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RESUMO

Marinheiro JC. Variabilidade genética de adenovirus humano da espécie B, associados a
casos de infecgdo respiratoria aguda, em Sao Paulo, de 1995 a 2006 [Tese de Doutorado]. Sdo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 20009.

Adenovirus humanos sdo responsaveis por infec¢do respiratoria aguda (IRA) em criancgas e
adultos em todo o mundo. Criangas com infecgdo respiratéria por adenovirus podem
apresentar uma vasta variedade de sintomas, incluindo faringites, febre faringo-conjuntival,
bronquites, bronquiolites e pneumonias. Adenovirus das espécies B (sorotipos 3 e 7) e C
(sorotipos 1, 2, 5 e 6) sdo os mais frequentes no Brasil e, ocorrem durante todo o0 ano. Com 0
objetivo de estudar a variabilidade genética de adenovirus humanos, 3087 amostras de
aspirado de nasofaringe foram colhidas de criancgas internadas na enfermaria de pedriatria, do
Hospital Universitario, USP, de 1995 a 2006. A PCR direcionada ao gene VA-RNA detectou
dos adenovirus, sendo 677 adenovirus (22%) detectados. Sequenciamento dos genes hexon,
fibra e da regido E3 foram utilizados para determinar o sorotipo e variabilidade genética dos
adenovirus. As reagdes de sequenciamento, para cada gene, foram realizadas nas duas fitas do
DNA usando o ABI Prism BigDye Terminator Cycle Ver 3.1. Sequéncias de nucleotideos
obtidas foram editadas e alinhadas. Dos 677 adenovirus detectados, 468 (69%) foram
classificados como espécie B (sorotipos 3, 7 e 21), 154 (23%) como espécie C (sorotipos 1, 2,
5e6) e 5 (0,7%) como espécie E, sorotipo 4. Infeccdes mistas por mais de um sorotipo foram
observadas em 31 amostras (4,5%). A maioria dos adenovirus sorotipo 7 detectados
apresentou a proteina da fibra com maior similaridade a proteina dos adenovirus sorotipo 3.
Estes virus sdo identificados como variante 7h. Analises filogenéticas do gene hexon
mostraram a distribuicdo dos adenovirus em dois clusters principais, representando o0s
sorotipos 3 e 7 e, cada um deles, subdividido em mais dois clusters representando as variantes
3a, 3p, 7h e 7p, sendo esta reacdo eficiente para caracterizacdo sorotipica. A mesma
distribuicdo pdde ser observada com o sequenciamento da fibra, com excessdo dos adenovirus
7h, que se agrupam no mesmo cluster do sorotipo 3. A proteina da regido E3 que apresentou
maior variabilidade foi a 7.7k, com tamanhos e aminoacidos bastante diversificados. E
conhecido que genomas virais, incluindo dos adenovirus, podem se manter estaveis em
condigdes diversas. Contuto, a existencia de variabilidade nos genomas pode sugerir que
mecanismos evolutivos estdo em operacdo. Os mecanismos evolutivos, ja conhecidos para 0s
adenovirus sdo observados como recombinagdes, captura génica e duplicagfes. Mutacdes
pontuais de um ou mais nucleotideos podem ou néo afetar a proteina sintetizada.

Palavras-Chave: Adenovirus humanos. Infeccdo Respiratoria. Reacdo de Sequenciamento.
Variabilidade Genética. Filogenia.



ABSTRACT

Marinheiro JC. Genetic variability of human adenoviruses species B associated to acute
respiratory disease in children from S&o Paulo, Brazil, from 1995 to 2006 [PhD thesis]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de Sdo Paulo; 2009.

Human adenoviruses cause acute respiratory disease (ARD) in children and adults around the
world. Children with respiratory adenovirus may have a wide variety of symptoms including
pharyngitis, tonsillitis, pharyngo-conjuntival fever, bronchitis, bronchiolitis and pneumonia.
Adenoviruses of species B (serotypes 3 and 7) and C (serotypes 1, 2, 5 and 6) are the most
frequently detected in Brazil associated to ARD and occurs during all the year. In order to
study the genetic variability of human adenovirus, 3087 nasopharyngeal aspirate were
collected from children attending at the Pediatric Ward of the University Hospital, USP, S&o
Paulo (SP), from 1995 to 2006. PCR assay directed to adenovirus VA-RNA gene was used
for the samples screening. 677 adenoviruses (21,7%) were detected. The hexon, fiber and VA-
RNA genes, as well, the E3 region of the adenovirus were sequenced to determinate the
serotypes and study genetic variability. Sequencing reactions for each gene were performed in
both strands of the DNA using the ABI Prism Bigdye Terminator Cycle Kit Ver. 3.1 on an
ABI 3130 DNA Sequencer. Nucleotide sequences were assembled and edited with
Sequencher software (GeneCode, USA) then aligned using ClustalW on the BioEdit software.
Among the 677 adenovirus detected 468 (69 %) were classified as HAdV-B (serotypes 3, 7
and 21); 154 (23 %) as HAdV-C (serotypes 1, 2, 5 and 6) and 5 (0,7 %) as HAdV-E (serotype
4). Adenovirus HAdV-B, serotype 21 was detected only in two samples from 2006. Mixed
infections with two different adenovirus species were observed in 31 (4,5%) samples. The
majority of the adenovirus serotype 7 presented the fiber gene similar to the serotype 3. These
viruses were characterized as genotype 7h. Phylogenetic analyses of the Species B
adenoviruses hexon gene showed a distribution in two main clusters (serotypes 3 and 7) and
beneath these groups in several clusters, with samples similar to prototype 3p and 7p, others
similar to variants (7h and 3a). The same distribution was observed after the analyses of the
fiber gene sequences, except for HAdV-7h samples which grouped again with the variant 3a.
The greatest variability was observed at the 7.70rf of the E3 region. It is known that viral
genomes, including adenovirus genome, remain genetically stable under a variety of
conditions. However, the existence of multiple genome types could suggest that evolutionary
mechanisms are operative. The mechanisms of adenovirus evolution and genomic diversity
are specially observed in recombination, gene capture and gene duplication. Punctual
mutations that change the nucleotide sequence could or not change the transcript protein.

Key words: Human adenovirus. Acute respiratory infection. Sequencing reaction. Genetic
variability. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

Os adenovirus humanos (HAdVs) compreendem um importante grupo de agentes
etiologicos, responsaveis por diversas patologias, em adultos e criangas, como: infeccGes
respiratorias, oculares, gastrentéricas e urinarias. Estes virus podem, tambem, ser isolados das
fezes de pacientes assintomaticos por meses ap0s a infeccdo. Em individuos
imunocomprometidos, como pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

e transplantados, podem causar infec¢Ges generalizadas.

1.1 Historico

Os adenovirus humanos foram primeiramente isolados em 1953 por Rowe et al.
quando tentavam estabelecer uma linhagem celular de tecido adenoide removido
cirurgicamente de criancas e de recrutas militares com doencas febris. Os autores descreveram
gue encontraram um agente que causava degeneracdo espontanea nestas células epiteliais.

Em 1954, Hillerman e Werner, estudando uma epidemia de doenca respiratéria em
recrutas, descreveram um agente similar, que induzia efeito citopatico (ECP) em culturas de
ceélulas humanas. Esses virus foram primeiramente denominados “adenoid degeneration”
(AD), “adenoid-pharyngealconjuntuval” (APC) e “acute respiratory disease agents”(ARD).
A nome adenovirus, nomenclatura atual, foi criado por Enders e colaboradores, em 1956.

Em 1962, Trentin et al. descreveram pela primeira vez que um virus humano poderia
induzir o desenvolvimento de tumores malignos em animais. Eles observaram que um
sorotipo de adenovirus humano (sorotipo 12) era capaz de induzir o desenvolvimento de
tumores em roedores e que as células transformadas seriam capazes de produzir novos

tumores, quando inoculadas em animais imunologicamente compativeis.

1.2 Classificagao

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV-International
Committee on Taxonomy of Viruses), os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae, que é
dividida em 4 géneros filogenicamente distintos: Mastadenovirus (virus que infectam
mamiferos), Aviadenovirus (virus que infectam aves), Atadenovirus (virus que infectam
ruminantes, répteis e marsupiais) e Siadenovirus (virus que infectam aves, anfibios e peixes).

(Davison et al., 2003)
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Os adenovirus de cada um desses géneros diferem entre si por vérias caracteristicas
morfoldgicas e genéticas. Os Aviadenovirus, por exemplo, apresentam uma particula viral
com DNA de peso molecular variando entre 28 e 30 Md, percentual em bases guanina e
citosina (G+C) variando entre 51 e 57% e duas fibras por vértice, o que confere a esse virus a
capacidade de reconhecer dois receptores distintos nas células do hospedeiro. Os adenovirus
do género Mastadenovirus possuem somente uma fibra por vértice, cujo comprimento varia
entre 10 e 30 nm. O DNA possui peso molecular de 20 a 25 Md, com percentual de G+C
entre 44 e 61%. Os adenovirus humanos sorotipos 40 e 41, diferentemente aos demais
Mastadenovirus, possuem a presenca de duas fibras de comprimentos diferentes, codificadas
por dois genes distintos, porém distribuidas uma por vértice. (Kidd et al., 1990; Pieniazek et
al., 1990). Uma das duas fibras, chamada fibra longa, foi provavelmente adquirida por
recombinacdo com DNA de adenovirus que infecta macacos (Kidd et al., 1990).

A figura 1 apresenta a arvore de distancia filogenética dos membros da familia
Adenoviridae (Davison et al., 2003).
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= 7o oYy Bl Siadenovirus
R -~ ). FAdV-C : :
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Figura 1: Distancia filogenética entre os membros da familia Adenoviridae. Cada género é representado por
uma cor. Dentro dos género, 0s virus que pertencem a mesma espécie sdo agrupados por circulos
ovais. As abreviag¢des dos nomes dos virus sdo indicadas ao final de cada ramificagdo, com o nome
das espécies em italico. A primeira letra indica 0 nome do animal do qual foi isolado o virus: B
(bovino); C (canino); D (pato); E (equino); F (galinha), Fr (sapo); H (humano); M (murino); O
(ovino); P (suino); Po (gamba); Sn (cobra); T (peru) e TS (primata primitivo). A distancia filogenética
foi calculada com base na seqiiéncia nucleotidica do gene hexon, disponivel no GenBank (Davison et
al., 2003).
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Atualmente hd uma discussdo cientifica sobre a criacdo de um quinto género,
Fishadenovirus, devido a identificacio de um adenovirus isolado em esturjdo, cujas
caracteristicas ndo se enquadram em nenhum dos géneros existentes (Davison et al., 2003).

Os adenovirus humanos pertencem ao género Mastadenovirus. Estes virus tém a
habilidade de infectar uma vasta gama de tecidos, sendo identificados como agentes
etiologicos de diversas patologias, como por exemplo: sindromes respiratorias,
ceratoconjuntivites, infeccdes entéricas e renais. A classificacdo atual reconhece 51 sorotipos
humanos divididos em seis espécies (de A a F). Esta divisdo se da de acordo com
caracteristicas antigénicas, morfoldgicas e moleculares (Tiemessen e Kidd, 1995; Wadell,
1984).

Um novo sorotipo, HAdV-52, foi descrito recentemente de casos de gastrenterites e,
devido suas caracteristicas distintas, € sugerida sua classificacdo em uma nova espécie, G
(Jones 1l et al., 2007). Este novo sorotipo, até 0 momento, ndo aparece na pagina de
classificacdo dos adenovirus no ICTV.

A primeira classificacdo, proposta por Rosen et al. (1960), foi baseada na aglutinacédo
de hemaceas de ratos e de macaco “rhesus”. Reagdes cruzadas na inibicdo de hemaglutinagado
foram verificadas em alguns sorotipos e linhagens intermediarias (Wigand et al., 1985, 1987).

Huebner et al. (1965) sugeriram a distribuicdo dos adenovirus em grupos, baseada na
patogenicidade e oncogenicidade em hamsters recém-nascidos. A atual espécie A compreende
0s sorotipos que apresentam alta capacidade transformante; a espécie B compreende o0s
sorotipos com oncogenicidade moderada; as demais espécies agrupam o0s adenovirus
considerados ndo oncogénicos.

Em 1979, Wadell propds a classificacdo dos adenovirus com base no peso molecular
dos polipeptideos estruturais. Uma variacdo no peso molecular das proteinas Il, 11l e 1V foi
observada entre cada sorotipo.

Levando em consideracdo a diferenca na sequéncia de nucleotideos do genoma viral e
sabendo que as concentragdes de G+C no DNA dos adenovirus das diferentes espécies &
variavel, Wadell e colaboradores (1980) analisaram os padrdes de restricdo do genoma de
varios sorotipos de adenovirus, ap6s digestdo com a enzima Sma |. Essa enzima tem como
sitio de restricado a sequéncia 5’CCC GGG. Neste estudo, os autores observaram que o
numero de fragmentos obtidos era caracteristico para cada especie e que 0s membros de uma

mesma espécie apresentavam varios fragmentos co-migrantes.
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A definicdo dos sorotipos é feita apds realizagdo de ensaios de neutralizagdo da
infeccdo viral em cultura de células permissivas. Sdo considerados como sendo sorotipos
distintos os virus que ndo apresentarem reacGes cruzadas com outros sorotipos ou que
apresentarem titulos neutralizantes maiores que 16. Em casos em que ocorre reagao cruzada,
sdo realizados os testes de hemaglutinacdo e restricio do DNA com endonucleases de
restricdo (Wigand e Adrian, 1986).

A tabela 1 apresenta a classificacdo sumarizada dos adenovirus humanos e suas

propriedades.

Tabela 1: Classifica¢do dos sorotipos de HAdVs dentro das espécies e suas principais caracteristicas.

Espécie A Espécie B Espécie C Espécie D Espécie E Espécie F
Sorotipos 12,18,31 3,7,11,14,16,21,3 1,256 8,10,13,15,17,19, 4 40-41
4,35,50 20,22-
30,32,33,36-
39,42-47,51
Similaridade (%)* 48-69 89-94 99-100 94-99 4-23 62
Percentual G+C 48 51 58 58 58
Perfil de restricdo 4-5 8-10 10-12 14-18 16-19 9-12
com a Smal
Padréo \Y | 11 1] 11 v
hemaglutinante
Oncogenecidade Alta Fraca Negativa Negativa Negativa Negativa
Receptor da fibra ° CAR CD46,CD80 e CAR CAR, écido siélico CAR CAR ©
CD86 VCAM 1 e
Sulfato de desconhecido
Heparana
N° de genes VA- 1 2(B1) 2 2 2 1
RNA 1(B2)
N° de ORF em E3 6 9 (B1) 7 8 9 5
8 (B2)
Motivos da RGD e LDV RGD e LDV RGD e LVD RGD e LDV RGD e LDV LDV
penton-base ¢ RGDA(40)
IGDD (41)
Comprimento da 22 6 (B1) 22 8 12 Longa:21-22
fibra (repetigéo dos 6 (B2) Curta: 12
motivos)
Tropismo Entérico Respiratorio (B1) Respiratorio Ocular Ocular Entérico
Renal (B2) respiratorio
Sindromes Gastrenterites Respiratoria Respiratoria Ceratoconjuntivite Conjuntivite Gastrenterite
aguda Aguda Inaparente Respiratoria infantil
Infecgdes Renais aguda

persistentes
a: Porcentagem de homologia entre as espécies

b: Padrdo de hemaglutinagdo: I- aglutinacdo completa de eritrécitos de macaco; Il- aglutinagdo completa de
eritrécitos de rato; I11- aglutinacdo parcial de eritrdcitos de rato, 1V- aglutinagdo de eritrdcitos de ratos apds a

adicéo de anti-soro heterotipico.
c: fibra longa da espécie F se liga ao CAR, mas a fibra curta ndo tem receptor conhecido.
d: motivos expostos na penton-base através dos quais ocorre 0 reconhecimento dos receptores secundarios,

integrinas (Modificado de Segerman, 2004).
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1.3 Composicdo da particula viral

Os adenovirus sdo virus ndo envelopados, de simetria icosaédrica regular (vinte faces
triangulares e doze vertices), com 70 a 100 nm de diametro (Benko e Harrach, 2003; Russel,
2000). Sua densidade, quando medida em gradiente de cloreto de césio, é de 1,33 & 1,34g/cm®.
Sdao estaveis em pH entre 6,0 e 9,0 e ndo possuem envelope lipoproteico, por isso, podem ser
estocados por periodos prolongados em diferentes temperaturas. Estes virus ndo séo sensiveis
ao tratamento com solventes organicos como éter e etanol e podem ser liofilizados, sem
alteracdo de sua infectividade, quando estocados a 4 °C (Horwitz, 1996; Wassemann, 1962).

A particula viral é constituida por 11 proteinas, denominadas polipeptideos (11, 1lI,
Ia, 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X e TP). Estas proteinas sdo numeradas com relacdo a sua
migracdo em gel de poliacrilamida SDS (SDS-page), conforme ilustrado na figura 2A. Das 11
proteinas, 7 compdem o capsideo viral (11, 111, 1V, 1lla, VI, VIl e 1X). O capsideo contém 252
subunidades chamadas capsdémeros, das quais 240 sdo constituidas pela proteina hexon (pll),
compondo as faces do icosaedro. Os 12 capsémeros restantes sdo compostos pelas proteinas

penton-base (plll) e fibra (plV), que formam os vértices (Figura 2B).

Adenovirus particle proteins
plI (hexon subunit)

pIII (penton base)

pliia (minor capsid protein)
pIV (fiber)

pV (core protein)

pVI (minor capsid protein)

pVII (core protein)

pVIII (minor capsid protein)

pIX (minor capsid pr()u.'in) Capsid proteins Minor proteins Core proteins
w v
pX / s (core protein) " Heon h# e o Vi
' Penton base - Vi o Mu
Terminal
TP (terminal protein) &, Vi @ pfo"fé'iﬁa
semsendl Fibre
& X = Va2
@ Protease

Figura 2 - (A) Separacdo e identificacdo das proteinas do HAdV em SDS-PAGE; (B) - Representacdo
esquematica da particula do adenovirus e localizagdo das suas proteinas (Russel, 2000; Wadell et al.,
1980).
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O tamanho da molécula do hexon pode variar entre os sorotipos de adenovirus, sendo,
por exemplo, de 967aa para adenovirus sorotipo 2. Existem 7 regides hipervariaveis na
proteina hexon, relacionadas aos epitopos determinantes de sorotipo e atividade reconhecida
pelos anticorpos neutralizantes (Roberts et al., 2006; Russel, 2009).

Os polipeptidios pVI, pVIII e pIX encontram-se associadaos a proteina hexon, sendo
responsaveis pela estabilidade e flexibilidade da particula viral (Greber et al., 1998; Vellinga
et al., 2005). A proteina pllla estd situada no vertice do icosaédro, e junto com o hexon
formam faces triangulares, determinando o formato do virion, sendo necessario para que
ocorra a formacdo correta da particula viral. Virus com mutacdes que afetam a pllla, sdo
defectivos e formam particulas virais deficientes (Vellinga et al., 2005).

As proteinas pVI e pVIII estdo associadas a superficie interna do capsideo viral.
Estudos sugerem que a pVI pode interagir diretamente com o DNA viral, sendo ela a proteina
responsavel por manter o contato do hexon com o core (San Martin e Burnett, 2003; Stewart
et al., 1993). Durante a infeccdo, a proteina VI pode ajudar a particula viral a escapar do
endossomo celular, pois ela induz a ruptura da membrana endocitica (Wiethoff et al., 2005).
Outra funcdo importante da pVI é facilitar a importacdo da proteina hexon para o nucleo
celular, onde é montada a particula viral (Matthews e Russel, 1995).

Até o momento, a proteina VIII é a menos conhecida. Estudos utilizando mutantes
defectivos nesta proteina sugerem que ela pode estar relacionada com a estabilidade da
estrutura do virion (Liu et al., 1985).

A proteina penton-base dos adenovirus sorotipo 2 contém 471 aminoacidos e
encontra-se complexada a fibra (582 aminoacidos). A fibra dos adenovirus 2 contém 582 aa e
é dividida em trés dominios: a cauda (porcdo N-terminal) encontra-se ligada a base do
pentons; a haste, ou parte central, encontra-se ligada a regido globular (por¢cdo C-terminal).
Grande parte da sequéncia de aminoacidos da fibra ndo é conservada, isso faz com que
ocorram variagcdes antigénicas entre os diferentes sorotipos de adenovirus, porém, a regido
proxima a N terminal é descrita como altamente conservada entre os sorotipos (Russel, 2009;
Shenk, 2001; Tarassishin et al., 2000).

O core viral é composto pela molécula de DNA dupla fita, com 36Kb. Associadas ao
DNA viral encontram-se quatro proteinas. A TP (terminal protein), ligada covalentemente a
extremidade 5’ de cada fita de DNA, que tem como funcdo iniciar a replicacdo do DNA
(Shenk, 1996). A proteina pVII, majoritaria no cerne viral, desempenha a funcao de histona,

sendo responsavel pela compactacdo e organizacdo do material genético no interior do
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capsideo viral (Chatterjee et al., 1986). A proteina pV ancora o DNA viral ao vértice do
capsideo, por meio da interagdo com a proteina penton-base (San Martin e Burnett, 2003). A
proteina pX é clivada na proteina mu, a qual estd presente em particulas virais maduras, no
entanto, sua funcdo permanece desconhecida (Shenk et al., 1996).

A tabela 2 apresenta as proteinas presentes na particula viral, bem como suas

localizagOes e funcdes.

Tabela 2: Localizacdo e funcdo das proteinas presentes nos adenovirus (Siqueira-Silva, 2008).

Proteina (polipeptideo)

Localizagdo no virion

Mondmero do hexon

Base do penton

Funcdes

Majoritaria no capsideo
(estrutural)

Penetracdo na célula

Ia Associada a base do penton Formacéo da particula viral;
Estabilizacéo
v Fibra Reconhecimento do receptor
primario
\Y Core: associado ao DNA e a base Empacotamento
do penton; peptideo associado ao
penton
VI Peptideo associado ao hexon Contato do hexon com o core,
estabilizacdo.
VIl Core Histona
VIl Peptideo associado ao hexon Estabilizacdo
IX Peptideo associado ao hexon Estabilizacdo
X (W) Core Desconhecida
TP Genoma Replicagdo do DNA

Trés proteinas do capsideo viral sdo mais expostas ao ambiente: hexon, penton-base e
fibra. Juntas, estas proteinas mediam a interagdo do adenovirus com o sistema celular do
hospedeiro durante os passos iniciais da infec¢do, sendo alvos da acdo de anticorpos

neutralizantes e inibidores de hemaglutinacéo.

1.4 O genoma dos Adenovirus

O genoma dos adenovirus é composto por fita dupla de DNA linear, com 36Kb. Suas
extremidades contém ITRs, ou sequéncias invertidas repetidas, que podem variar de 100 a
140 pb. Existem duas origens idénticas para replicacdo do DNA, uma em cada repeticdo
terminal (Bénko e Harrach, 2003; Shenk, 2001). No genoma viral existem oito unidades de

transcricdo dependentes da RNA polimerase Il. Cinco unidades sdo de transcricdo precoce
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(E1A, E1B, E2, E3, E4), duas unidades de transcri¢do intermediéria (pIX e PIVa2) e, uma
unidade de transcricéo tardia principal (MLTU- Major Late Transcription Unit) que processa
cinco familias de mRNA (L1, L2, L3, L4, L5). O genoma viral possui ainda um ou dois genes
VA-RNA (dependendo da espécie) transcritos pela RNA polimerase 111 (Kidd et al., 1995;
Shenk, 1996). A figura 3 apresenta a representacdo esquematica do genoma adenoviral.
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10K o i 33K PP 128KCRI-p1 RIDp
B [% Al pull pul proteasa K il gplak RID-x
D =D o o [ERema o TV reen T3 [Cees § LD ID
i ]
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pal CRA-vl u 125
E1 E2B E2A E3 E4

Figura 3 - Representacdo esquematica do genoma dos adenovirus, suas regides de transcri¢do e genes. Modelo:
Mastadenovirus SadV-25 (HAdV-E) (Davison et al., 2003).

A expressdo das proteinas do genoma adenoviral pode ser dividida em trés fases:
precoce, intermedidria e tardia. Na fase precoce sdo expressos genes que modulam as funcbes
celulares, facilitando a replicagdo do DNA viral e a transcricdo dos genes tardios. As duas
fitas do DNA viral sdo transcritas. Na fita, em que a transcricdo ocorre da direita para a
esquerda, sdo trasncritos: E1A, E1B, IX, MLTU, VA-RNA e E3. Na fita complementar, cuja
transcricdo ocorre da esquerda para direita, sao transcritos: E4, E2 e IVa2 (Shenk, 1996). A

figura 4 apresenta os genes transcritos pelas duas fitas do DNA adenoviral.

—>

pVi ’ —>'
MLP >
pVIILV
A _> 12.5Kd.6. 7¢d gp 1!
IR 2891 ADP RIDap, 14 7Kd
_
- VA ANAs 182
0 20 40 5 4] 80 100
1 1 1 | 1 | l L 1 )
.’ =2 A
X -—
pTF -+
44—
ol

Figura 4 - Transcricdo do genoma dos adenovirus.As setas indicam a direcéo da transcri¢ao (Russell, 2000).
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1.4.1 Unidades de transcricéo precoce

1.4.1.1 Regido E1A

Os genes da regido E1A sdo os primeiros a serem expressos durante a infeccédo pelos
adenovirus humanos. A regido E1A codifica duas proteinas, ELA-289R e E1A-243R que
possuem papel importante na infec¢do produtiva e na transformacao celular. Estas proteinas
modulam o metabolismo celular fazendo com que a célula fique mais susceptivel a replicacéo
viral (Russel, 2000). Elas induzem a célula infectada a entrar na fase S do ciclo celular, sendo
considerada por muitos autores como um oncogene (Cao et al., 2007; Nevels e Dobner, 2007
Takahashi et al., 2007). Para isso, genes da regido E1A se ligam ao pRB (proteina do
retinoblastoma), liberando o fator de transcricdo E2F. Este, por sua vez, ativa genes celulares,
ocorrendo a progressdo do ciclo celular (fase G1 - fase S) e favorecendo um ambiente ideal
para a replicagdo do DNA viral (Shenk, 1996).

Além disso, seus genes trans-ativam todos os outros genes adenovirais e promovem a
expressao de alguns genes celulares, interferindo no processo de divisdo celular e na

regulacéo do NK-g (Fator de Necrose Tumoral) e da proteina p53 (Russel, 2000) .

1.4.1.2 Regido E1B

A regido génica E1B codifica polipeptideos necessarios ao ciclo litico do virus,
replicacdo do DNA viral e que bloqueiam a apoptose (Frisch e Mymryk, 2002; Hortwitz,
1996). Duas proteinas sdo codificadas nesta regido: 19K e 55K. Ambas proteinas tém
capacidade de bloquear a apoptose celular, porém, de forma distinta: A proteina 55K inibe a
apoptose mediada por p53 (Zhao e Liao, 2003). A proteina p53 é um supressor tumoral que
regula a transcricdo de diversos genes envolvidos no ciclo celular e apoptose. Para este
bloqueio, a 55K, juntamente com a E40ORF6, formam um complexo que promove a
degradacéo de p53 nos proteassomos (Harada et al., 2002).

A proteina 19K é analoga ao Bcl-2. Este é um importante inibidor da apoptose
induzida por estimulos variados, como Fas, fator de necrose tumoral (TNF-a) e apoptose
dependente de p53 (Chiou et al., 1994; Gooding et al., 1991; Russel, 2000). Ambas as
proteinas sdo requeridas para conter a apoptose celular ativadas pelas proteinas das regides
E1A e E4 (Russel, 2000).
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1.4.1.3 Regio E2

Os produtos génicos da regido E2 séo subdivididos em E2A (DBP) e E2B (pTP e Pol).
Estas trés proteinas sao necessarias para replicacdo do DNA viral e subsequente transcricao de
genes tardios (Russel et al., 2000). A DNA polimerase (Pol) é uma das proteinas mais
conservadas entre os sorotipos de adenovirus (lkeda et al., 1981). Esta proteina pertence a
familia Pol (DNA polimerases que tém a atividade 3’5’exonuclease) (Field et al., 1984).

A DNA binding protein (DBP) é uma proteina ATP independente de alta afinidade por
DNA de fita simples. Esta proteina desestabiliza a hélice de DNA durante sua elongacéo e
replicacdo (Liu et al., 2003). A proteina terminal, TP, se liga covalentemente a extremidade
5’do DNA viral, atuando como origem de replicacdo. A TP forma um heterodimero com a
DNA polimerase necessario para o inicio da replicacdo do DNA viral. Além disso, esta
proteina tem como funcdo proteger o DNA viral de exonucleases e mediar sua ligagdo a
matrix nuclear (Roovers et al., 1993; Schaack et al., 1990; Webster et al., 1994).

1.4.1.4 Regido E3

O tamanho e composi¢do das unidades transcritas pela regido E3 ndo é conservado, e
varia, consideravelmente, entre adenovirus das diferentes espécies (Kajon et al., 2005). Nos
adenovirus da espécie F, essa regido possui aproximadamente 3000 pb enquanto, nos
adenovirus da espécie D, 5200 pb. As variacfes desta regido sdo observadas também com
relacdo a diferentes nimeros de regides codificantes, por exemplo, adenovirus da espécie F
possuem somente 5 regides abertas de leitura (ORFs), adenovirus D tém 8, subgrupo Bl
(sorotipos 3 e 7) ttm 9 ORFs (Burgert e Blusch, 2000).

Alguns dos genes da E3 estdo presentes nos adenovirus de todas as espécies
(codificantes das proteinas 10.4K, 14.5K e 14.7K), outros estdo presentes na maioria das
especies (12.5k: espécies A-E; 19K: especies B-E) e, alguns, parecem ser espécie especifica
(29.4K e 30.7K da espécie A). Trés das proteinas codificadas pelo gene E3 (10.4K, 14.5K e
14.7K) sdo funcionalmente conservadas entre os adenovirus (Burgert e Blusch 2000; Horwitz,
2001, 2004).

A figura 5, apresenta a organizacdo génica da regido E3 das 6 espécies de adenovirus

humanos.
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Figura 5 - Organizacao génica da regido E3 dos adenovirus das espécies A-F (Burgert e Blusch, 2000).

As proteinas codificadas pela regido E3 possuem fungdo imunorregulatéria, ndo sendo
necessarias para a replicacdo do adenovirus em culturas celulares e, por este motivo, muitos
vetores adenovirais sdo desprovidos destes genes. (Gongalves e de Vries, 2006; Lichtenstein
et al., 2004; Windhein et al., 2004). Entretanto, in vivo os produtos do gene E3 tém a funcéo
de modular a resposta imune do hospedeiro (Fessler et al., 2004).

A proteina 12.5K, codificada por todas as espécies de adenovirus, exceto espécie F, é
bastante conservada e possui funcdo ainda desconhecida. Alguns estudos demostraram que a
delecdo do gene que codifica esta proteina ndo afeta o crescimento viral nas culturas celulares
(Hawkins e Wold, 1992).

A 19K ¢é a proteina mais abundante de regido E3 e é codificada por quase todos
adenovirus humanos com excecdo das espécies A e F. Esta proteina tem a propriedade de se
ligar a0 Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC-I), retendo-o no reticulo
endoplasmatico, impedindo assim a exposi¢do de peptideos virais na superficie celular e a lise
das células infectadas pelos linfocitos T citotoxicos (Persson et al., 1980). In vivo, foi
observado que pulmdes de ratos infectados com adenovirus da espéci C, do tipo selvagem
apresentam uma imunopatologia menos severa do que os animais infectados com mutantes
cuja ORF 19K foi deletada (Ginsberg et al., 1989).

A proteina 16K, expressa pelos HAdV-B e E, é pouco estudada. Esta proteina possui a
mesma localizacdo genémica da proteina 6.7K (espécie C) e ambas possuem homologia na
regido C-terminal; isto sugere que possam ter fungdo similar durante a infeccdo (Hawkins et

al.,, 1995). A proteina 6.7K parece estar envolvida no bloqueio da apoptose celular.
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(Lichtenstein et al., 2004). Estudos “in vitro” observaram que adenovirus mutantes com a
ORF 16K deletada tém replicacdo igual ao virus selvagem (Hawkins et al., 1995).

As proteinas 20.1K e 20.5K sao exclusivas dos adenovirus espécie B e ndo possuem
funcdo estabelecida. Estudos mostram a sintese destas proteinas em células infectadas pelos
adenovirus 3 e 7, que sdo encontradas expressas na membrana das células infectadas, e ndo no
citoplasma (Howkins e Wold, 1995).

A proteina 7.7K é codificada pelos adenovirus da subespécie B1 (sorotipos 3, 7, 16,
21). Esta ORF apresenta um grande variacdo em seu tamanho e na sequéncia nucleotidica,
sendo 7.7K nos adenovirus 7p e 9.0K nos adenovirus 3p, e encontrando-se ausente nos
adenovirus subespécie B2 (Kajon et al., 2005).

As proteinas 14.7K, 10.4K e 14.5K protegem as células infectadas do Fator de necrose
tumoral e da apoptose mediada por Fas (Krajcsi et al., 1996). A 10.4K junto com a 14.4K
formam um complexo chamado RID (Receptor de Internalizagdo e Degradacdo) que induz a
internalizagdo e degradagédo dos receptores de morte celular situados na membrana celular,
tais como: Fas, TRAIL-R1 e R2, impedindo a interacdo destes receptores aos seus ligantes
(Tollefson et al., 1990).

A proteina 11.6K, também chamada de ADP (adenovirus death protein ou proteina de
morte dos adenovirus) é uma das proteinas da regido E3 que é expressa tardiamente, sob acdo
do MLP (major late promotor) (Tollefson et al., 1996). Esta proteina transmembrénica
nuclear é expressa somente pelos adenovirus da espécie C, sendo relacionada a lise celular
(Tollefson et al., 1996).

1.4.1.5 Regi&o E4

A regido E4 é altamente conservada e possui similaridade organizacional em todos os
sorotipos de adenovirus. Esta regido codifica em torno de 6 polipeptideos, denominados de
acordo com sua ORF (de 1-6/7). Somente a delecdo das ORFs 3 e 6 produz uma multiplicagédo
viral defectiva em culturas celulares sendo, consequentemente, as mais estudadas (Bridge e
Ketner, 1989; Huang e Hearing, 1989). Estas ORFs formam um complexo com a proteina
55K, codificada pela regido E1B, aumentando a taxa de replicagdo viral e a sintese das
proteinas tardias (Leppard e Everett, 1999). Estas proteinas também inibem a atividade da
proteina quinase DNA dependente (DNA-PK), a qual € essencial para o funcionamento do

sistema de reparo de DNA.
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O papel das ORFs 1-2 permanece desconhecido. A ORF 4 parece inibir a transducéo
de genes virais e celulares e também induz a apoptose celular independente de p53,
principalmente em células transformadas (Kleinberger e Shenk, 1993; Kleinberger, 2000;
Mannervik et al., 1999).

1.4.1.6 RNAs associados aos virus (VA-RNA)

Os VA-RNAs sdo pequenos RNAs de fita dupla, transcritos pela RNA polimerase 111
(Kidd et al., 1995). Dependendo da espécie de adenovirus podemos encontrar 1 ou 2 VA-
RNAs: As espécies A, F e B2 possuem apenas um gene VA-RNA (VA-RNALI), enquanto as
espécies B1, C e E possuem dois genes (VA-RNAI e 1) (Kidd et al., 1995).

A funcdo do VA-RNA 1 ¢ estabelecida. Estes RNAs se ligam a enzima PKR (proteina
quinase dependente de RNA), antagonizando assim, o seu efeito. Este processo resulta no
efeito abortivo do mecanismo de defesa anti-viral induzido por IFN (Katze et al., 1987,
Kitajewski et al., 1986).

A funcdo da VA-RNA 1l permanece deconhecida.

1.4.2 Regido de transcricdo intermediaria

Os genes de transcri¢do intermediaria sdo expressos imediatamente apos a replicacdo
do DNA viral e antes do inicio de expressdo dos genes tardios. Sao expressas duas proteinas
multifuncionais nesta regido (pIX e plVa2), sendo estas, transcritas por promotores
independentes (Binger e Flint, 1984).

A polipeptideo 1X é a menor proteina do capsideo viral. Esta proteina somente aparece
nos adenovirus do género Mastadenovirus. Junto com a proteina hexon, a pIX forma um
complexo estavel que age estabilizando o capsideo viral e tambem auxiliando no
empacotamento do DNA viral (Ghosh-Choudhury et al., 1987; Vellinga et al., 2005). Além
disso, a expressdo da proteina IX parece estimular a atividade de certos promotores, como das
regides E1A e E4 (Vellinga et al., 2005).

O polipeptideo Va2 possui propriedade transativadora para MLP (Major Late
Protein) (Tribouley et al., 1994). Esta proteina parece ser necessaria ao inicio da montagem

das particulas virais, pois particulas defectivas vazias ou incompletas podem ser isoladas de
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células infectadas com adenovirus deletados neste polipeptideo (Ostapchuk et al., 2005;
Zhang et al., 2001; Zhang e Imperiale, 2003).

1.4.3 Unidade de transcricdo tardia

A unidade de transcricdo tardia é controlada pela MLP. Esta regido ocupa
aproximadamente 40% do genoma viral e codifica todas as proteinas estruturais, exceto a pIX.
A transcricdo desta regido ocorre primeiramente com a formacdo de um Unico transcrito
primario, denominado Major Late Transcript Unit (MLTU), que recebe de 5 a 6 diferentes
sitios de poliadenilacdo e, ap6s splicing alternativo, processa 5 superfamilias de mRNAe
proteinas estruturais sendo: LI: proteinas Illa; L2: proteinas 11, VII, V; L3: proteinas penton-
base,VI; hexon, protease 23K; L4: proteina V11l e L5: proteina fibra (Mei et al., 2003; Young,
2003).

A ativacdo da MLP parece requerer fatores de transativacdo cis e trans, como por
exemplo, as proteinas de expressao intermediaria plVa2 e pIX (Binger e Flint, 1984; Young,
2003).

Durante a fase tardia do ciclo celular, os MRNAs s&o traduzidos e os polipeptideos
virais sdo imediatamente liberados dos poliribossomos e transportados ao ndcleo para a
formacdo da particula viral. No interior do nucleo, ocorrem as seguintes etapas: formacéo do
capsomero, formacdo do capsideo e incorporacdo do DNA viral no seu interior (Russel,
2000).

1.5 Entrada do virus na célula e replicacao viral

O ciclo infectivo dos adenovirus € claramente dividido em duas fases. A primeira,
chamada precoce, corresponde a entrada do virus na célula hospedeira, passagem do genoma
viral para o nucleo celular e a transcricdo e expressdo dos genes precoces. Estes eventos
precoces modulam as funcbes celulares para facilitar a replicagio do DNA viral e a
transcrigcdo e expressdo dos genes tardios (Russel, 2000). Essa fase, em células permissivas,
dura aproximadamente de 6-8 horas.

A entrada do virus na célula envolve uma alta afinidade da regido globular C-terminal
da fibra com o receptor celular primario, denominado CAR (Coxsackie/adenovirus receptor)
(Bergelson et al., 1997; Chroboczek et al.,1992; Louis et al., 1994) . Apoés interacdo da fibra
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com o receptor celular, a entrada do virus ocorre por endocitose mediada por clatrinas. Para
essa internalizacdo, o motivo RGD, da proteina penton-base, € exposto e interage com
integrinas avp3 ¢ avp5 presentes na membrana celular (Mathias et al., 1994; Russel, 2000).

Apos a internalizacdo, os adenovirus sdo desmontados, e as fibras sdo liberadas,
ocorrendo a exposicdo da penton-base (Greber et al., 1996). Com a acidificacdo do
endossomo, pH 6.0, a penton-base sofre mudancas conformacionais, expondo dominios
hidrofobicos, os quais interagem com a membrana do endossomo, ocorrendo assim a sua
ruptura e o escape dos virus (Seth et al., 1994).

O transporte dos adenovirus pelo citoplasma até o nucleo celular parece ser mediado
pela associacdo do core viral com a proteina celular p32 (Matthews e Russel, 1998). A p32 é
uma proteina primariamente localisada nas mitocondrias mas também pode ser detectada no
nucleo celular. Estudos tém sugerido gque esta proteina € um componente de transporte do
sistema celular e que o virus pode capturar para a ecessar 0 nucleo da célula (Russel et al.,
2000). Esta passagem para o ndcleo é relativamente réapida e acontece atraves do transporte
ativo de corpos sobre os microtibulos por intermédio de proteinas motoras como a dineina
(Leopold et al., 2000; Russel, 2000; Suomalainen et al., 1999).

A entrada no nucleo é mediada pela interacdo da proteina hexon com proteinas do
complexo do poro nuclear (CAN/Nup214) que ancoram a particula viral ao poro nuclear,
iniciando o desnudamento (Trotman et al., 2001). Estudos demonstraram que particula virais
podem ser detectadas na membrana nuclear, apds 1 hora do inicio da infeccdo (Dales e
Chardonett, 1973) . O DNA viral e as proteinas V e VII podem ser detectados no nucleo entre
1 e 2 horas ap6s infeccdo (Greber et al., 1997; Matthews e Russell, 1998; Russel, 2000).

A figura 6 apresenta o esquema da via de infeccdo dos adenovirus em células

permissivas.
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Figura 6: Esquema da via de infeccdo do adenovirus. (1) Reconhecimento do CAR pela regido globular da
fibra; (2) Reconhecimento das integrinas pela penton-base; (3) Formacgdo da fossa revestida por
clatrina ; (4) Endocitose do adenovirus com formagdo da vesicula revestida por clatrina; (5) Liberacao
das fibras do adenovirus e acidificacdo do endossomo; (6) Lise do endossomo devido & interagdo da
penton-base com a membrana; (7) Transporte do capsideo pela dineina migrando sobre o microtibulo;
(8) Interacdo do capsideo com proteinas do poro nuclear; (9) Liberacdo do core no poro nuclear
(Modificado de Medina-Kauwe, 2003 por Siqueira-Silva, 2008).

Assim que o core viral penetra no ndcleo € direcionado a matriz nuclear onde a TP

forma um complexo com a proteina celular CAD (enzima de sintese de pirimidina) e,

possivelmente, com outras proteinas presentes na matrix nuclear (Angeletti e Engler, 1998;

Fredman e Engler, 1993).

O DNA dos adenovirus contém regides terminais repetitivas, chamadas ITRs, que

estdao associadas a TP covalentemente a terminacdo 5’do DNA viral (Rekosh et al., 1977). A

replicacdo do DNA viral comeca em ambas as terminagdes 5’do genoma, onde sequéncias

internas a ITR (5’-ATAATATACC-3") sdo reconhecidas pelo heterodimero formado pela

pTP e DNA polimerase (Hay et al., 1995).

Para o inicio da replicagdo do DNA viral sdo necessarios os fatores celulares NF | e

NF 1ll. Os fatores celulares NF | se ligam a DNA polimerase e a pTP, recrutando este

complexo (pTP-DNA polimerase) para a origem de replicacdo; o NF Il estabiliza a fita de

DNA (Verrijzer et al., 1991). A seguir, a DNA polimerase celular adiciona um monofosfato

de citosina (3’OH) a pTP, funcionando como um primer para a DNA polimerase (Shenk,

1996). Apos a adicdo de mais nucleotideos na nova fita de DNA, a DNA polimerase se separa

da pTP (King et al., 1997).
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A cadeia de elongacdo requer duas proteinas virais codificadas pela regido E2 (a
polimerase viral e a DNA binding protein) e o fator celular NF 1l (Shenk, 1996). A DNA
binding protein desempenha a funcéo de estabilizar a hélice do DNA durante a sua elongacéo
e replicacdo, facilitando assim a funcéo da polimerase.

A transcrigdo dos genes tardios somente se inicia apos a replicacdo do DNA. A maior
parte dos MRNAs tardios individuais é produzida a partir de um grande transcrito (MTLU), o
qual é codificado pelo filamento direito do genoma viral, sendo processado posteriormente em
mRNAs individuais.

As proteinas do capsideo sdo produzidas no citoplasma celular e, em seguida,
transportadas para o nucleo, ocorrendo assim a montagem das novas particulas virais nos
corpos de inclusdo nucleares. Os hexons se agrupam formando as faces do icosaédro. O DNA
viral penetra no capsideo vazio através de uma abertura em um dos veértices. Por fim, 0s
pentons (base e fibra) fecham a particula viral (Ostapchuk e Hearing, 2003).

A montagem da progénie viral é acompanhada da alteracdo da permeabilidade da
membrana nuclear, sendo necessaria para que ocorra a liberacdo dos virus recém formados
para o citoplasma (Tollefson et al., 1996) e posterior desintegracdo da membrana plasmatica e
liberacdo dos virus da célula (Russel, 2000). O processo de lise celular, induzida pelos
adenovirus, encontra-se bem descrito para os adenovirus da espécie C, porém o mesmo
processo ndo pode ser aplicado a todas as espécies de adenovirus (Siqueira-Silva et al., no
prelo 2009).

1.6 Resposta do hospedeiro a infeccdo por adenovirus

Durante a infeccdo por adenovirus, uma rapida resposta imune é induzida. Esta
resposta ocorre como resultado da interagdo do virus com a célula infectada e parece ndo ser
dependente da transcricdo de algum gene viral. Inicialmente a resposta desencadeada varia de
acordo com o receptor e tipo de célula infectada, levando a uma complexa sinalizagcdo em
cascata com diferentes resultados, como por exemplo, producdo do fator de transcricdo do
NF-kB e interferon (Randall e Goodbourn, 2008; Russel, 2009).

Muruve (2004) descreve que somente a interacdo do capsideo viral com a célula
hospedeira €& suficiente para desencadear uma resposta inflamatoria. Na infeccdo de
adenovirus sorotipo 5, em células epiteliais de pulmdo (A549), somente a fibra é suficiente
para induzir uma resposta inata pro-inflamatdria (Tamanini et al., 2006).
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A resposta imunoldgica adaptativa do hospedeiro, seja ela celular ou humoral, esta
relacionada ao hexon viral. O hexon possui sete regides hipervariaveis e, algumas delas,
parecem funcionar como antigenos para anticorpos neutralizantes definindo entdo, o0s
sorotipos. (Madisch et al., 2005; Sumida et al., 2005; Wu et al., 2004). Alguns trabalhos
apontam para a importancia da fibra e da penton-base para a inducdo de anticorpos
neutralizantes (Hong et al., 2003; Stallwood et al., 2000). Gahery-Segard et al., (1998)
demostraram a importancia dos anticorpos anticapsideo viral para neutralizacéo.

A resposta imune celular para os adenovirus é basicamente efetuada por linfocitos
Tcps € Tepa (Leen et al., 2004; Russel, 2000). Os linfocitos citotoxicos (Tcpg) atuam apds
exposicao do antigeno viral (hexon) com MHC classe | (Molinier-Frenkel et al., 2002; Russel
2000). Esse processo libera perforinas, resultando em lise celular.

Os linfécitos Tcps S0 importantes na montagem de uma resposta proliferativa a
infeccdo viral (Russel, 2000). Esta resposta parece ser mediada pela apresentacdo do epitopo
viral pelo MHC-II. As células Tcps estimulam, também, a proliferacdo dos linfécitos B,

fornecendo imunoglobulinas para a resposta celular humoral.

1.7 Epidemiologia dos adenovirus humanos

Os adenovirus humanos (HAdV) estdo associados a diferentes doencas, em adultos e
criancas, como: infeccdes respiratdrias, gastrentéricas, urinarias, oculares e doencas no
sistema nervoso central (Adhikary et al., 2004; Ebner et al., 2006; Erdman et al., 2002). Estes
virus tém sido frequentemente associados a infeccGes generalizadas em pacientes
imunocomprometidos, como transplantados (Hierholzer, 1992; Ison, 2006). Os adenovirus
sdo transmitidos por contato direto pessoa a pessoa, por via respiratoria ou por via fecal-oral,
através de agua e alimentos contaminados. Alguns sorotipos de adenovirus possuem baixa
patogenicidade, sendo associados a infec¢des assintomaticas.

Os adenovirus da espécie A, sorotipos 12, 18 e 31 séo associados a infec¢des entericas
pouco frequentes em criangas menores de 1 ano de idade. Estudos demonstraram que oS
sorotipos destas espécies tém alta capacidade transformante em células de hamsters recém-
nascidos, porém, ndo ha descricbes de associacdo destes virus com tumores em humanos
(Wadell, 1984).

A anélise de restricdo do DNA permitiu a divisdo dos adenovirus da espécie B em

duas subespécies: B1 e B2. Na subespécie B1 encontram-se os sorotipos 3, 7, 16, 21 e 50,
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frequentemente associados a casos de infeccdo respiratéria aguda (IRA) e as infeccOes
oculares. O sorotipo 7, seguido pelo 3, sdo os mais frequentemente isolados de casos de IRA
no Brasil e estdo associados a casos graves como brongueolites, pneumonias e 6bitos. As
infeccdes causadas pelo sorotipo 7 podem variar de uma leve doenca no trato respiratorio
superior e conjuntivites até grave doenca no trato respiratorio inferior, disseminacdo para
outros orgdos e morte, principalmente em criangas.

Na subespécie B2 encontram-se os sorotipos 11, 14, 34 e 35. Estes sorotipos sao
associados a casos de infeccBes renais e no trato urinario sendo, frequentemente, isolados de
pacientes submetidos a transplantes renais de imunocomprometidos (DeJong et al., 1999;
Russel, 2009). Adenovirus sorotipo 14 foram relacionados a surtos graves de IRA nos Estados
Unidos nos altimos anos (Lewis et al., 2009; Tate et al., 2009).

Os adenovirus da espécie C, sorotipos 1, 2, 5 e 6 sdo considerados endémicos,
infectando adenoides e tonsilas e apresentando alta incidéncia em criangas menores de cinco
anos de idade (Horwitz, 1996). As infec¢Oes causadas por estes sorotipos representam mais do
gue a metade de todos os adenovirus isolados no mundo (59%), sendo os principais sorotipos
isolados 0 1 (34,3%), 0 2 (42,8%) e 0 5 (18,6%) (Adhikary et al., 2004; Horwitz, 1996).

A espécie D apresenta a maior variabilidade genética incluindo um grande ndmero de
sorotipos: 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49 e 51. A maioria destes
sorotipos sdo raramente isolados, sendo as excec¢des os sorotipos 8, 19a e 37, 0s quais sdo
associados a surtos de ceratoconjuntivite epidémica (Russel et al., 2009). De Jong et al.
(1981) descreveram que o sorotipo 37 pode ser transmitido por via sexual e, em 1999 o
isolamento do sorotipo 51 em pacientes com AIDS.

A espécie E possui apenas um sorotipo humano, 4. Este sorotipo é responsavel por
surtos de infeccdo respiratoria em recrutas militares nos Estados Unidos (Metzgar et al.,
2005). Wadell (1984) apresenta a associacdo deste sorotipo com conjuntivites. O sorotipo 4
pode ser isolado de casos de conjuntivite e de infeccdes respiratorias.

Os sorotipos da espécie F, 40 e 41 possuem tropismo entérico e sdo considerados de
grande importancia na etiologia da gastrenterite infantil (Tiemessen e Kidd, 1995). Estes virus
apresentam caracteristicas bioldgicas, moleculares e estruturais diferentes dos demais
adenovirus, como por exemplo a presenca de duas fibras (Kidd et al., 1993).

Um novo sorotipo de adenovirus, classificado como 52, foi isolado de pacientes com
gastrenterites no ano de 2007. Esse sorotipo, embora apresente algumas caracteristicas
morfoldgicas semelhantes aos adenovirus espécie F, como a presenca de duas diferentes
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fibras, e o tropismo pelo epitélio intestinal, ainda ndo foi enquadrado em nenhuma das seis
espécies conhecidas. Filogeneticamente os adenovirus 52 sdo similares ao adenovirus isolados

de macacos, sorotipo 1 (SAdV-1 — Simian Adenovirus serotype 1) (Jones Il et al., 2007).

1.7.1 Adenovirus humanos em infeccGes respiratorias

As infecgOes respiratorias agudas (IRA) sdo consideradas uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade em todo mundo, sendo responsaveis pela morte de quatro milhdes
de pessoas por ano (World Health Statistics, 2008). Segundo dados da Fundagéo Seade, desde
0 ano 2000, as infec¢cBes do aparelho respiratério sdo a 3% causa de 6bitos na infancia,
superadas apenas pelas doencas congénita e perinatais. Dados fornecidos pelo DATASUS,
referentes ao estado de Sao Paulo, mostram que de janeiro de 2006 a janeiro de 2007, foram
computadas 68.921 internag¢fes por pneumonias e 20.659 em decorréncia de doencga asmatica.

Os virus sdo os principais agentes etioldgicos causadores das IRA, responsaveis por 45
a 60 % de todas as doencas respiratorias em criangas. O virus sincicial respiratorio (HRSV), o
rinovirus (HRV) e os adenovirus (HAdV) sdo os mais frequentes (Canducci et al., 2008).

Os adenovirus humanos representam 5 a 15% dos virus isolados de criangcas menores
de 2 anos de idade com IRA (Moura et al., 2007). Criangas com doenca respiratoria causada
por adenovirus apresentam uma vasta variedade de sintomas incluindo faringites, inflamacdes
nas tonsilas, febre faringo-conjuntival, bronquiolites e pneumonias (Palomino et al., 2000;
Vieira et al., 2001). As pneumonias em criancas tém sido frequentemente associadas aos
sorotipos 3 e 7 (espécie B) e, ocasionalmente, a doenca é fatal (Kajon et al., 1996; Straube et
al., 1983).

As infecgBes respiratorias causadas por adenovirus acometem, também, jovens e
adultos. Epidemias de infeccGes por HAdV tém sido descritas desde a década de 50 em
recrutas militares na America do Norte (Hillerman e Webner, 1954). Estas epidemias
comecaram a ser controladas com a introducéo de vacinas para 0s sorotipos 4 e 7, na década
de 70, porém, em 1996, a vacinacgdo foi descontinuada e novos surtos de IRA em recrutas
foram evidenciados (Gray et al., 2000). Para monitorar os efeitos da ndo vacinagéo,
semanalmente, vigilantes acompanhavam os casos de IRA em campos de recrusdao militar.
Durante os inverno de 1997-1998, as infecgdes por adenovirus foram responsaveis por mais
de 90% das IRA, sendo isolados os sorotipos 3, 4, 7 e 21 (Gray et al., 2000).
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No Brasil, os principais sorotipos de adenovirus, relacionados a casos de IRA, séo 0s
da espécie C (1, 2, 5 e, menos frequentemente 6) e da espécie B, sorotipos 3 e 7 (Moura et al.,
2007; Santos, 2007). Nos Estados Unidos, estes mesmos sorotipos de adenovirus se alternam
durante os anos, porém, mais recentemente ocorreram casos fatais com os sorotipos 11, 14 e
21 (Gray et al., 2007; Laham et al., 2008; Metzgar et al., 2007). E interessante ressaltar que
estes trés sorotipos ainda ndo foram detectados em amostras coletadas no Brasil.

Desde que a linhagem Gomen (prototipo do sorotipo 7) foi isolada em 1958,
diferentes tipos genémicos do HAdV-7 tém sido identificados (Kajon et al., 2005; Li e
Wadell, 1986; Wadell et al., 1985). De todos os variantes deste sorotipo, o tipo gendmico 7b
tém sido o mais frequente na Europa, America do Norte e do Sul. No Brasil, durante muitos
anos, o variante 7b foi o mais detectado (Moraes et al., 1997). O tipo genémico 7h foi
primeiramente isolado em paises do Cone Sul (Argentina Uruguai e Chile) e é considerado o
mais patogénico (Kajon et al., 1994). Posteriormente este mesmo variante foi detectado de
amostras coletadas no Japdo e na cidade de S&o Paulo (Moura et al., 2007; Tanaka et al.,
2000).

1.8 Métodos de deteccdo e caracterizacao dos adenovirus

O diagnoéstico laboratorial das infecgdes causadas pelos HAdV normalmente é
realizado através de métodos rapidos de deteccdo como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
a reacdo de imunofluorescéncia indireta. Ambos os métodos permitem a deteccdo direta do
virus no material clinico, utilizando para isso, antisoros comuns ao género, porém nao
distinguem os sorotipos. Ambas técnicas sdo de baixo custo e facil execucdo mas apresentam
baixa sensitividade (Barenfanger et al., 2000; Raty et al., 1999). A imunofluorescéncia
indireta, embora utilizada em diferentes estudos para deteccdo de virus respiratorios, ja foi
demostrada por ter baixa sensibilidade na deteccdo dos adenovirus, ficando muito aquem do
cultivo e do diagnostico molecular (Raty et al., 1999; Sanalios, 2004).

O isolamento viral nas culturas celulares é considerado o sensivel para deteccdo de
adenovirus, no entanto, este método é demorado, levando no minimo quinze dias para se obter
o0 isolamento. Alguns adenovirus séo de dificil cultivo e por isso, o isolamento deve ser feito
em duas ou trés linhagens celulares diferentes. O diagnostico laboratorial por cultivo nédo
permite um retorno imediato ao paciente e, em estudos com grande nimero de amostras

clinicas torna-se invidvel. A partir do isolamento viral em culturas celulares é possivel
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caracterizagdo sorotipica dos adenovirus feita po meio da reacdo de neutralizagdo, utilizando
soros policlonais sorotipo-especificos.

Para caracterizacdo genotipica de adenovirus humanos utiliza-se a técnica de
restriction fragment length polymorphism — RFLP (Wadell et al., 1980). Esta técnica consiste
na extracdo do DNA viral, a partir dos virus purificados de células infectadas e sua restri¢cdo
com uma colecdo de 10 a 12 endonucleases. Com esta técnica, variacdes distribuidas ao longo
do genoma dos virus podem ser observadas, porém, essas variacdes ndo refletem alteracGes
sorologica e, a expressdo destas mutagdes “in vivo” ndo pode ser inferida (Wadell et al.,
1980).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permite a deteccdo viral a partir da
amplificacdo de um pequeno numero de copias do material genético. Esta técnica é rapida e
sensivel, possibilitando o diagndstico laboratorial direto na amostra clinica (Raty et al., 1999;
Sanalios, 2004). Dependendo da regido do DNA amplificada pela PCR é possivel a distin¢éo
entre especies e sorotipos (Lu e Erdman, 2006; Xu et al., 2000). Allard et al. (1990) utilizaram
PCR no diagnéstico de infeccbes por adenovirus, em comparagdo com as técnicas de
hemaglutinacdo em latex e anélise de restricdo do DNA viral, aplicando-as em amostras fecais
e amostras cultivadas em células. Estes autores observaram que a reacdo de PCR é mais
sensivel que a hemaglutinacdo e que a restricdo enzimatica do DNA, além disso, nesta ultima
metodologia, sdo necessarias diversas passagens das amostras em cultura para aumentar a
quantidade de DNA viral e consequentemente sua sensitividade.

A partir da amplificacdo de certas regibes do genoma viral, é possivel a observacao de
variacfes genbmicas apds analise das sequéncias nucleotidicas obtidas pela reacdo de
sequenciamento. A partir desta metodologia, é possivel também o estabelecimento de relacdes
filogenéticas entre diferentes sorotipos ou até mesmo genotipos, coletados em diferentes
partes do mundo e analise da variabilidade genética e evolugdo dos adenovirus (Kajon et al.,
2005; Kidd et al.,1990).

Madisch e colaborados (2005) estabeleceram um critério de classificacdo dos
adenovirus humanos, baseado no sequenciamento nos epitopos de neutralizacdo (hexon) e de
hemaglutinagdo (fibra). Estes pesquisadores observaram que o sequenciamento e analise
nucleotidica destes dois genes sdo suficientes para caracterizacdo taxonémica dos adenovirus

humanos, em comparacgdo com os testes de neutralizacdo e de inibig&o da hemaglutinacao.
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1.9 Evolugéo viral

Os adenovirus, isolados de espécies de peixes a humanos, sofrem durante o tempo,
processos evolutivos em funcdo da adaptacdo ao hospedeiro. Estes processos sao
evidenciados através de variagBes que ocorrem em seus &cidos nucleicos. Os adenovirus
coevoluiram com seus hospedeiros e sdo classificados em quatro géneros e cada género possuli
diferentes espécies e sorotipos.

As mutacdes que ocorrem no genoma viral sdo induzidas pela pressdo seletiva do
hospedeiro e pelo ambiente e contribuem para sua evolugdo, produzindo variabilidade
fenotipicas. Essas alteracdes génicas sdo expressas como: reconhecimento de diferentes
receptores, tropismo celular, resisténcia as drogas, alteracdes na viruléncia, escape da resposta
imunoldgica do hospedeiro entre outras. O estudo da evolucdo dos adenovirus permite a
compreensdo das interaces entre proteinas virais e processos celulares do hospedeiro, bem
como a utilizacdo destes virus como vetores virais em terapias génicas (Davison et al., 2003).

Os tipos genémicos sdo variantes virais selecionados pela natureza que, mantém sua
variabilidade genética apds sucessivas passagens em cultivo. (Adrian et al., 1986). Um
mesmo tipo gendmico pode estar disseminado, sendo isolado em diferentes continentes,
enquanto outros sao restritos a algumas regides geograficas (Moura et al., 2007).

Mais de 200 tipos gendmicos (gendtipos) de adenovirus ja foram descritos, sendo as
maiores variabilidades observadas nas espécies B, C e D. Para alguns sorotipos ja foram
descritos mais de 40 genoétipos. A genotipagem € obtida através da restricio do DNA
gendbmico com varias endonucleases e posterior comparacdo dos perfis de restricdo com
protétipos e variantes virais (Adrian et al., 1989, 1990; Harsi et al., 1995; Kajon et al., 1990,
1993, 1994, 1996; Li et al., 1996; Li e Wadell, 1986, 1988).

O primeiro trabalho abordando as relagcfes filogenéticas entre entre os sorotipos de
adenovirus foi realizado por Bailey e Mautner, no ano de 1994. Neste trabalho, foram
analisadas sequéncias depositadas em bancos de dados, de dois ou trés representantes de cada
espécie de adenovirus humanos. Foram analisadas diferentes regides do genoma viral e
distancias filogenéticas entre os virus estudados foram estabelecidas. Kidd et al. (1995), por
meio da analise das sequéncias do gene VA-RNA, estabeleceram relagdes filogenéticas entre
as espécies de adenovirus causadores de doengas em humanos e alguns macacos. Este estudo
foi realizado com os prototipos virais de cada espécie do género Mastadenovirus.
Recentemente importantes trabalhos tém sido realizados sobre a evolugdo da familia
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Adenoviridae, através de comparacdes entre seqiiéncias genémicas especificas dos diferentes
géneros e espécies (Bénko e Harrach, 2003; Davison, 2003), utilizando também virus
prototipos de cada espécie e seus sorotipos.

Na analise evolutiva da familia Adenoviridae, observou-se que novos genes surgiram,
ao longo da adaptacdo ao hospedeiro, sendo estes exclusivos de cada género ou espécie.
Dentre estes podemos citar genes nas regides E1A, E3 e os genes codificadores das proteinas
V e IX (somente sdo observados no género Mastadenovirus). Os genes VA-RNA sé sdo
observados em adenovirus humanos e de alguns macacos e sua duplicacdo aparece apenas nos
sorotipos das espécies B e C (Benko e Harrach, 2003). Rearranjos, insercdes, delecbes e 0
aparecimento de novos genes em um organismo sao indicadores do nivel de plasticidade
gendmica, importante para a adaptacdo do parasita ao hospedeiro (Matioli, 2001).

As recombinacBes ocorrem entre sorotipos proximos de uma mesma espécie.
Exemplos de recombinacdo entre os HAdVs sdo: a proteina da fibra do HAdV-7 da espécie B
e as fibras dos HAdV-40 e HAdV-41 da espécie F. A proteina da fibra do genétipo HAdV-7h
possui maior similaridade com os representantes do sorotipo 3 do que com os do sorotipo 7.
Os adenovirus da espécie F possuem dois tipos de fibras distintas (longa e curta); a fibra longa
tem grande semelhanca com a fibra dos adenovirus da espécie C e a fibra curta assemelha-se a
fibra de espécies de adenovirus que infectam simios (Kidd et al., 1993).

Captura de genes ocorre quando o virus adquire seqiiéncias do genoma do hospedeiro
ou de outros virus com os quais estdo em coinfeccdo. Os genes candidatos a terem surgido a
partir desse tipo de mutacao sdo os da DNA polimerase, da proteina IX, da dUTPase (Benko e
Harrach, 2003).

Para os estudos filogenéticos dos adenovirus humanos sdo normalmente utilizados
virus protétipos de cada espécie e sorotipo. Estes prot6tipo foram os primeiros adenovirus
isolados, sendo, a grande maioria, nos anos 50, podendo portanto, ndo corresponder
totalmente aos virus que circulam nos dias atuais. Surge a necessidade de um trabalho
cientifico que busque a observac¢do das mutacdes do genoma dos HAdV, representativas ou
ndo de sua evolugdo, por meio da analise filogenética dos virus isolados naturalmente, ou seja,
0s virus que estdo provocando infec¢Bes durante um certo periodo de tempo e em certa regido.

Neste trabalho, sequéncias do DNA dos adenovirus isolados de amostras de secrec¢des
nasais, colhidas durante um periodo de onze anos (de 1995 a 2006) foram analisadas por meio
de reagdes de sequenciamento nucleotidico. As regides do genoma viral, escolhidas para este
estudo (hexon, fibra, E3, VA-RNA) equivalem a aproximadamente 10% de todo genoma e
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sdo representativas dos processos envolvidos na infeccdo do hospedeiro e eficicia da
atividade viral. Este trabalho é inédito, de relevancia para a satde publica e vai possibilitar
futuros estudos sobre a variabilidade genética, patogenia e distribuicdo dos adenovirus

humanos.
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2

OBJETIVOS

Determinar a freqiéncia de adenovirus humanos das espécies B e C, associados as
Infeccbes Respiratérias Agudas (IRA), em criangas atendidas pelo Hospital
Universitario da USP, S&o Paulo, SP, nos anos de 1995 a 2006.

Determinar o sorotipo/genotipo dos adenovirus humanos das espécies B e C detectados

na amostragem estudada.
Analisar a distribuicdo sazonal e etaria dos adenovirus detectados.
Estudar a variabilidade genética dos adenovirus da espécie B detectados na amostragem,

através do sequenciamento dos genes hexon, fibra e VA-RNA, assim como da regido E3
(proteinas 12.5K, 16.1K, 19 K e 7.7 K.)
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6 CONCLUSOES

Adenovirus humanos foram detectados em 677/3087 (22%) amostras de secre¢do nasal
analisadas.

A prevaléncia de infeccOes respiratorias agudas por adenovirus, em criancas atendidas
no Hospital Universitario da USP, apresentou variagdo nos anos estudados sendo a
minima de 11% em 2002 e a maxima de 44% em 2001.

Os adenovirus da espécie B, sorotipos 3, 7 e 21 foram os mais freqlientes (69% do total
de adenovirus detectados), seguidos da espécies C, sorotipos 1, 2, 5 e 6 (23%).
Adenovirus da espécie E foram raramente detectados (0,74%). Em 4,5% das amostras

foram observadas infec¢Ges mistas.

Dentre os adenovirus da espécie C, o sorotipo 1 foi o mais frequente, entre 1995 e 1998.
O sorotipo 2 foi 0 mais prevalente em 1999, e entre os anos de 2003 e 2005. Os
sorotipos 5 e 6 foram raramente detectados.

Dentre os adenovirus da espécie B, o sorotipo 7 foi o mais prevalente entre 1995 e
2002, sendo substituido pelo sorotipo 3 que surge com baixa frequéncia nos primeiros
anos, aumenta a partir de 1999 e passa a ser o mais prevalente a partir de 2003. O

adenovirus sorotipo 21 apareceu apenas em algumas amostras de 2006.

Criancas menores de um ano de idade foram as mais afetadas por infeccbes com

adenovirus, sendo 69% em menores de 6 meses e 16% em criancas de 7 a 12 meses.

Quatro gendtipos de adenovirus da espécie B foram detectados: 7p, 7h, 3p e 3a. Estes
apresentaram uma alternancia na prevaléncia ao longo dos anos estudados. Entre 1995 e
1999 tipo mais prevalente foi o 7h, sucedido pelo 7p em 2000 e pelo 3a em 2001. A
partir de 2003 surge com maior prevaléncia o tipo 3p.

Os genotipos detectados apresentaram grande similaridade nucleotidica com os

protétipos do sorotipo ou de variantes, cujas seqiiéncias encontram-se depositadas no
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GenBank. Pequenas mutacdes pontuais ou delecdes foram observadas em algumas das

amostras sequenciadas.

N&o foi observada uma variabilidade temporal dos genétipos encontrados. Muitos deles

apresentaram alta similaridade com os prototipos isolados e descritos em 1960.

A maior variabilidade foi observada na proteina 7.7K da regido E3.

Recombinacdo foi observada entre os tipos 7h e 3a, mas esta € uma caracteristica

conhecida do gendtipo 7h.

Outros eventos de recombinacdo foram observados, mas estes merecem uma analise

mais detalhada das seqliéncias obtidas.
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ANEXO 1: Lista de aminoacidos e suas abreviacoes.

Nome

Glicina ou
Glicocola

Alanina
Leucina
Valina

Isoleucina
Prolina

Fenilalanina

Serina
Treonina

Cisteina

Tirosina

Asparagina
Glutamina

Aspartato ou Acido

aspartico
Glutamato ou

Acido glutamico

Arginina
Lisina
Histidina
Triptofano
Metionina

Simbolo |Abreviacdo Nomenclatura

Gly, Gli
Ala
Leu
Val

lle

Pro

Phe ou
Fen

Ser
Thr, The

Cys, Cis

Tyr, Tir

Asn
GIn

Asp

Glu
Arg
Lys, Lis
His
Trp, Tri
Met

G

A

Va

O O 2 <

Z/s| T X |®™ m

Acido 2-aminoacético ou Acido 2-amino-
etandico

Acido 2-aminopropi6nico ou Acido 2-amino-
propandico

Acido 2-aminoisocaproico ou Acido 2-amino-4-
metil-pentandico

Acido 2-aminovalérico ou Acido 2-amino-3-
metil-butandico

Acido 2-amino-3-metil-n-valérico ou acido 2-
amino-3-metil-pentandico

Acido pirrolidino-2-carboxilico

Acido 2-amino-3-fenil-propiénico ou Acido 2-
amino-3-fenil-propandico

Acido 2-amino-3-hidroxi-propidnico ou Acido
2-amino-3-hidroxi-propandico

Acido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico

Acitjo 2-bis-(2-amino-propidnico)-3-dissulfeto
ou Acido 3-tiol-2-amino-propandico

Acido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propi6nico ou
paraidroxifenilalanina

Acido 2-aminossuccionamico
Acido 2-aminoglutaramico

Acido 2-aminossuccinico ou Acido 2-amino-
butanodiodico

Acido 2-aminoglutarico

Acido 2-amino-4-guanidina-n-valérico

Acido 2,6-diaminocaprdico ou Acido 2, 6-
diaminoexanoico

Acido 2-amino-3-imidazolpropidnico
Acido 2-amino-3-indolpropidnico
Acido 2-amino-3-metiltio-n-butirico
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