

Acometem principalmente criangas menores de cinco anos, pelo desenvolvimento
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incompleto do sistema imunologico e consequentemente baixa imunidade, individuos
imunossuprimidos e populagao idosa (Lynch lll; Kajon, 2016). O periodo de incubagao
do virus, dependendo do seu gendtipo, pode durar de 4-8 dias e apos o periodo de
incubacéo, o individuo pode ou nao manifestar sintomas (Crenshaw et al., 2019).

A incidéncia de infecgbes por adenovirus em diferentes partes do mundo é
variavel, sendo o virus responsavel por 2% a 15% dos casos de doengas diarreicas em
criangas e a causa de 3% a 6% dos casos de resfriados também em criangas (Shieh,
2022). Em relagcdo aos casos de gastroenterite aguda ocasionadas por HAdV, um
estudo feito no Canada no periodo entre 2014 e 2018 utilizando 3.347 amostras fecais
de criangas com gastroenterite aguda em sua grande maioria entre 12-18 meses
apontou uma positividade de 18,8% para HAdV, demonstrando sua relevancia como
patégeno gastrointestinal (Pabbaraju et al., 2020).

No sul do Brasil, de 2004-2018, foram analisados 43,514 casos de infecgao
respiratéria aguda (IRA) na populagdo geral, tendo uma positividade de 2.8% para
HAdV sendo 80,4% dos casos criangas menores de 6 anos, enfatizando, assim, a
necessidade de maior vigilancia e atengdo para a populagdo pediatrica no pais
(Pscheidt et al., 2020).

Em 2014, um estudo semelhante realizado em Sao Paulo com um grupo de
criangas hospitalizadas que também apresentavam IRA, mostrou, com a técnica de
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), uma positividade de 9.1% para HAdV. No
mesmo estudo, uma populagdo de criangas também hospitalizadas, portadoras de
doenga cardiaca congénita (DCC), a positividade para HAdV foi de 19,2%, mostrando a
influéncia de um sistema imune suprimido na infecgdo por HAdV (Puerari et al., 2014).

Em um estudo publicado em 2019, é demonstrado o impacto do transplante de
células tronco hematopoiéticas no sistema imune do receptor e como isso afeta na
susceptibilidade de uma infeccdo por adenovirus. O estudo visou analisar uma
populagao entre o periodo de 2013-2016 e concluiu que a incidéncia anual de infec¢des
por adenovirus em centros diferentes de transplante variou de 5.8%-9%, tendo essa
variagao devido ao tipo de populacado, sendo mais incidente na populagao pediatrica do

que na populagao adulta (Cesaro et al., 2019).
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1.7 Diagnéstico e detecgao viral

O diagndstico e detecgao de HAdV pode ser realizado por varias técnicas,
como isolamento viral por meio de cultura seguido de detecgao, pesquisa de antigenos
ou anticorpos por imunofluorescéncia, imunocromatografia ou ensaios
imunoenzimaticos e pelo teste de inibicdo da hemaglutinagdo para algumas espécies.
Para esses testes, diferentes tipos de amostras clinicas podem ser utilizadas: soro,
aspirado ou swab nasofaringeo, fezes e urina. Porém, com o tempo, devido a
sensibilidade limitada e a demora das técnicas sorolégicas e de isolamento, essas
foram sendo substituidas gradativamente pelas técnicas moleculares, como PCR e
PCR tempo real (QPCR), que agora sao consideradas o padrdo para pesquisa e
diagndstico das infecgbes por adenovirus (Buller, 2013).

Tendo em vista a relevante importancia das infeccbes de adenovirus nas
populagdes pediatricas e de imunossuprimidos, o avango das técnicas de deteccéo
desse patdégeno é fundamental para o melhor diagndstico dessas infecgdes. A PCR,
uma técnica com alta sensibilidade e especificidade, possui um melhor custo-beneficio
e uma melhor eficiéncia na detec¢ao dos HAdV, permitindo assim um diagndstico e,
combinada a processos de sequenciamento, pode levar a até mesmo uma
caracterizagdo mais confiavel dos adenovirus (Lion, 2014).

Com isso, a PCR e suas variagdes se tornaram o padrao ouro na deteccéo dos
HAdV, tendo como alvo as regides, principalmente, hexon e, também, penton e fibra
(Das, Dunbar, Tang, 2018). Um dos tipos de PCR, a PCR multiplex, emprega diversos
pares de primers simultaneamente em uma unica reagdo, conseguindo, assim,
amplificar mais de uma regido alvo e destaca-se pela sua sensibilidade, rapidez, e um
bom custo-beneficio sem comprometer a sua reprodutibilidade (Nikiforova; Laframboise;
Nikiforov, 2015).

Com os eventos de recombinagao e o surgimento de novos genétipos de HAdV,
0 avango e emprego de técnicas moleculares se mostra muito necessario para a
deteccdo desses novos gendtipos (Ismail et al., 2018). Ademais, o sequenciamento
genbmico, seguido da analise filogenética, é ferramenta necessaria para que se possa
identificar com precisdo a ocorréncia de recombinagbes genbmicas entre diferentes
adenovirus (Houldcroft, 2018).
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1.8 Controle prevencgao e tratamento

Medidas de higiene pessoal e saneamento basico sdao recomendados para
prevenir infeccbes respiratérias, oculares e gastrointestinais, entretanto, ndo sao
suficientes para impedir a circulagdo viral. Na maioria dos casos, nao sao
recomendados tratamentos especificos para conter a infeccdo de HAdV. Atualmente, o
protocolo seguido possui objetivo de tratar e controlar os sintomas, visto que grande
parte das infeccbes ndo necessitam de intervencao clinica especifica. A severidade da
infeccdo por adenovirus e a intensidade de seus sintomas estdo diretamente
relacionadas ao perfil imunoldgico dos individuos infectados, sendo mais comumente
visto casos mais graves em individuos imunossuprimidos e/ou com doencgas ja
existentes. Com isso, a reconstituicdo imunologica apresenta papel fundamental no
controle e prevencgéo da infec¢do, tendo como objetivo principal aumentar a contagem
de linfécitos ou CD4 para que haja eliminagédo do patégeno (Lynch lll, 2016).

Para casos em que a infeccdo € persistente ou mesmo disseminada com
elevadas cargas virais no sangue, para doencgas ja preexistentes e para os individuos
imunossuprimidos existe a possibilidade de tratamento com antivirais. Cidofovir € um
farmaco antiviral, analogo a citosina e age inibindo a replicagdo viral, possui na
literatura estudos que sustentam seu uso para o controle de infecgdes graves por
adenovirus, porém, efeitos adversos como nausea, vbmitos e lesao renal foram
observados, especialmente na populagao pediatrica (Vora; Brothers; Englund, 2017).

Em 2020, um estudo publicado na Bélgica, apresentou o brincidofovir, um
antiviral analogo ao cidofovir, como opg¢ao ao tratamento de infec¢des por adenovirus,
evidenciando uma menor toxicidade e maior espectro antiviral, porém, ainda é um
campo que necessita de mais estudos (Van Genechten et al., 2020).

Atualmente, uma vacina para adenovirus existe e funciona contra os virus dos
tipos 4 e 7. O seu uso é feito por via oral por meio de tabletes. Porém, a vacina esta
disponivel apenas para recrutas militares nos Estados Unidos devido ao ambiente
fechado em que se encontram, o que facilita a transmissdo do virus. Assim, essa
vacina reduz o risco de infec¢des respiratorias para esses recrutas militares (Crenshaw,

2019). Um estudo feito em 2022 demonstrou a administracdo da vacina contra
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adenovirus em 294 militares da guarda costeira nos Estados Unidos e concluiu que
apo6s 90 dias do seu uso, nao houve relato de eventos adversos, apoiando, assim, 0 seu

uso em militares (Iskander et al., 2023).
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2 JUSTIFICATIVA

Os adenovirus humanos (HAdV) sdo virus que acometem os seres humanos
causando uma vasta gama de manifestagcbes clinicas, como infecgdes respiratorias,
oculares e gastrointestinais. Em populagdes de risco, como idosos, criangas menores
de 5 anos e individuos imunossuprimidos, os adenovirus podem causar manifestacoes
mais graves e severas, podendo até mesmo levar a ébito. Por isso, sdo patdgenos que
possuem relevancia médica, tornando o seu estudo e pesquisa importantes para
melhorar a sua detecgao e melhorar seu diagndstico.

Diante da significativa relevancia do diagnostico de infecgdes virais e
caracterizagdo genbmica de seus agentes, a padronizagdo do PCR multiplex se
apresenta como uma importante ferramenta no aprimoramento da pesquisa e no
diagnodstico clinico. Ao estabelecer a padronizagcdo de um novo ensaio de PCR
multiplex para HAdV, estaremos nao apenas contribuindo para avancos nas técnicas
diagndsticas para a deteccdo molecular dos adenovirus, mas também otimizando o

ensaio no que tange a sensibilidade e melhor custo beneficio.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Padronizar e validar um protocolo de PCR multiplex e demonstrar sua
sensibilidade e especificidade para a amplificacdo das regides hexon, penton e fibra de

adenovirus humanos

3.2 Objetivos especificos

. Testar novos pares de iniciadores desenhados em nosso laboratério quanto a
especificidade para as regides hexon, penton e fibra do genoma de adenovirus
humanos

. Padronizar um ensaio de PCR multiplex para as regides hexon, penton e fibra,
utilizando amostras positivas para adenovirus humano (amostras de individuos

imunocomprometidos e de adenovirus 2 proveniente de cultivo celular).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Metodologia
4.1.1 Material de estudo

Um estudo feito anteriormente em nosso laboratério, sobre adenovirus
humanos em pacientes submetidos a transplante de células progenitoras
hematopoiéticas, foi analisada e monitorada uma coorte de 21 pacientes. Foram
encontrados 4 pacientes positivos para mais de uma espécie de adenovirus humano
(Santos et al., 2016). Entdo, para o presente estudo, foram utilizadas essas amostras
positivas de HAdV. As amostras foram recuperadas de biorrepositério para a utilizagao
na padronizacio da técnica de pcr multiplex. Essas amostras positivas foram amostras
de fezes e soro de pacientes submetidos a transplante alogénico de células
progenitoras hematopoiéticas (alo-TCPH) e foram coletadas entre o periodo de 2012 a
2014, na Unidade de Transplante de Medula Ossea do Hospital Aratjo Jorge em
Goiania-GO (CAE:67782917.3.0000.5083). Além disso, foram também utilizados

controles extraidos de adenovirus espécie 2 cultivados em células A-549.

4.1.2 Extragao de amostras

As extracbes de amostras positivas para HAdV foram recuperadas e extraidas
utilizando o kit comercial (QIAamp Viral RNA Mini Kit, QIAGEN) seguindo protocolo do
fabricante presente na bula com adaptacbes. As amostras foram estabilizadas em
temperatura ambiente, adicionados 560ul de tampao AVL (tampao de lise) e 5,6 ul do
carreador em cada tubo tipo eppendorf e foram homogeneizados. Em seguida foi
adicionado em cada tubo 140ul de respectiva amostra, homogeneizado, incubado em
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado. Na sequéncia, foi adicionado
560ul de etanol P.A e homogeneizado. Na coluna de extragao, foram adicionados 630ul
da solugéo preparada e cada tubo centrifugado a 8.000 rpm (rotagdes por minuto) por 1
minuto e descartando o filtrado e seguindo para um novo tubo coletor. Esse passo foi
realizado 2 vezes. Em seguida, foram realizados os passos de lavagem, com 500ul do
tampao de lavagem AW1, com centrifugagédo a 8.000 rpm por 1 minuto e 500ul do
tampéao de lavagem AW2, com centrifugacao a 14.000 rpm por 3 minutos, descartando

o filtrado sempre apods cada centrifugagao. Por fim, foi feita uma centrifugagéo a rotagao
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maxima (14.000) rpm para eliminacdo dos tampdes da coluna de extragdo e, em
seguida, a coluna foi inserida em um novo eppendorf ja identificado, junto a 60 ul de
tampao AVE (tampao de eluicdo), centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto e o DNA
extraido ao fim armazenado a -20°C. Para as amostras de fezes, o protocolo foi

adaptado e adicionada uma etapa a mais de lavagem.

4.1.3 Pesquisa de adenovirus por PCR

Para a reacdo de PCR, os iniciadores utilizados para amplificar as regides
penton e fibra foram descritos por Wu et al. (2022) (Quadro 2). Ja o gene hexon, foi
dividido em oito regides diferentes e seus pares de iniciadores foram desenhados em
nosso laboratério (Quadro 3). A enzima utilizada para o processo foi a Q5®
High-Fidelity DNA Polymerase, seguindo o protocolo do fabricante para a reagao de
PCR, com alteragdes feitas para alcancar o processo de padronizagdo necessario para
a reacdo. Para a mistura de reacao, foram utilizados 12,5 ul de Q5® High-Fidelity DNA
Polymerase (0.02 U/ul), 2,5 ul de um mix dos iniciadores especificos para as regides
alvo (0.5 uM) e 5ul de agua livre de nuclease para um volume final de 25 ul. Para as
reacdes de controle positivo, foi utilizado 1 ul do extraido de cultura de células. Para as
reagdes com amostras, foi utilizado 5 ul do extraido. Para ciclagem na etapa de PCR, o
protocolo utilizado para a enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase foi adaptado
inicialmente para 98°C por 1 minuto na desnaturagao inicial e 40 ciclos (94°C por 30
segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 40 segundos) e extensao final
de 72°C por 10 minutos. Posteriormente, especificamente para a temperatura de

anelamento da reacéao, foram testadas e comparadas as temperaturas de 56°C e 52°C.

Quadro 2: Iniciadores especificos para os genes penton e fibra de adenovirus

humano (HAdV) e suas respectivas sequéncias.

Gene Primer Sequéncia do Primer Produto da PCR

Penton | Penton-F | 5-CTATCAGAACGACCACAGCAACTT-3' | 1,000 - 1,300 bp
Penton-R 5-TCCCGTGATCTGTGAGAGCRG-3

Fibra Fibra-F 5-CCCTCTTCCCAACTCTGGTA-3’ 1,500 bp
Fibra-R 5-CCCTCTTCCCAACTCTGGTA-3’




Fonte: Wu et al., 2022
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Quadro 3: Lista de iniciadores para o gene hexon de HAdV (sentido 5’-3’)

desenvolvidos em nosso laboratorio.

Primer Sequéncia do Primer Produto da PCR
Frag1.F1.1 5'AGATGGCCACCCCCTCGATG 350 bp
Frag1.R1.1 5'GTGCCCGARTAGGGTTTGAARC

Frag2.F1.1 5'GGATCGCGAGGACACCACGTAC 407 bp
Frag2.R1.1 5TITCTGTCTTGCAAGTCVACCAC

Frag3.F1.1 5'AARATGAARCCHTGYTATGG 413 bp
Frag3.R1.1 5'ACAGAAAACTCTICCACAGG

Frag4.F1.1 5'GACTTGCAAGACAGAAAYAC 339 bp
Frag4.R1.1 5'GAGTACAGAAAACTCTCCACAG

Frag5.F1.1 5'TGGAAGATGARCTTCCHAAYTATTG 536 bp
Frag5.R1.1 5'TCCACTCGTAGGTGTAGGAG

Frag6.F1.1 5'GASTACATGAAYGGCCGCGTGG 785 bp
Frag6.R1.1 5'GGACGAGGAACCAGTCCTTGGTC

Frag7.F1.1 5'CTGCGCAACGACACCAACGACC 411 bp
Frag7.R1.1 5'CGAGGAACCAGTCCTTGGTCATG

Frag8.F1.1 5'CTACCTCAACCACACCTICAAGAAG 654 bp
Frag8.R1.1 5'GCACTCTGACCACGTCGAAAACTTC

Por fim, os produtos da amplificacdo e o marcador de peso molecular (DNA

ladder 1kb) foram misturados com 2 ul de tampao corante para amostra (Azul de

bromofenol; Xilenocianol; Glicerol) e foram aplicados ao gel de agarose, que foi

preparado a 1% com brometo de etideo e tampao TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Os géis

foram submetidos a corrida eletroforética a 80V em tampao de corrida e os resultados

foram entdo analisados em transluminador ultravioleta para a visualizacdo dos

fragmentos de DNA).
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5 RESULTADOS

Para a padronizagédo da reagao de pcr multiplex para os genes hexon, penton e
fibra, um controle positivo foi extraido de adenovirus da espécie 2 cultivado em células
A-549. Apos a eletroforese em gel e visualizagdo em transluminador ultravioleta, a
reacdo de PCR com o controle de cultura, mostrou-se eficiente para apenas os genes
penton e fibra, sendo produzidas duas bandas no gel, uma de aproximadamente 1200
pares de base (correspondente ao fragmento penton), e outra de aproximadamente
2000 pares de bases (correspondente a fibra) (Figura 3). Com a utilizagdo do controle, a
amplificacdo do gene da proteina hexon resultou em multiplas bandas, das quais uma
se encontra proximo a altura esperada para o fragmento que desejava-se amplificar
com aproximadamente 3000 pares de base, porém de fraca intensidade e com a
presenca de bandas inespecificas (Figura 4).

As reagdes de PCR, tanto penton/fibra, quanto hexon, utilizando amostras
previamente positivas para HAdV nao retornaram resultados constantes, e o padrao de

bandas nao foi reprodutivel entre as amostras.

Figura 3: Eletroforese em gel dos produtos da reagdao de PCR para o multiplex penton fibra: A -
Marcador de peso molecular (1Kb DNA ladder PROMEGA); B e C - Reagdo com volume total de 20ul
realizada com temperatura de anelamento a 52°C e 56°C e amostras positivas para HAdV; D - Reacgéo

com volume total de 25ul realizada com controle extraido de cultura; E - Reagdo com volume total de 25ul
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realizada com a temperatura de anelamento a 52°C e amostra positiva para HAdV; F - Reagdo com

volume total de 25ul realizada com a temperatura de anelamento a 56°C e amostra positiva para HAdV.

Eletroforese em gel dos produtos da reagdo de PCR para o multiplex hexon: A - Reagdo com
volume total de 25ul realizada com controle extraido de cultura; C - Marcador de peso molecular (1kb
DNA ladder PROMEGA); B, D a H - Reacdo com volume total de 25ul realizada com amostras positivas
para HAdV.
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6 DISCUSSAO

De acordo com a literatura cientifica, os genes hexon, penton e fibra, sendo os
principais componentes do capsideo dos adenovirus, mostram-se como regides
gendmicas importantes como alvo para a caracterizacdo molecular e tipagem dos
adenovirus, contribuindo, assim, para a identificacdo de recombinantes, auxiliando no
entendimento e compreensdo sobre o patégeno e também no seu diagnéstico. Em
estudo recente, Wu et al. (2022) demonstrou a aplicagao da amplificacdo e deteccgao
das principais regides do capsideo para a identificacdo de adenovirus associados a
doengas respiratorias. No estudo de Wu et al. (2022), foram utilizados pares de
iniciadores especificos para cada gene pesquisado (hexon, penton e fibra).

Diferentemente, no presente estudo, além de também serem utilizados
iniciadores especificos para os genes hexon, penton e fibra, foi testada uma reagao
multiplex, onde os multiplos pares de iniciadores foram utilizados em uma unica reacgao,
visando a otimizagdo do processo e a obtencdo das sequéncias dos genes hexon,
penton e fibra direto de amostras extraidas, sem a necessidade de se cultivar o virus
previamente. Porém, durante a padronizagcado da técnica de PCR para a amplificagéo
das regides hexon, penton e fibra, o presente estudo foi capaz de amplificar,
simultaneamente de forma eficaz, apenas as regides penton e fibra.

Mais semelhante a metodologia utilizada no presente estudo, Lee et al. (2005)
mostra a utilizagado da técnica de PCR multiplex, para as principais regides do capsideo
de adenovirus, como sendo potencialmente eficaz para a otimizacdo do processo de
amplificagdo do material genético sem comprometer a eficacia da reagdo. Em estudo
publicado sobre a identificacdo de subtipos diferentes de adenovirus humanos, Lee e
seus colaboradores alcangaram com eficiéncia uma reagao para a amplificagdo das
regides conservadas e hipervariaveis do gene hexon utilizando 3 pares de iniciadores
diferentes em uma mesma reacdo, uma técnica que contribui para a deteccao e
também para o sequenciamento dos diferentes genétipos do virus (Lee et al., 2005).

Em outros estudos, é possivel também encontrar formas eficientes de utilizar a
reagdo de PCR multiplex para duas das grandes regides do capsideo dos adenovirus,

como no estudo de 2005 em que Banik e colaboradores utilizaram PCR multiplex para
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as regides hexon e fibra do adenovirus e, mais recentemente, em 2018, Kajan et al.
(2018) utilizou a técnica multiplex para amplificar os genes hexon e penton.

A padronizacado e otimizagao de uma reagao de pcr multiplex pode encontrar
desafios em seus processos. A utilizacdo de muitos pares de iniciadores em uma
mesma reacgao pode levar a formacédo de bandas inespecificas, fazendo com que as
regides de interesse nao sejam bem amplificadas. Além disso, concentragdes diferentes
de reagentes e variagbes de temperatura na ciclagem da reagdo também sé&o fatores
que interferem nos resultados da amplificagdo, assim como, também, a qualidade da
amostra utilizada, em relagdo a, por exemplo, sua concentracdo de genoma viral
(Elnifro et al., 2000).

Em contraste aos estudos encontrados na literatura, a quantidade de pares de
iniciadores utilizados neste estudo foi maior, sendo um par de iniciadores para a regiao
penton, um para a regiao fibra, porém, para a regido hexon, foram utilizados oito pares
de iniciadores. Esse fator pode ter sido um dos responsaveis pela amplificacdo
ineficiente da regido hexon. Porém, devido a variabilidade genética do gene hexon entre
os genotipos de HAdV, desenvolver, em nosso laboratério, um numero menor de pares
de iniciadores que sejam capazes de amplificar o gene em sua totalidade também se
mostrou uma tarefa dificil.

Outro fator importante a ser considerado é que esse estudo utiliza regides do
genoma do adenovirus que se comportam como locais de recombinagao, servindo,
entdo, como um estudo de triagem para indicar possiveis recombinagées no genoma
viral. Vale ressaltar que, como o presente estudo funciona como forma de triagem, uma
possivel analise e estudo completo das regides de recombinagéo apenas sera possivel
com futuros estudos, com o sequenciamento completo do genoma dos adenovirus
estudados. Novos pares de iniciadores foram desenhados e serdao em breve testados
almejando a padronizagdo de uma reagdo multiplex para os principais genes do
capsideo do adenovirus, o que podera contribuir para uma analise mais eficiente e

rapida sobre a presencga ou nao dessas regides de recombinagao.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a padronizacdo de um ensaio de PCR multiplex
tendo como alvo duas regides genbmicas do adenovirus, as regides penton e fibra,
entretanto, padronizar e validar uma reacado de PCR multiplex para as regides hexon,
penton e fibra ndo foi possivel. Mesmo com a amplificagdo nao eficiente do gene hexon,
a reagdo de amplificacdo dos genes penton e fibra ja se mostra um avango para a
otimizagao da reacdo de PCR, reduzindo seu tempo, quantidade de amostra utilizada e

contribuindo para futuros estudos de sequenciamento e analise do genoma viral.
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