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RESUMO

Pacientes imunodeprimidos podem apresentar infecgdes virais
com evolucdo rapida, sintomatologias atipicas graves e muitas vezes
fatais, sendo fundamental um diagnéstico precoce para estabelecimento
do tratamento efetivo, reducdo da toxicidade e da resisténcia aos
antivirais. HSV-1, HSV-2 e poliomavirus BK so virus de importancia
clinica para imunodeprimidos e podem levar a rejeicdo de 6rgdos em
transplantados. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
sistema celular reporter, utilizando a proteina fluorescente GFP, para
HSV-1 e 2 e implantar uma gPCR utilizando amostras clinicas de
pacientes transplantados renais para deteccdo de poliomavirus BK. O
sistema celular reporter foi construido através da transfeccdo de células
Vero com o vetor pZsGreenl-1 ligado ao promotor ICP10 (F3R3 e
FAR3) da RR1 do HSV-2. A regulacdo da expressdo da GFP via ICP10
é dependente da infeccdo viral e acontece por meio da proteina viral
transativadora VP16 e de fatores celulares Oct-1 e HCF-1. A efetividade
do sistema foi avaliada por infecco viral e pela aplicacdo de antivirais
(Aciclovir, acido galico, convalotoxina e extrato de Uncaria sp.) e
candidatos antivirais inativos (Extrato de Passiflora edulis e derivados
de cardenolideos). O sistema reporter F4AR3 ZsGreenl-1 expressou GFP
em funcdo da infeccdo por HSV-1 e 2, a qual foi detectada por
microscopia de fluorescéncia e/ou citometria de fluxo. Em analise por
citometria de fluxo, a fluorescéncia do sistema reporter correlacionou-se
diretamente com os titulos virais (MOI de 4,0 x10° a 3,3 x10™, ou seja,
1 particula viral a cada 250 a 3000 células), o sistema manteve a
capacidade de expressdo da GFP na presenca de agentes sem
propriedade antiviral e ndo expressou fluorescéncia quando tratado com
antivirais. O sistema F4R3 ZsGreenl-1 mostrou-se um sistema
funcional com possiveis aplicacdes para diagndstico clinico, para
elaboracdo de testes de resisténcia aos antivirais e para a pesquisa de
novos medicamentos. A gPCR para poliomavirus BK foi implantada
utilizando amostras de DNA cedidas pelo HEMOSC com iniciadores
dirigidos para o antigeno T viral. O limite de deteccéo foi de 18 cdpias
gendmicas/ reacdo com quantificacdes variando entre 9,8 x 10° a 6,7 x
10" cépias gendmicas/ mL. A gPCR foi efetiva para anélises de
amostras clinicas e apresentou limite de deteccdo suficiente para
avaliacdo de risco de nefropatia em transplantados renais.
Palavras-chave: Sistema celular reporter. Herpes simplex virus. gPCR.
Poliomavirus BK.






ABSTRACT

Immunosuppressed patients can present viral infections with fast
evolution, severe atypical symptomatologies and often fatal, being
essential the early diagnosis for the establishment of effective
treatments, reduction of toxicity and development of resistance to
antiviral. HSV-1, HSV-2 and polyomavirus BK are virus of clinical
importance for immunosuppresed and can lead to the rejection of
transplanted organs. Therefore, the aim of this work was to develop a
reporter cellular system, using the fluorescent protein GFP, for HSV-1
and 2, and deploy a gPCR using clinical samples from patients
submitted to renal transplant, for the detection of polyomavirus BK. The
reporter cellular system was constructed through the transfection of
Vero cells with the vector pZsGreenl-1 connected to the promoter
ICP10 (F3R3 and F4R3) of the RR1 of the HSV-2. The regulation of the
expression of GFP via ICP10 is dependent of the viral infection and
happens through the viral transactivating protein VP16, and the cellular
factors Oct-1 and HCF-1. The effectivity of the system was evaluated by
viral infection and through the application of antiviral (Acyclovir, gallic
acid, convalotoxina and extract of Uncaria sp.) and inactive antiviral
candidate (Extract of Passiflora edulis and derivatives cardenolide). The
reporter system F4R3 ZsGreenl-1 expressed GFP as a function of the
infection for HSV-1 and 2, which was detected by fluorescence
microscopy and/or flow cytometry. In flow cytometry, the fluorescence
of the reporter system was directly correlated with virus titers (MOI 4,0
x10 to 3,3 x10™, that is, 1 viral particle to each 250 to 3000 cells), the
system maintained the ability to GFP expression in the presence of
agents without antiviral property and no expressed fluorescence when
treated with antivirals. The system F4R3 ZsGreenl-1 revealed a
functional system with possible applications for clinical diagnosis,
elaboration of tests of resistance to the antiviral and for new drugs
research. The gPCR to polyomavirus BK was deployed using DNA
samples provided by HEMOSC with primers directed to the viral
antigen T. The limit of detection was 18 genome copies /reaction with
quantification ranging between 9.8 x 10° to 6.7 x 10’ genome copies
/mL. The gPCR was effective for the analyses of clinical samples and
presented enough sensitivity for risk evaluation of nephropathy in renal
transplant.

Keywords: Cellular system reporter. Herpes simplex virus. gPCR.
Polyomavirus BK.
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INTRODUCAO

Na primeira metade do século XIX, Jacob Henle formulou a
hipotese de que existiriam agentes infecciosos, causadores de doencas
especificas, tdo diminutos que ndo poderiam ser visualizados com 0 uso
de um microscépio de luz. Apoiados na hip6tese de Henle varios
estudiosos empenharam-se em desenvolver o conhecimento sobre estes
pequenos e intrigantes agentes, atualmente conhecidos como virus
(LEVINE; ENQUIST, 2007). Os virus sdo particulas infecciosas que
necessitam de componentes celulares do seu hospedeiro para replicacéo.
Estruturalmente, sdo compostos por &cido nucleico envolto por uma
capa proteica denominada capsideo. Alguns virus ainda possuem um
envelope formado por lipoproteinas, que envolve o nucleocapsideo e
contém glicoproteinas ou fosfolipideos com atividade antigénica
(SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2008).

Entre os estudiosos que ampliaram o saber na area da virologia,
destacam-se Adolf Mayer, Dimitri lvanovsky e Martinus Beijerinck, os
guais realizaram importantes descobertas envolvendo o virus do
mosaico do tabaco. Estas descobertas foram determinantes para se
desvendar as principais caracteristicas dos virus como sua propriedade
infecciosa, a capacidade de transmissdo de um organismo para outro, a
impossibilidade de serem filtrados da mesma forma que as bactérias e
sua marcante propriedade de replicacdo apenas em tecidos vivos
(CANN, 2005; FLINT et al,, 2000; LEVINE; ENQUIST, 2007;
OLDSTONE, 2010). Posteriormente a estes estudos, Friedrich Loeffler
e Paul Frosch observaram que um agente semelhante ao causador do
mosaico do tabaco era responsavel por doengas em animais, e em 1901
0 primeiro virus causador de doenga em humanos foi identificado, o
virus da febre amarela (CANN, 2005; FLINT et al., 2000).

Embora as descobertas que impulsionaram o desenvolvimento da
virologia tenham acontecido a partir do século XIX, nas civilizacbes
egipcias e greco-romanas ja havia registros da ocorréncia de doencas
virais (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2008). Os virus estdo presentes
h& milénios e distribuidos no mundo todo, sendo as infecgdes virais as
causas mais comuns de doengas humanas. Muitas destas enfermidades
levaram a mudancas profundas no cenario mundial ao longo da histéria.
Durante a guerra hispano-americana, por exemplo, e durante o periodo
de construcdo do canal do Panamé, inimeras pessoas morreram devido a
febre amarela, que se espalhou ainda no século XV nas regides tropicais
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causando epidemias devastadoras (FLINT et al., 2000; OLDSTONE,
2010). A variola (Smallpox) levou a 6bito aproximadamente 300
milhdes de pessoas no século XX e o sarampo, na década de 1960,
deixou 400 mil mortos e mais de 2000 criancas com lesdes cerebrais
graves (OLDSTONE, 2010). A gripe espanhola, causada pelo virus
influenza, levou a morte em torno de 20 milhdes de pessoas s6 entre
1918 e 1919, matando mais do que a prdpria primeira guerra mundial
(FLINT et al., 2000).

Mesmo que algumas das enfermidades infecciosas, que
assombraram o passado, tenham sido erradicadas e métodos preventivos
e de tratamento eficazes tenham sido desenvolvidos, as pandemias e
epidemias virais ainda preocupam o mundo todo. Recentemente, 0S
virus influenza A, subtipos HIN1 e H5N1, agentes etioldgicos da gripe
A (suina e aviaria), estiveram em foco em virtude da letalidade de até
60% em humanos (ROTHBERG; HAESSLER; BROWN, 2008). Além
de doengas tipicamente epidémicas, como as causadas pelo virus
influenza, outras doencas estdo continuamente surgindo, adotando um
carater mais agressivo ou sendo descobertas. Como exemplo, pode-se
destacar a Aids (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida) causada pelo
HIV (Human Immunodeficiency Virus), que em meados da década de
1980 passou a ganhar espaco na &rea médico - cientifica e com ela as
doencas oportunistas, incluindo as virais (DAWOOD et al., 2009).

A associagdo entre as infecgdes oportunistas e os portadores do
HIV/Aids acontece devido ao cardter imunodepressor desta
enfermidade, que impede o sistema imunolégico de atuar em defesa do
paciente. Entretanto, o estado imunoldgico deficiente ndo €
caracteristica Unica de pacientes portadores do HIV/Aids, mas também
de outros individuos como os transplantados, que por uso de
imunomoduladores apresentam um sistema de defesa comprometido. O
fortalecimento da pratica dos transplantes e o continuo aumento no
nimero de procedimentos devem-se muito ao desenvolvimento dos
medicamentos supressores imunoldgicos. Como exemplo, a ciclosporina
desenvolvida na década de 70, que impactou significativamente na
redugdo da mortalidade entre os transplantados. Consequentemente, nas
Gltimas décadas o ndmero de imunodeprimidos aumentou em fungéo
ndo s6 da Aids, mas também da imunomodulagcdo farmacoldgica
necessaria para receptores de transplantes (ABTO, 2012; BOREL et al.,
1976; MIES et al., 2005).

Os transplantados, além de estarem mais expostos a doengas
oportunistas também sdo submetidos a procedimentos invasivos, que
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ampliam as chances de aquisicao de enfermidades infecciosas (CLAUSS
et al., 2013). As infecgOes virais oportunistas mais comuns em pacientes
imunodeprimidos sdo causadas por poliomavirus (JC e BK), virus
sincicial respiratorio, herpesvirus, adenovirus, entre outros agentes
(BERRINGTON et al., 2009; CHONG; KIM; CHO, 2010;
CLARIDGE et al.,, 2012; RIZZA et al., 2011; WU et al., 2013;
YAMAGUCHI et al., 2010). A alta prevaléncia conjunta dos diversos
virus tanto nos receptores como nos doadores de transplantes implica no
aumento ndo apenas das chances de desenvolvimento de doencas, mas
também na ocorréncia de rejeicdo do enxerto por agdo direta ou indireta
dos virus (ADAMS et al., 2003; SELIN et al., 2006).

Embora os transplantados necessitem de maior atencdo em
relagdo as doencas oportunistas, o transplante de 6rgdos e tecidos,
atualmente, é uma alternativa terapéutica relativamente segura e eficaz
para o tratamento de diversas doencas, determinando a melhoria na
qualidade e na perspectiva de vida dos pacientes (NOGARA et al.,
2009). O ntmero de transplantes vem aumentando no Brasil e a posi¢do
do pais apresenta destaque nas estatisticas mundiais. Conforme o
registro brasileiro de transplantes do ano de 2012, o Brasil ocupava o
segundo lugar em numero absoluto de transplantes renais e hepaticos,
entre 31 paises, perdendo apenas para os Estados Unidos e estando a
frente de paises como Alemanha, Franca e Espanha. Apenas em Santa
Catarina 0 nimero de transplantes renais passou de 89 em 2005 para
245 em 2012 e o de figado de 34 em 2005 para 112 no ano de 2012.
Mesmo assim, até setembro de 2013 mais de 28000 pacientes
encontravam-se na lista de espera por um transplante no Brasil (ABTO,
2012).

QOutros individuos também podem estar em estado de
imunodepressdo como o0s em uso de corticoterapia, neonatos,
neutropénicos cronicos, idosos, ou até mesmo pacientes sujeitos a
imunodepressdo fisiologica associada a gravidez e ao ciclo menstrual
(LUPI; LAMY; SEMENOVITCH, 2010). Nos diversos grupos de maior
risco as enfermidades virais possuem uma grande variabilidade clinica,
atribuida a diversos fatores como os intrinsecos ao agente causal, ao
ambiente e as diferencas imunoldgicas particulares do hospedeiro
(CASANOVA; ABEL, 2013). A associa¢do da atividade protetora e
destrutiva do sistema imunoldgico é que responde pelos sinais e
sintomas apresentados pelo paciente durante as infeccdes (OLDSTONE,
2010). Assim, os acometidos podem apresentar as mais diversas
manifestacdes clinicas, sendo muitas delas graves como meningite
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asséptica, encefalite ou meningoencefalite ou até mesmo manifestacdes
fatais (MOHAN, 2010). As infeccOes progridem rapidamente em
imunodeprimidos e é fundamental o diagnostico precoce para auxiliar na
orientagdo da terapia adequada minimizando intera¢gdes medicamentosas
e toxicidade (FISHMAN, 2013).

Como os imunodeprimidos, de forma geral, possuem maior risco
de adquirir infecgdes virais, apresentar manifestacbes graves e 0s
transplantes renais e hepéaticos sdo os que despontam na lista dos
transplantes no pais (ABTO, 2012), neste trabalho serdo abordados trés
virus que participam do grupo de agentes que causam infecches
agressivas nestes pacientes, o Herpes Simplex Virus 1 e 2 (HSV-1 e
HSV-2) e o poliomavirus BK. Para melhor entendimento o trabalho foi
dividido em dois capitulos. Para os virus HSV-1 e 2 desenvolveu-se um
sistema celular repérter que pode auxiliar no diagndstico, escolha da
terapia adequada e desenvolvimento de novos medicamentos (Capitulo
1). Para o poliomavirus BK implantou-se uma gPCR (Quantitative
Polymerase Chain Reaction) utilizando amostras de material genético
obtidas de sangue total de pacientes transplantados renais para possivel
aplicacdo na clinica (Capitulo I1).



Capitulo |

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE UM SISTEMA
CELULAR REPORTER PARA HERPES SIMPLEX VIRUS
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1.1  HERPESVIRUS
1.1.1  Historico

Nas tabuas sumérias de cerca de 3000 a.C e no Papiro de Ebers
datado de 1500 a.C ja eram documentadas lesdes muito caracteristicas
de infeccBes provocadas pelos HSV. Hipdcrates em 460 a.C descreveu
as Ulceras herpéticas causadas pelos HSV e denominou as lesBes de
herpes em aluséo ao termo grego “herpein”, que significa rastejar/réptil,
em associacao as caracteristicas destas lesdes. Celsius e Galeno também
descreveram algumas ulceracBes sugestivamente causadas por
herpesvirus, porém, o carater infeccioso da herpes sé foi comprovado
em 1873 por Vidal.

A capacidade de reativagdo dos HSV foi descrita por Andrews e
Carmichael em 1930 e as diferencas entre os HSV foram demonstradas
por Nahmias e Dowdle em 1968. Estes estudos, entre outros,
possibilitaram o0 conhecimento das caracteristicas fenotipicas e
posteriormente genotipicas, bem como o desenvolvimento de terapias
antivirais para o HSV-1 e 2 disponiveis hoje para o tratamento das
infeccOes herpéticas (FERREIRA, 2010; LEVINE; ENQUIST, 2007
SANTOS et al., 2008).

1.1.2  Classificacdo

Os herpesvirus ndo infectam apenas humanos, mas outros
mamiferos, aves, peixes, anfibios e moluscos, podendo alguns infectar
maltiplas espécies. Mais de 200 virus sdo classificados como
pertencentes a familia Herpesviridae, contudo apenas oito sdo
conhecidamente causadores de doencas em humanos (FERREIRA,
2010; LUPI et al., 2010; SANTOS et al., 2008). Os oito virus que
infectam humanos sdo: Herpes simplex virus 1 e 2, responsaveis
basicamente por lesdes labiais, orofaciais e genitais; o virus da Varicela-
Zoster, causador da catapora/varicela; o virus Epstein-Barr, que provoca
a mononucleose infecciosa, sindromes hematoldgicas e processos
oncogénicos; o Citomegalovirus, que causa infecgdes mononucleose-
like; os Herpesvirus 6 e 7, responsaveis pelo exantema subito e o
Herpesvirus 8, associado ao sarcoma de Kaposi (LUPI et al., 2010).

Os oito virus da familia Herpesviridae sdo classificados em
subfamilias (Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae,
Gamaherpesvirinae) com base na andlise genética de uma glicoproteina
conservada do envelope viral chamada glicoproteina H (gH) (SANTOS
et al., 2008). A classificacdo em subfamilias pode ser observada no
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Quadro I. 1. Entre os virus que acometem humanos sera dado destaque
para 0s HSV em func¢do dos quais foi construido um sistema reporter

discutido e detalhado no decorrer deste trabalho.

Quadro 1. 1: Herpesvirus causadores de doengas em humanos.

Nomenclatura Sindnimos Siglas Subfamilia

Human Virus herpes HHV-1 Alphaherpesvirinae
herpesvirus 1 simples tipo 1 ou HSV-1 P P

Human Virus herpes HHV-2 Alphaherpesvirinae
herpesvirus 2 simples tipo 2 ou HSV-2 P P

Human Virus da HHV-4 .
herpesvirus 3 Varicela-Zoster ou Alphaherpesvirinae

P VZV

Human HHV-5
herpesvirus 5 Citomegalovirus ou Betaherpesvirinae

P cMV

Roseolovirus ou
h Humfan virus linfotrdpico HHV-6 Betaherpesvirinae
erpesvirus 6 h
umano

Hum_an Roseolovirus HHV-7 Betaherpesvirinae
herpesvirus 7

Human Virus HHV-4 .
h - . ou Gamaherpesvirinae

erpesvirus 4 Epstein-Barr
EBV
Human Herpesvirus
. associado ao HHV-8 Gamaherpesvirinae
herpesvirus 8 .
sarcoma de Kaposi

Fonte: Adaptado de ICTV; LUPI et al, 2010; 2012; MARKLE, 2013.

1.1.3  Morfologia

As particulas virais do HSV-1 e 2 (Figura I. 1) tém forma
esférica, com didmetro variando aproximadamente entre 186 nm e 225
nm, incluindo as espiculas do envelope viral. O capsideo é icosaédrico
formado por 162 capsdmeros (150 hexaméricos e 12 pentaméricos) e
composto por quatro proteinas virais (VP5, VP26, VP23 e VP19). O
tegumento abriga em torno de 20 proteinas, entre elas proteinas
importantes para o ciclo de replicacdo viral como a VP16 (Viral protein
16) e a VHS (Virion Host Shut-off ). Envolvendo essa estrutura e o
material genético ha um envelope formado por camadas lipidicas
contendo glicoproteinas como a gB, gC, gD e gE inseridas na superficie
(LUPI et al., 2010; SANTOS et al., 2008).
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Figura 1. 1: llustracdo esquematica da morfologia das particulas virais dos
HSV.

Caps\ideo

\\

Envelope lipidico
7S

Tegumento/’/ “—DNA dupla fita

GlicoprLteinas

Fonte: A autora baseada em SANTOS et al., 2008.

Os HSV contém um DNA dupla fita linear com tamanho entre
150 e 153 Kpb. O genoma dos HSV -1 e 2 possui similaridade estrutural
de 40%, enquanto as sequéncias das regides codificantes possuem 83%
de homologia. Essas caracteristicas explicam a semelhanca bioldgica
entre os HSV bem como as reacdes imunoldgicas cruzadas dos sorotipos
(SANTOS et al., 2008; WHO, 2013). O genoma dos HSV é dividido
em duas se¢des “U” unidas covalentemente, denominadas UL (Unique
Long) e US (Unique Short), cada uma flanqueada por sequéncias
invertidas (TRL, IRL e IRS, TRS). A regido UL codifica 56 proteinas
diferentes, entre elas enzimas de replicacio do DNA e proteinas
estruturais (CANN, 2005; SANTOS et al., 2008).

O genoma viral possui aproximadamente 84 potenciais
sequéncias de leitura aberta (open reading frames ou ORFS), as quais
codificam em torno de 100 proteinas constituintes da estrutura viral
como as pertencentes ao envelope, ao capsideo, ao tegumento e a outras
proteinas ndo estruturais. O maior nimero de proteinas em relagdo as
ORFs deve-se a capacidade de alguns RNAs mensageiros (MRNAS)
produzirem mais de uma proteina e as modificacdes pos-traducionais,
como a autoclivagem proteica. Entre todas as proteinas, uma em
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particular possui grande importancia para o0 estabelecimento da
replicacdo viral. Essa proteina arranja o tegumento do virion, juntamente
com cerca de outras 19 proteinas, é conhecida como VP16, a — TIF (a —
trans-inducing factor) ou Vn,, 65 e tem potencial de transativacdo de
genes a. A VP16 serd discutida com maiores detalhes no item a seguir
(SANTOS et al., 2008).

1.1.4 Ciclo viral

- Replicacédo

Os virus HSV sdo transmitidos por contato direto de individuo
para individuo e infectam células como fibroblastos, células do tecido
escamoso e mucoso, células polarizadas do epitélio cilindrico, células
gliais e terminagGes nervosas (ROIZMAN, BERNARD; KNIPE;
WHITLEY, 2007; SANTOS et al., 2008).

A entrada das particulas virais nas células pode ocorrer por dois
mecanismos, endocitose ou fusdo com a membrana celular. Para fuséo
com as células, as particulas virais precisam primeiramente adsorver na
superficie celular do hospedeiro. A adsorcdo ocorre por influéncia
mutua entre glicoproteinas virais e as glicosaminoglicanas celulares
como o sulfato de heparana, sulfato de condroitina e sulfato de
dermatana. As glicoproteinas do envelope viral gC e gB interagem com
receptores de sulfato de heparana, logo a proteina gD forma uma ligagéo
estavel com os receptores HVEM (Herpes Virus Entry Mediator),
nectinas e sulfato de heparana 3 - O - sulfatado ocorrendo uma alteragédo
conformacional de gD, que possibilita a interagdo dos heterodimeros
gH/gL resultando na penetragdo viral por fusdo com a membrana celular
(Figura 1. 2/1) (ROIZMAN, B.; WHITLEY, 2013; SANTOS et al.,
2008).

A fusdo do envelope viral tem como consequéncia a liberagdo do
capsideo, que se dirige para 0 poro nuclear onde o DNA viral é
internalizado no ndcleo e sofre circularizacdo. A proteina de tegumento
VP16 se encaminha da mesma forma para o ncleo, levando a expressao
de genes responsaveis pela producdo das proteinas a, as primeiras
proteinas a serem sintetizadas no ciclo litico em um processo organizado
em trés fases. A expresséo das proteinas o independe da sintese de novo,
sendo produzidas a partir da ativacdo de genes denominados Immediate
early (IE) ou imediatos. Por meio da regulacdo exercida pelas proteinas
a sdo produzidas as proteinas B, da segunda fase, via ativagdo de genes
Early (E) ou precoces. Na ultima fase do ciclo s&o traduzidas proteinas
responsaveis pela estruturacdo das novas particulas virais em
consequéncia da ativacdo dos genes Late (L) ou tardios (Figura I. 2/2, 3
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e 4) (FERREIRA, 2010; ROIZMAN, B.; WHITLEY, 2013;
WHITLEY; KIMBERLIN; ROIZMAN, 1998).

Os genes IE codificam mMRNA para cinco proteinas o
transativadoras reguladoras da transcri¢do viral. Os genes E codificam
um conjunto de proteinas composto majoritariamente de proteinas nédo
estruturais reguladoras, que agem no metabolismo do DNA viral e por
algumas proteinas estruturais menores. Os genes L, por fim, geram
proteinas estruturais que irdo constituir as novas particulas virais
(CANN, 2005).
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Figura I. 2: llustragdo esquematica da replicagdo viral dos HSV.

Oct-1 VP16

TAATGARAT

Fonte: A autora baseada em ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007.

Assim, a ativacdo da transcricdo dos genes IE é um fator
determinante para o desenvolvimento do ciclo viral litico e a proteina de
tegumento VP16 é fundamental na indugdo dos eventos da replicacao
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viral subsequentes. A delecdo de varios dominios de ativagdo na
proteina VP16 mostrou que mutacdes especificas diminuem
consideravelmente a eficiéncia de infeccdo do HSV-1 em modelo
murino, o que fortalece a importancia da participacdo da proteina VP16
na replicacdo viral (TAL-SINGER et al., 1999).

A VP16 é incorporada ao tegumento no final do ciclo de
replicacdo, durante a montagem das novas particulas virais. Quando
liberada nas células do hospedeiro a VP16 forma com fatores celulares
um complexo denominado “complexo induzido por VP16” (VIC). O
VIC regula a indugdo dos genes IE, responsaveis pelo primeiro passo do
desenvolvimento do ciclo litico como j& descrito. A formacdo do
complexo se da com dois fatores celulares HCF-1 (Host Cell Factor) e
Oct-1 (octamer binding protein-1). O HCF-1 é um fator abundante em
células humanas, ligado a cromatina celular e que atua em vias da
proliferacdo, da progressdo do ciclo e da diferenciacdo celular
(DELEHOUZEE et al., 2005; WYSOCKA,; HERR, 2003). O fator Oct-
1 é um fator de transcricdo bastante versatil, possuindo diferentes papéis
na regulacdo da transcricdo celular por sua capacidade de ligacdo ao
DNA e sua habilidade de associagdo com coreguladores. Primeiramente
a VP16 liga-se ao HCF-1, depois ao Oct-1 e a regido regulatéria do
genoma viral proporcionando a ativagdo transcricional dos genes IE por
conter na regido C-terminal um potente dominio de ativagdo. Essas
proteinas celulares tem a funcdo de auxiliar na estabilizacdo da VP16
para 0 reconhecimento do sitio TAATGARAT do genoma viral,
presente em todas as regibes promotoras nas quais o VIC atua
(WHITLEY et al,, 1998; WILSON; MOHR, 2012; WYSOCKA,;
HERR, 2003).

Apos este procedimento sequencial de transcricdo e expressdo
proteica finamente regulado e efetuado pela RNA polimerase Il, ocorre
a montagem e liberacdo das novas particulas virais das células (Figura I.
2/5 e 6). A saida das particulas do citoplasma ndo é bem compreendida,
mas sdo discutidos alguns modelos explicativos. Um dos modelos
sugere que os nucleocapsideos recebem um envoltério primario na
membrana nuclear interna e perdem o envelope na membrana externa. A
partir deste processo recebem um envoltério em membranas
citoplasmaticas e sdo transportados por vesiculas para a liberagdo no
espaco extracelular. Um segundo modelo afirma que o nucleocapsideo é
envolto na membrana nuclear interna, forma uma vesicula com a
membrana nuclear externa e é carreado para a membrana plasmatica de
onde € liberado. Um terceiro modelo sugere ainda que o nucleocapsideo
sai dos nucleos através dos seus poros, ganha um envoltério por
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geminacdo em vesiculas citoplasmaticas e é transportado para a
membrana para liberagdo (ROIZMAN, BERNARD et al., 2007).

Todo esse complexo processo de replicagdo, que acontece desde a
adsorcao dos virus nas células até a sua liberagao, ocorre em um periodo
de tempo relativamente curto, em torno de 18 horas apds infec¢do das
células em um ciclo litico (WHITLEY et al., 1998).

- Laténcia

Ao entrar no ciclo litico, os virus comprometem a estrutura
celular levando as células a morte, porém ao estabelecer laténcia os
virus podem residir silenciosamente no organismo do hospedeiro por
longos periodos. A escolha de ingresso em um ciclo litico ou o
estabelecimento da laténcia € realizada por um conjunto de interacoes
entre o0 virus e as células, nas quais também estdo envolvidos a proteina
viral VP16 e os fatores celulares Oct-1 e HCF-1. A escolha das duas
contrastantes estratégias de infeccdo acarretam diferentes programas de
expressdo com objetivos opostos (WILSON; MOHR, 2012;
WYSOCKA; HERR, 2003). As vias, no entanto, podem atuar
concomitantemente em um mesmo hospedeiro, pois o virus pode
permanecer latente em algumas células e proliferando ativamente em
outras, até mesmo na auséncia de sintomatologia (SANTOS et al.,
2008).

O estabelecimento da laténcia ocorre logo apds a infeccdo
primaria nos ganglios sensoriais do hospedeiro. Os HSV possuem
tropismo por queratindcitos e neurdnios, sendo os queratindcitos células
permissivas € 0s neurdnios pouco permissivos a replicacdo viral.
Favorecido pela baixa permissividade dos neurénios, estas células sdo
os sitios escolhidos pelos HSV para a firmagdo de laténcia. Os ganglios
sacrais e trigeminais sdo os principais locais de laténcia, mas outros
ganglios paravertebrais podem servir de epicentro (Figura 1. 3)
(KRISTIE; LIANG; VOGEL, 2010; LUPI etal., 2010).



Capfitulo I - Revisdo bibliografica 43

Figura 1. 3: llustrag8o esquemética do estabelecimento da laténcia e reativacdo
dos HSV nas células do sistema nervoso.
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Fonte: A autora baseada em ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2006.

A laténcia consiste na permanéncia do virus em um estado ndo
replicativo nas células, com presenca de genoma viral e auséncia de
infeccdo produtiva. Durante esse periodo, apenas uma parte do genoma
permanece sendo transcrito sob o comando do promotor do LAT
(Latency Associated Transcripts). A fracdo codificante do LAT fica nas
regibes invertidas TRL e IRL do genoma viral e sua acdo durante a
laténcia ndo é muito bem compreendida, parecendo estar mais
interligada a reativacdo viral e a¢do antiapopt6tica nos neurbnios do que
a laténcia. Possivelmente, a laténcia pode resultar de uma regulacédo
negativa da expressdo dos genes IE com envolvimento do LAT e de
miRNAs supressores (CLEMENTS; BROWN, 1997; EGAN et al.,
2013; LUPI etal., 2010; NICOLL; PROENCA; EFSTATHIOU, 2012).

Existem algumas hip6teses sobre o porqué os virus estabelecem
laténcia nas células nervosas. A laténcia nos neur6nios poderia estar
associada ao fato do HCF-1 se acumular no citoplasma celular e ser
transportado para o nucleo apenas em situacdes de estresse (KOLB;
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KRISTIE, 2008). Poderia estar ligada também ao transporte do capsideo
para o nucleo sem a proteina VP16, pois assim a inducdo dos genes IE
ndo ocorreria e consequentemente nao haveria produgédo das proteinas
e y para prosseguir a infeccdo litica. O silenciamento do genoma neste
caso aconteceria em alguns dias exceto para o LAT e alguns miRNAs
(ROIZMAN, B.; WHITLEY, 2013).

Para a reativacdo dos virus, obviamente seria necessaria a
existéncia de algum gatilho que induzisse a expressao dos genes a, visto
gue na hipdtese apresentada as proteinas desencadeadoras do processo
(VP16 e HCF-1) ndo estariam disponiveis nos neurdnios. Nesse caso,
algumas proteinas celulares poderiam efetuar a etapa inicial da
expressao génica. Em estudos in vitro a proteina NGF (Nerve Growth
Factor), por exemplo, quando blogueada, influencia a expressdo dos
genes do processo replicativo dos HSV e também as concentragdes do
LAT e dos miRNAs. Na auséncia de NGF, que acontece em situagdes
como lesBes em nervos, 0s genes virais passam a ser expressos de forma
caltica, sem a expressdao sequencial particular da replicacdo viral dos
HSV, havendo deplecdo nas quantidades do LAT e dos miRNAs
(ROIZMAN, B.; WHITLEY, 2013). Essa associacdo com NGF poderia
ser explicada pela presenca de uma proteina correlata a Oct-1 nos
neurdnios, a Oct-2 (Octamer binding protein-2). A Oct-2 tem atividade
inibitéria da transcri¢do dos genes IE, impedindo a reativacdo viral. Os
neurdnios nos quais predominam a presenca de Oct-2 tém como
caracteristica a dependéncia do fator de crescimento neural (NGF). A
reducdo do NGF leva a um predominio da proteina Oct-1 em relagdo a
Oct-2, nos neurbnios dependentes, o que poderia atuar como uma via
alternativa de regulacdo e de desencadeamento da reativacdo dos HSV
(LUPI et al., 2010).

A reativacdo dos virus latentes, em termos ndo moleculares, pode
acontecer por estresse fisico ou emocional, febre, danos teciduais,
imunodepressdo ou exposicdo aos raios ultravioletas. A exposicdo aos
raios ultravioletas reduz a resposta linfocitaria a quimiotaxia, afeta o
nimero e a funcdo de células dendriticas e, por isso, favorece a
reativacdo. A interrupcdo da laténcia gera a recorréncia da replicago
viral com o aparecimento das lesdes liticas ou apresentagdes clinicas
atipicas (KRISTIE et al., 2010; LUPI et al., 2010; PATEL et al., 2011;
WHITLEY et al., 1998).

1.1.5 Infeccéo

As infeccBes causadas pelos herpesvirus tém por caracteristica
serem infec¢fes pandémicas e cronicas. Os HSV afetam populacdes de
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regides urbanas até as regides mais remotas em todo o0 mundo, sendo 0s
humanos seus Unicos reservatorios (GUPTA; WARREN; WALD, 2007;
LUPI et al., 2010). A primoinfec¢do sintomatica acontece em cerca de
10 a 30% dos casos e normalmente é benigna, ocorrendo quadros de
febre, mialgia, cefaléia e o aparecimento das lesfes caracteristicas da
herpes como maculas eritematosas evoluindo para vesiculas agrupadas
no sitio anatbmico da inoculacdo (face ou regido genital). A
primoinfeccdo maligna acontece em pacientes imunodeprimidos, nos
quais as manifestacdes sdo mais graves e duradouras, podendo surgir
sintomatologia sistémica (LUPI et al., 2010; PATEL et al., 2011;
WHO, 2013).

A infeccdo primaria pelo HSV-1 ocorre normalmente na infancia
ou adolescéncia e a transmissdo se da pelo contato e pela saliva. A
transmissdo ndo é efetuada somente em casos de lesbes visiveis com
derramamento viral, mas também quando ha derramamento viral em
infeccbes subclinicas. As lesGes causadas pelo HSV-1 se formam
tipicamente na face, mais especificamente em torno dos labios (PATEL
etal., 2011).

A primoinfeccdo pelo HSV-2 acontece majoritariamente a partir
do inicio da vida sexual, sendo esta a doenca sexualmente transmissivel
mais comum e a principal causa mundial de Ulceras genitais obtidas
sexualmente (GUPTA et al., 2007; LUPI et al., 2010). A infec¢do pelo
HSV-2 gera lesBes vesiculares ou necrotizantes na regido genital como
do cervix, vagina, vulva e regido peniana (HERTZ et al.,, 2010;
MOHAN, 2010). O herpes genital pode também ser causado pelo HSV-
1, porém a taxa de recorréncia é comumente menor nessas situagdes,
guando comparada com as infec¢des causadas pelo HSV-2. Da mesma
forma, o HSV-2 pode causar herpes labial, com reativagdo menos
frequente do que quando causada pelo HSV-1 (LUPI et al., 2010;
PATEL et al., 2011).

Proximo de 70 a 90% das pessoas com infecgdo sintomatica pelo
HSV-2 e de 20 a 50% dos individuos com infeccdo sintomatica pelo
HSV-1 apresentara recorréncia ainda no primeiro ano pdés-infeccéo,
sendo essa recorréncia relativamente frequente, em especial nos
imunodeprimidos (WHO, 2013).

Em paises economicamente desenvolvidos 20% dos adolescentes
ja foram infectados com 0 HSV-1 e de 60 a 80% dos adultos até 50 anos
ja entraram em contato com o virus. Em paises em desenvolvimento, no
entanto, 50% dos individuos que atingiram a maioridade e 90 a 100%
dos individuos de meia idade ja foram infectados com o HSV-1.
Conforme um estudo do CDC (Centers for Disease Control and
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Prevention), com norte-americanos de 14 a 49 anos, a soroprevaléncia
para HSV-2 foi de 16,2 %. Dos pacientes com soroprevaléncia positiva
81,1% nunca haviam recebido diagndstico de infec¢do. Entretanto, essas
porcentagens podem ser muito mais altas, chegando de 60 a 90% para o
HSV-2 em pacientes HIV/Aids (CDC, 2010; ROIZMAN, B.;
WHITLEY, 2013; WHO, 2013).

.16 HSV X Imunodeprimidos

As infeccBes por HSV ndo possuem um comportamento benigno,
ao contrario do que normalmente é inferido. A aparente benignidade
esta muito mais associada a capacidade imunolégica do hospedeiro do
gue a auséncia de patogenicidade dos virus. Por esse motivo, pacientes
imunodeprimidos exibem, ndo raramente, infecgBes mais prevalentes,
mais graves e com desenvolvimento de sintomatologias atipicas
(GUPTA et al., 2007; LUPI et al., 2010). A variabilidade sintomatica
acontece também em funcdo de uma caracteristica particular dos virus, a
de produzir diferentes doencas no mesmo hospedeiro (MOHAN, 2010).

Anticorpos especificos para os HSV, células mononucleares e
linfécitos atuam na remissdo da herpes, mas ndo impedem as
recorréncias (LUPI et al., 2010). O sistema imunolégico lanca méo de
varias estratégias para reprimir a infeccéo viral, como revisado por Egan
e colaboradores (2013). A infeccdo pelos virus HSV-1, por exemplo,
leva a liberagdo de INF (interferon), ativador do sistema imunoldgico
inato. Os macrdfagos ativados secretam mais INF e também citocinas,
enquanto os neutrofilos e células NK (Natural killer) induzem a
apoptose e fagocitose de células infectadas a fim de controlar o
espalhamento viral. As células dendriticas, por sua vez, secretam
citocinas inflamatérias e apresentam antigenos para as células do
sistema adaptativo, composto por linfécitos B e T (CD4+ e CD8+). Os
linfocitos CD8+ induzem a apoptose nas células infectadas por liberacédo
de granulos contendo granzimas, perforinas e granulisinas ou via
sinalizacdo de receptores de morte, sendo fundamentais no controle da
infeccdo viral (EGAN et al., 2013).

O sistema imunoldgico também auxilia na manutencdo da
laténcia viral, inibindo a expressdo de proteinas da primeira fase do ciclo
de replicagdo viral. A expressdo de genes da fase inicial em neur6nios
parece ser detectada pelas células CD8 + fazendo com que seja liberado
INF —y e granzimas B, que tem potencial acdo repressora, ndo deixando
0s virus replicarem. Desequilibrio no mecanismo de supressdo exercido
pelas células CD8+ contribui para a reativagdo viral, por isso a
imunossupressao esta tdo associada a reativacdo de infecgdes causadas
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pelos HSV (EGAN et al., 2013; FREEMAN et al., 2007). Além da
reativacdo, imunodeprimidos podem ser infectados pelo HSV no prdprio
ambiente hospitalar, durante procedimentos clinicos como transfusdo de
hemoderivados, por exemplo, por recebimento de um enxerto de doador
infectado, ou por infec¢Ges comunitérias (FISHMAN, 2013).

Séo descritos na literatura sinais e sintomas variaveis decorrentes
de infecgdes por HSV em imunodeprimidos, como alteracfes
neuroldgicas, febre, lesdes cutineas, mialgia, sindrome séptica
(hipotensdo e taquicardia), dispneia, faléncia respiratoria, faléncia
hepatica e apresentacdes clinicas diversas como ceratoconjuntivite,
encefalite, meningite, hepatite, pneumonia e infecgdes com
envolvimento de 6rgdos viscerais entre outras (BERRINGTON et al.,
2009; CHAILLON et al., 2012; CHONG et al., 2010; CLARIDGE et
al., 2012; MOLTON; SPELMAN, 2012; YAMAGUCHI et al., 2010).
Alguns dos grupos em maior risco de apresentar estas manifestacOes
atipicas sdo os de pacientes HIV/Aids, neonatos, gestantes, idosos,
pacientes com neoplasias e transplantados.

O numero de individuos atualmente infectados pelo HIV é
relativamente alto. Conforme dados da UNAIDS (Joint United Nations
Programme on HIV / AIDS), em 2012 eram 35,3 milhdes de pessoas
vivendo com o virus e 1,6 milhGes de mortos em consequéncia da Aids
no mesmo ano (DAWOOD et al., 2009; UNAIDS, 2012). Por ambos 0s
virus, HIV e HSV, serem causadores de doencas sexualmente
transmissiveis, a coinfeccdo ndo é incomum. Além da debilidade
imunoldgica dos individuos HIV/Aids proporcionar a reativacdo dos
HSV, pacientes soronegativos com pré - infeccdes pelo HSV-2 tem risco
reforcado de aquisicio do HIV. Isso acontece porque algumas
ulceragdes causadas pelo HSV-2, as vezes microscopicas, fornecem uma
porta de entrada para o HIV (CDC, 2010; WHO, 2013; YUDIN;
KAUL, 2008). O HSV-2 pode também potencializar o processo de
deterioragdo imunoldgica em portadores do HIV funcionando néo
apenas como uma doenca definidora da Aids, mas também agravando o
estado geral do paciente e influenciando na taxa de replicagdo do HIV
por ativagdo dos linfocitos e disponibilizacdo de células para infeccdo
(LUPI et al., 2010; WHO, 2013).

Os neonatos compdem outro grupo em risco de desenvolvimentos
de infecgdes fatais causadas pelos HSV. (KNEZEVIC et al., 2007).
Conforme um estudo inglés, com 989 pacientes durante um periodo de
vinte anos, a infeccdo disseminada por HSV no periodo neonatal foi a
causa de morte em 90% dos casos das infecgdes por este virus. Nessa
mesma pesquisa as infecgdes por HSV foram identificadas como o
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motivo de Obito mais comum no periodo neonatal, respondendo por
40% do total de mortes por infeccdes virais e podendo apresentar-se
muito precocemente e levando a sequelas neuroldgicas graves nos
recém-nascidos (WILLIAMS, E. J. et al.,, 2013). Normalmente, a
transmissdo das infeccdes herpéticas para os recém-nascidos se da
durante o parto, mas pode ser transmitida de uma crianga para outra nos
bergarios, pelos profissionais da salde, pelos familiares com infec¢des
assintomaticas e por via placentaria. Muitas vezes a infeccdo ndo €
percebida nas gestantes, o que favorece a transmissdo para 0s bebés.
Cerca de 50% dos casos de herpes neonatal ocorrem em mulheres com
auséncia de sintomatologia de herpes genital durante o parto, sendo
maior o0 risco de transmissdo para 0 neonato nas gestantes que se
infectam no Gltimo trimestre de gravidez (LUPI et al., 2010). Os HSV
ndo sdo nocivos apenas para 0s recém-nascidos, como ja exposto, mas
também para as gestantes, pois casos de hepatite fulminante causada por
HSV estdo descritos na literatura em gravidas (THURMAN et al.,
2010).

Idosos e pacientes com neoplasias também séo individuos que
podem apresentar manifestac@es atipicas causadas por infeccBes pelos
HSV. (CHAILLON et al., 2012; SEVILLA et al., 2004). Em pacientes
com neoplasias, além da condicdo imunoldgica proporcionada por
alguns cénceres, certas medicages quimioterapicas antitumorais tem
atividade imunossupressora, como exemplo, o0s citostaticos empregados
no tratamento de neoplasias de linhagens hematopoiéticas (LORENZI,
2006; LUPI etal., 2010; YAMAGUCHI et al., 2010).

Por fim, destaca-se 0 grupo dos transplantados que podem
desenvolver complicagfes como a encefalite herpética. A encefalite é
uma das manifestagdes clinicas que expdem os enfermos a um alto risco
de morte (AMENABAR et al., 2006). Encefalite por HSV ndo é
incomum em transplantados, sendo uma complicacdo grave que resulta
em mortalidade em torno de 70% dos casos quando ndo tratada. A
encefalite pode também deixar sequelas graves como deficiéncia
motora, crises convulsivas, alteracdes cognitivas e de memoria (HERTZ
etal., 2010).

As infecgBes virais em transplantados exercem um efeito direto
sobre o0 enxerto elou efeitos indiretos resultantes das alteracbes
imunoldgicas apresentadas pelo hospedeiro em consequéncia da
infeccdo, podendo resultar na rejeicdo de 6rgdos. A associagdo entre
rejeicdo de enxertos e infecgBes virais é explicada pela possibilidade de
haver reagGes imunoldgicas cruzadas que envolvem as células T.
Quando uma célula T CD8+ especifica para um virus reage de forma
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cruzada com alo-antigenos é desencadeada a ativagdo dos linfécitos T
CD8+ contra o alo-antigeno, o que induz a rejeicdo do 6rgdo
transplantado. Se h& reacdo cruzada de linfécitos que reconhecem
antigenos virais contra um tecido alogénico, uma infeccdo viral pode
proporcionar a ativacdo de linfdcitos contra o tecido/drgdo enxertado.
Essa ativacdo de células T CD8+ alo-especifica também favorece a
rejeicdo ou distdrbios de funcdo e manutencdo do enxerto (ADAMS et
al., 2003; BREHM et al., 2010; SELIN et al., 2006).

Da mesma forma que os pacientes imunodeprimidos, pacientes
imunocompetentes também podem sofrer infecgdes virais que evoluem
para doengas graves e fatais. Em um estudo com individuos com
viremia para HSV, 60% dos imunodeprimidos analisados morreram
durante o inicio da hospitalizacdo, mas 0 mesmo ocorreu com 33% dos
pacientes imunocompetentes (BERRINGTON et al., 2009). Assim, a
importdncia das infeccbes por HSV ndo se restringe aos
imunodeprimidos, mas se estende também aos pacientes
imunocompetentes, que podem, por motivos variados, apresentar
infeccBes mais graves e até fatais.

1.1.7  Diagnostico

As apresentacfes atipicas resultantes de infeccdes pelo HSV
muitas vezes confundem o diagnostico clinico, que busca apoio em
analises laboratoriais para a tomada de decises e escolha do tratamento.
Muitos pacientes, no entanto, acabam perdendo a vida em consequéncia
de um diagnostico incorreto ou tardio (CLARIDGE et al., 2012; RIZZA
et al., 2011). Assim, destaca-se a importancia de um diagndstico correto
e precoce, possivel apenas com a disponibilizacdo de metodologias ou
combinagdes de metodologias laboratoriais que cubram da melhor forma
possivel os vieses das técnicas de andlises clinicas.

O diagnostico em imunodeprimidos é mais delicado do que para
pacientes imunocompetentes, pois muitas técnicas nao sdo efetivas para
esse grupo de individuos. A sorologia nem sempre é eficiente, pois o0s
imunodeprimidos ndo possuem uma resposta imunoldgica convencional.
Enfermos com infeccdo priméaria, mesmo com apresentacdo de lesdes
podem ter sorologia negativa e, quando positiva, esta ndo é suficiente
para determinar o local da infeccdo (HERTZ et al., 2010). As infecgdes
recorrentes, mesmo em imunocompetentes, muitas vezes ndo causam
aumento significativo na concentracdo de anticorpos, o que impede o
diagndstico soroldgico. A baixa quantidade de anticorpos no liquor
limita o uso da sorologia também para diagnosticar as encefalites
(DOMINGUES et al., 2000; FRISCH; GUO, 2013).
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Gestantes, fisiologicamente sob imunodepressdo, quando
infectadas no terceiro trimestre podem ter sorologia negativa até o
momento do parto, expondo 0 neonato ao risco de infeccdo mais
facilmente. Quanto aos neonatos, é dificil saber se os anticorpos IgG
encontrados sdo da mde ou do bebé. Assim, apenas anticorpos IgM
podem ser considerados. O diagndstico tardio em recém-nascidos
aumenta o risco de mortalidade e de sequelas, mesmo quando o
individuo € tratado. As infeccBes por HSV nestes pacientes, ndo
raramente, sdo confundidas com sepse bacteriana e quando realizado o
diagndstico correto, ja& had complicagcdes graves e irreversiveis com
acometimento de maltiplos 6rgéos (LUPI et al., 2010).

Limitagbes sdo apresentadas por outras técnicas como as
citolégicas. O esfregaco de Tzank, por exemplo, possui baixa
sensibilidade e especificidade com pouco valor nas lesGes ulceradas e
nao vesiculares, com a desvantagem de néo diferenciar VZV e HSV.
Para a interpretacdo de resultados de citologia, ainda, € indispensavel a
analise por uma equipe treinada (FRISCH; GUO, 2013; HERTZ et al.,
2010; WHO, 2013).

Os testes de imunofluorescéncia, que aplicam anticorpos
monoclonais e microscopia no ultravioleta (UV) ndo sdo vantajosos,
pois possuem baixa sensibilidade como a apresentada pela
imunofluorescéncia direta, que é de apenas 60% quando comparada ao
isolamento viral. A imunofluorescéncia é uma metodologia de execugdo
demorada, trabalhosa e ndo é facilmente padronizada (CAVINESS et al.,
2010; WHO, 2013).

O padrdo-ouro para diagnostico dos HSV é a cultura de células,
gue apresenta alta especificidade (aproximadamente 100%) e excelente
sensibilidade dependendo do tipo de material utilizado. A sensibilidade
chega a 95% para espécime obtido de ulceras, acima de 90% para les6es
e de 70 a 80% para swabs. A desvantagem é o tempo de analise que
pode chegar a 7 dias com as técnicas convencionais (HERTZ et al.,
2010; WHO, 2013). Por isso, para driblar a questdo do tempo, técnicas
de biologia molecular como a PCR (Polymerase Chain Reaction) sdo
muito utilizadas. As desvantagens dessa técnica, quando utilizado DNA
viral, esta no fato de a deteccdo de um genoma viral aleatorio ndo
apontar necessariamente o agente da sintomatologia, além de a presenca
do genoma viral ndo indicar existéncia de virus com capacidade de
infeccdo. Outra preocupagdo com o uso da PCR sdo as contaminagdes
durante as analises, que podem gerar resultados falso-positivos
(SANTOS et al., 2008; SINGH et al., 2005; WHO, 2013).



Capfitulo I - Revisdo bibliografica 51

Algumas outras metodologias séo utilizadas para diagnéstico das
infeccBes por HSV, mas muitas vezes hé necessidade do uso de mais de
uma técnica além de exames de imagem e avaliacdo clinica detalhada
para efetiva comprovacdo dos agentes responsaveis pelos sinais e
sintomas clinicos.

1.1.8  Tratamento, toxicidade e resisténcia

Os medicamentos mais utilizados no tratamento das infecgdes
herpéticas por HSV sdo o aciclovir, o valaciclovir, o penciclovir, o
ganciclovir, o cidofovir e o foscarnet. O mecanismo de acdo e a
toxicidade apresentada por estes medicamentos podem ser visualizados
no quadro I. 2 (CDC, 2010; EVANS; KUDESIA; MCKENDRICK,
2013; LUPI etal., 2010; RANG et al., 2007).
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Quadro I. 2: Medicamentos utilizados para o tratamento das infeccdes causadas pelos HSV, mecanismo de acéo e

toxicidade.

Medicamento

Aciclovir

Mecanismo de agdo

Inibicdo da DNA
polimerase.

Toxicidade

Em altas doses pode causar nefrotoxicidade
e encefalopatia.

Referéncias

(EVANS et al., 2013; RANG

etal., 2007; STRASFELD;
CHOU, 2010)

Valaciclovir

Pré-farmaco do
aciclovir - Inibidor da
DNA polimerase.

Microangiopatia trombética em
imunocomprometidos e efeito
mielossupressor, especialmente
neutropénico.

(CLERCQ, 2008;
MOFENSON et al., 2009;
STRASFELD; CHOU, 2010;
VIGIL; CHEMALY, 2010)

Penciclovir/
fanciclovir

Potente inibidor da
DNA polimerase.

NAuseas, diarreia, urticaria e alucinagdes.
Alguns estudos com animais demonstraram
atividade tumorogénica e alteragdes de
fertilidade e, em estudos in vitro, foi
relatada propriedade mutagénica.

(BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012;
EVANS etal., 2013; LUPI et
al., 2010)

Ganciclovir

Inibidor competitivo da
DNA polimerase e
incorporado na cadeia
de DNA viral resultando
no seu término.

Possui importante toxicidade para a medula
Ossea e tem potencial carcinogénico.

(EVANS et al., 2013; RANG
etal., 2007)
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Inibidor competitivo da
incorporagdo de

(CLERCQ, 2008; EVANS et
al., 2013; FRISCH; GUO,
nucleotideos pela DNA 2013; STRASFELD; CHOU,

polimerase. 2010)

Toxicidade para o trato gastrointestinal, rins
e causador de irritagBes topicas e
neutropenia.

Cidofovir

Inibidor da DNA (BRUNTON et al., 2012;
p_ohmerase, se_ncjlo Anormalidades eletroliticas e EVANS etal., 2013,
Foscarnet efetivo na destruicéo de nefrotoxicidade MOFENSON et al., 2009;
virus sem timidina ' RANG et al., 2007;
cinase. STRASFELD; CHOU, 2010)
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Além da toxicidade apresentada pelos farmacos com atividade
anti-HSV existe o inconveniente da resisténcia aos antivirais. A
resisténcia é incrementada pelo uso da terapia profilatica para minimizar
0 risco de infecgBes oportunistas (WU et al., 2013). O uso profilatico
ndo favorece apenas o surgimento da resisténcia entre os HSV, mas
também entre outros virus, o que resulta na reducdo do arsenal
farmacoldgico para o tratamento das infec¢des virais.

A resisténcia ao aciclovir é documentada na literatura
principalmente em pacientes imunodeprimidos. Assim como para o
aciclovir, os demais farmacos antivirais comumente utilizados estéo
sujeitos a resisténcia. Até mesmo o foscarnet, que é efetivo contra virus
com resisténcia em decorréncia de mutagdes relacionadas a timidina
cinase, pode ser inutil em situacdes em que ha mutacBes na DNA
polimerase (ANDREI et al., 2007; BRUNTON et al., 2012; SINGH et
al., 2005). A resisténcia pode ocorrer para varios medicamentos ao
mesmo tempo, pois em um Unico paciente podem ser encontradas varias
subpopulagdes virais com diferentes tipos de resisténcia (ANDREI et
al., 2013).

Atualmente, todos o0s medicamentos licenciados para o
tratamento de infeccdes herpéticas por HSV possuem um Gnico alvo,
gue é a DNA polimerase. Entretanto, € fundamental perceber que um
nimero consideravel de outros mecanismos podem ser alvos
interessantes de novos antivirais, e que a evolugdo no desenvolvimento
de medicamentos, menos toxicos e com baixa resisténcia cruzada, na
area da virologia, ¢ de suma importancia frente ao panorama do
fortalecimento das infec¢Bes virais oportunistas (CAON et al., 2014;
STRASFELD; CHOU, 2010).

Conhecendo-se as dificuldades de tratamento, métodos de
imunizacdo seriam interessantes para prevenir as infec¢fes causadas
pelos HSV. Vacinas utilizando virus mortos, glicoproteinas antigénicas
e vacinas génicas foram pesquisadas ou permanecem em estudo e
desenvolvimento, porém resultados controversos, durabilidade curta,
custo e vacinas ainda em fases iniciais de testes sdo empecilhos
atualmente para a disponibilizagdo de um método de imunizacdo
funcional (LUPI et al., 2010).

1.1.9  Sistema repdrter, GFP e deteccéo

Um sistema reporter permite o estudo e monitoramento de
processos celulares através da insercdo de sequéncias gendmicas
especificas em células. Estas sequéncias codificam proteinas facilmente
mensuraveis que tem expressdo controlada por sinalizagdo celular
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(GRIMM, 2004; IRO et al., 2009). As proteinas reporteres podem ser
enzimas como a cloranfenicol acetil transferase, luciferase, p-
galactosidase ou proteinas fluorescentes como a Green Fluorescent
Protein (GFP), Cyan Fluorescent Protein, Yellow Fluorescent Protein e
Enhanced Green Fluorescent Protein, de acordo com a escolha para a
montagem do sistema (HANSON; HENDERSON; JONES, 1994;
KUNG et al., 2000; LU etal.,, 2011; SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Os sistemas reporteres possuem diversas aplicagdes, servindo
para estudos da atividade de promotores, de mediadores de transcricao,
de processamento de mRNA, monitoramento de transfeccdo, interaces
proteicas e localizacdo celular de proteinas (CHUDAKOV et al., 2010;
HANSON et al.,, 1994; SCHENBORN; GROSKREUTZ, 1999). A
sinalizacdo do sistema reporter pode ser realizada diretamente por
expressdo de fluorescéncia, por exemplo, ou de forma indireta,
produzindo mRNA mensurado por outras técnicas moleculares, ou
produzindo atividade enzimatica, que com adicdo de substrato
possibilita a avaliagdo e quantificacdo da expressdo proteica
(SCHENBORN; GROSKREUTZ, 1999).

Os genes repodrteres sdo integrados a um vetor e dispostos de
forma a apresentarem expressdo comandada por sitios reguladores. A
introducdo dos vetores nas células eucaridticas € efetuada por um
procedimento denominado de transfeccdo. A transfeccdo pode ser
executada por eletroporacdo, por transportadores virais, por
microinjecao, por biobalistica, por métodos bioquimicos com complexos
catibnicos ou coprecipitacgdo e com uso de lipofectamina
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Os sistemas podem ser temporarios
ou estavelmente mantidos nas células. Uma transfeccéo estavel ocorre
guando o material genético inserido permanece por um periodo longo de
tempo ocorrendo replicacdo do material epissomal ou da sequéncia de
DNA integrada ao genoma celular (GRIMM, 2004).

Entre as proteinas reporteres a GFP é a cromoproteina mais
utilizada em pesquisas bioldgicas, biomédicas e biotecnoldgicas.
Descoberta em organismos marinhos luminescentes (Aequorea victoria)
e isolada pela primeira vez na década de 60 por Osamu Shimomura,
produz luminosidade verde fluorescente quando exposta a luz
ultravioleta sem a necessidade de adi¢do de substratos ou cofatores. A
descoberta desta proteina e seu desenvolvimento rendeu o prémio Nobel
em quimica, no ano de 2008, a Osamu Shimomura pela descoberta, a
Martin Chalfie pela utilizacdo como marcador biol6gico e incorporagédo
da GFP em organismos vivos (Caenorhabditis elegans e Escherichia
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coli) e a Roger Tsien pela sua aplicagcdo em biotecnologia e biomedicina
(CHUDAKOV et al., 2010; NOBELPRIZE, 2014).

A GFP é uma proteina formada por uma cadeia monomérica de
238 aminoacidos, que enovelada dispde de uma conformagédo
denominada barril-p. Protegido no centro do “barril” estd o fluor6foro
constituido pelos aminoacidos das posicdes 65 (Ser), 66 (Tyr) e 67
(Gly). Para a expressdo da fluorescéncia, a GFP necessita de um
processo de maturacdo, que ocorre por modificacbes pos-traducionais.
Essas modificagdes consistem em um dobramento na molécula, seguido
de uma ciclizacdo da proteina nas posi¢des 65 e 67, uma desidratacao e
uma oxidacdo. A GFP ndo carece de cofatores e substratos, porém
necessita de oxigénio para a etapa de maturagdo, fator que limita sua
utilizacdo em células anaerébicas (CHUDAKOV et al., 2010; TSIEN,
1998).

A diversidade de proteinas fluorescentes utilizadas hoje se deve
ao trabalho de Roger Tsien, que modificou o fluoréforo da GFP e obteve
varios mutantes com diferentes propriedades espectrais e
consequentemente coloragdo da luz emitida modificada. Atualmente, as
proteinas fluorescentes com diferentes coloragbes sdo uma ferramenta
Gtil para a producdo de proteinas quiméricas com ampla gama de
aplicagdes em biologia molecular (CHUDAKOV et al., 2010;
KAUFFMAN; ADLOFF, 2009).

A caracteristica de fluorescéncia da GFP, e de outras proteinas e
substancias, é atribuida aos seus fluoroforos. Fluoréforos sdo moléculas
com propriedade de absorverem a luz em um comprimento de onda e
emiti-la em um comprimento de onda diferente. Isso acontece porque
alguns elétrons em torno do nucleo atbmico podem ser excitados pela
luz passando para um estado maior de energia, porém a atracio
magnética nuclear faz com que o elétron retorne ao estado mais baixo de
energia e para isso ha necessidade de liberacdo da energia absorvida.
Essa energia é desprendida na forma de luz, mas como parte é
convertida em calor durante o processo, a luz é emitida em um
comprimento de onda maior, resultando no aparecimento de uma cor
diferente em relagdo & luz absorvida (OVERTON, 2006; SHAPIRO,
2003).

A propriedade dos fluoréforos € utilizada para marcacéo celular e
pode ser aproveitada para realizar analises com leitores de fluorescéncia
ou para andlises por citometria de fluxo, por exemplo. Os fluordforos
podem ser usados para marcacdo direta, quando possuem afinidade por
estruturas celulares como o DNA; usados conjugados aos anticorpos,
para marcar células e particulas até mesmo como alguns virus, e para a
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construcdo de sistemas reporteres, como comentado (LORET; EL
BILALLI; LIPPE, 2012; SHAPIRO, 2003).

A citometria de fluxo possui algumas vantagens em relacdo aos
leitores de fluorescéncia por permitir andlises multiparamétricas
simultdneas de células individuais, gerando dados como tamanho
celular, complexidade e referentes as marcacBes. Dois parametros
principais sdo determinados pelos citdmetros através da medida de
dispersdo da luz. Quando a dispersdo € medida em éangulo reto em
direcdo ao feixe de luz do laser é gerada a chamada dispersao lateral -
SSC (Side Scatter), que se correlaciona a complexidade celular. Quando
a disperséo da luz € medida em angulos pequenos de 1 a 10°, em relacdo
ao alvo de cruzamento do feixe de luz na célula, é gerada a dispersao
para frente — FSC (Forward Scatter), que se correlaciona com o
tamanho celular (SHAPIRO, 2003).

Para andlise das informagfes geradas pela citometria de fluxo,
janelas eletronicas sdo construidas pelo software, que organiza as
caracteristicas celulares em diagramas e permite a avaliacdo geral ou
individualizada das populagbes celulares de interesse. As analises
baseadas em populacdes podem aferir um grande nimero de eventos em
um periodo curto de tempo, sendo os dados gerados expressos em dot
plots ou histogramas. O dot plot € um diagrama bidimensional, assim
correlaciona dois parametros por célula ou particula, e o histograma é
um diagrama unidirecional, que representa 0 nimero de eventos em um
canal de deteccdo (SHAPIRO, 2003; SHARPE, 2006).

Neste trabalho, a proteina GFP derivada de Zoanthus sp. foi
empregada para a construcdo de um sistema repOrter para HSV e
avaliada por leitor de fluorescéncia e por citometria de fluxo. Os
sistemas repdrteres sdo metodologias inovadoras, normalmente sensiveis
e especificas. O sistema aqui proposto permitiria a rapida deteccéo in
vitro de infeccBes causadas pelos HSV de forma menos subjetiva do que
pelas técnicas utilizadas atualmente. Por empregar a proteina GFP, seria
possivel automatizar as leituras aumentando o nimero de analises no
tempo. Além disso, o sistema repérter pode ter diversas aplicacGes na
pesquisa e na clinica, como para desenvolvimento de novos
medicamentos, andlises de resisténcia aos antivirais e utilizacdo para
diagndstico de infeccBes em pacientes imunodeprimidos, para os quais
as técnicas disponiveis hoje nem sempre sdo efetivas. Os detalhes da
utilizacdo deste sistema, da construgdo, da deteccdo e das aplicagdes
serdo discutidos no decorrer do trabalho.
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1.2
1.2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver um sistema celular rep6rter para deteccéo, analise de

resisténcia aos antivirais e pesquisa de novos medicamentos para
Herpes Simplex Virus 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2).

1.2.2

Objetivos especificos

Amplificar por PCR a regido promotora da enzima viral
ribonucleotideo redutase (RR1);

Clonar a regido promotora amplificada em vetores codificantes
da GFP;

Efetuar a transfeccdo de células Vero (permissivas aos HSV-1 e
2) com os vetores repdrteres;

Selecionar os clones celulares recombinantes;

Padronizar os ensaios de deteccdo viral por microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo;

Avaliar a viabilidade das células transfectadas quando expostas a
amostras clinicas;

Padronizar os ensaios para estudo de resisténcia aos antivirais e
pesquisa de novos medicamentos.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1  Células e cultura celular

Foram utilizadas células Vero (ATCC: CCL 81 e Instituto Adolfo
Lutz/SP), fibroblastos de rim de macaco verde da Africa (Cercopithecus
aeothiops) permissivos in vitro aos virus do HSV-1 e HSV-2
(PEREIRA, 2008). Para cultura e manutengdo, as células foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, em atmosfera umedecida,
sendo estas condi¢des referenciadas neste trabalho como “condigdes
padrio de incubagdo”. A dissociagdo celular foi realizada pelo método
quimico, utilizando tripsina 2,5 g/L (Cultilab), para subcultura,
manutencdo das células e utilizagdo nos ensaios.

Os meios MEM - Minimum Essential Medium Eagle (Cultilab)
ou DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium, com e sem vermelho
de fenol (Cultilab), acrescido de 0,22% de bicarbonato de sddio para a
sustentacdo do pH (7,2 -7,4) e de 5 a 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Gibco) foram empregados nos ensaios e para a cultura celular.
Conforme necessario, 1% de PSA (10000 U de penicilina G, 10000 pg
de estreptomicina 25 pg de anfotericina B) ou 1% de PS (10000 U de
penicilina G, 10000 pg de estreptomicina) foi adicionado aos meios de
cultura para evitar contaminagGes fangicas e/ou bacterianas. Durante a
etapa de selegdo e para manter as células transfectadas foi utilizado
Geneticin® (G418) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) nas concentracées
de 0,8 mg/mL e 0,2 mg/mL.

1.3.2  Virus e titulagéo viral

As suspensdes virais estoque do HSV-1, estirpe KOS (Faculdade
de Farmécia, Universidade de Rennes, Fran¢a) e do HSV-2, estirpe 333
(Departamento de Virologia Clinica, Universidade de Géteborg, Suécia)
foram produzidas em garrafas de 180 cm? contendo células Vero.
Suspensdes virais (1 mL) do estoque do LVA foram inoculadas nas
garrafas, homogeneizadas e incubadas em condi¢des padrdo por 1 hora
para infecgéo. Finalizada a incubacéo, as suspensdes foram substituidas
por 10 mL de MEM + PSA 1% e as garrafas incubadas até o
desenvolvimento do efeito citopatico visualizado em microscépio
Olympus IX71. Formado o efeito citopatico homogéneo, de 27 a 54 h
apos a infeccdo (1,5 a 3 ciclos de replicacdo viral), as garrafas foram
submetidas a trés ciclos de congelamento (-80°C) e descongelamento
(37°C) para rompimento celular e liberagcdo das particulas virais. A
suspensdo resultante foi transferida para um tubo de 50 mL,
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centrifugada por 10 min a 4500 x g em centrifuga refrigerada a 4°C e 0
sobrenadante contendo as particulas virais fracionado em microtubos
estéreis de 0,5 mL, armazenados a — 80°C até a utilizacéo.

A titulacdo viral foi efetuada por ensaios de placa de lise, em
placas de 24 cavidades contendo 2,5 x 10° células/ cavidade, infectadas
em triplicata com 400 pL de suspensdo viral nas diluigdes de 10° a 10™°
(BURLESON; CHAMBERS; WIEDBRAUK, 1992; MADIGAN etal.,
2010). Ap6s 1 hora de infecgdo nas condi¢Bes padréo, as placas foram
lavadas 3 x com 300 pL. de PBS (Phosphate Buffered Saline) e
incubadas nas condicgdes padrdo com 500 uLL de MEM 2 x + 1% de PSA
e carboximetilcelulose 1,5% na propor¢do 1:1. Formado o efeito
citopatico (ap6s 48 h para 0 HSV-2 e 72 h para 0 HSV-1), as cavidades
foram lavadas 3 x com 300 uL de PBS e foi adicionada a solugédo de
preto de naftaleno 0,1% (200 puL/cavidade). As placas foram colocadas
em agitador mecanico a temperatura de 37°C por 20 min e
posteriormente realizada a contagem de focos, com auxilio de uma lupa,
para a determinacéo dos titulos virais.

Os titulos virais em Unidades Formadoras de Placa por mililitro
(UFP/mL) foram calculados através da formula:

Titulo viral (UFP/mL) = MF x RD
\

MF = Média do nimero de focos contados na maior diluigdo viral;
RD = Reciproca da maior dilui¢do do virus em que foi realizada a contagem de placas;

V = Volume da diluigéo da suspensao viral adicionada em cada cavidade em mL.

1.3.3  Construcdo do sistema reporter
I.3.3.1 Iniciadores

Com base em dados da literatura e no banco de dados GenBank
foram desenhados iniciadores especificos para o promotor ICP10
(infected cell protein 10) do gene da RR1 do HSV-2 (WYMER et al.,
1989) com os softwares PrimerSelect — version 7.0.0 e BioEdit
Sequence Alignment Editor — version 7.1.3.0. Dois pares de iniciadores
foram desenhados, F3 + R3 e F4 + R3, conforme disposto no quadro
1.3. Nas extremidades 5’ dos iniciadores foram adicionados sitios de
restricdo para as enzimas EcoRl e BamHI, para formagdo de
extremidades coesivas proporcionando a clonagem sitio dirigida. Os
iniciadores foram sintetizados e adquiridos das empresas IDT
(Integrated DNA Technologies) e Invitrogen. Iniciadores FK e RK,
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descritos na literatura, também foram testados, mas ndo resultaram em
um sistema reporter funcional e ndo serdo discutidos neste trabalho
(KUNG, 2005).

Quadro I. 3: Iniciadores dirigidos para a regido ICP10 do gene da RR1
do HSV-2.

Localizacéo -

Nomenclatura | Sequéncias dos iniciadores Genoma do HSV-2
(GenBank: NC_001798.1)

86449 — 86469

5’- GGGAATTCGGCCTG
CGCGTGATCGTCTAT -3’
5’- GCGAATTCAGCCAA
GTCACGAACCCCCAG -3’

8 (Antsenso) | 5 ;ACSGAICCCTCCCG | g7 g0

As regides sublinhadas representam os sitios de restricdo para as enzimas EcoRl (GAATTC)
ou BamHI (GGATCC).

F3 (Senso)

F4 (Senso) 86228 — 86248

A RR1 é uma enzima responsavel pela producdo de
desoxirribonucleotideos a partir de ribonucleotideos, para a replicacdo
viral. Os fragmentos correspondentes a regido ICP10 da RR1 foram
escolhidos para regular a expressdo da GFP no sistema reporter por o
gene da RR1 viral ser transcrito no inicio do processo de replicacdo
(genes IE). Assim, a regulacdo do sistema via ICP10 proporcionaria a
expressdo da GFP precocemente e, devido a esse promotor ser ativado
pela proteina VP16, o sistema seria seletivamente induzido na presenca
de replicacdo viral (WHITLEY et al., 1998; WILSON; MOHR, 2012;
WYMER et al., 1989; WYSOCKA; HERR, 2003).

A localizacdo do promotor da RR1 no genoma viral do HSV-2
inicia-se em aproximadamente 544 pb acima do sitio de iniciacdo do
mRNA da RR1 (regido 86.252) até 105 pb abaixo deste sitio de
iniciagdo (regido 86.894). Interno & regido promotora encontram-se o
sitio TAATGARAT, 2 elementos de ligacdo AP-1 e 5 possiveis sitios de
ligacdo para Spl (Figura I. 4) (WYMER et al., 1989). O fragmento
resultante da combinacdo dos iniciadores F3 e R3 recobre parte da
regido promotora ndo incluindo a fracdo inicial (86.252 — 86.449), que
contem 3 dos 5 sitios de ligacdo para Spl, porém recobrindo todo o
final da por¢do do promotor ICP10 acrescido de 201 pb posteriores ao
final da regido promotora. O fragmento resultante da combinacdo dos
iniciadores F4 e R3 recobre todo o promotor ICP10, estendendo-se 24
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pb anteriormente ao inicio, e 201 pb posteriores ao final da regido
promotora da RR1 do HSV-2 (GenBank: NC_001798.1).

Figura 1. 4: llustracdo esquematica da regido promotora ICP10. Indicacdo de
sitios de regulagdo e da disposicdo dos iniciadores F3, F4 e R3 em relagdo a
regido ICP10.

mRNA da UL39
uL38 87024 uL39 91558

CDS cDS 90152

86000 87000 88000 89000 90000 91000
86252 86894
Promotor ICP10 mRNA UL39
Sp1 Sp1 Sp1  Sp1 Sp1
— 87024
86634 86666 86686 86726 86761 86768
86252 86894
C-Junc/ AP-1
TATA
IE Reg.

86228 86119 87095
o= =i <=
F4 F3 R3

Fonte: A autora baseada em GenBank e WYMER et al, 1989.

Legenda: UL39 - Gene codificante da ribonucleotideo redutase; UL38 - Gene codificante de
uma proteina do capsideo; CDS - Coding sequence; |IE Reg. - Immediate - early regulation
region; C-Jun/AP-1 - Regido reguladora; Spl - Specificity protein 1.

I.3.3.2 Vetor

Vetores Vi (F3R3 ZsGreenl-1 e F4R3 ZsGreenl-1) foram
produzidos pela insercdo da regido promotora ICP10 (F3R3 ou F4R3)
no sitio mdaltiplo de clonagem do vetor comercial pZsGreenl-1
(Clontech), que antecede o gene codificador da proteina GFP derivada
de Zoanthus sp. O pZsGreenl-1 é desprovido de regido promotora
reguladora da transcri¢cdo da GFP, possui origens de replicacdo SV40 e
pUC e um cassete para (Neo), que confere resisténcia a
neomicina/kanamicina (Figura I. 5). Os vetores Vo (ZsGreen-1-1), sem
insercdo de promotor para a GFP, serviram para a producdo das células
controle.
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O vetor pDD-ZsGreenl Reporter (Clontech) também foi testado
ligado aos insertos obtidos com as combinacGes de iniciadores FK +
RK, F3 + R3 e F4 + R3. O pDD-ZsGreenl possui estrutura semelhante
ao pZsGreenl-1, porém contem um dominio de desestabilizacdo DD,
gue gera a rapida degradacdo da GFP pelos proteossomas, exceto
guando realizada a blindagem com Shield1l (50uM — 1000uM). Devido
a problemas de estabilizagéo da fluorescéncia com o Shieldl os ensaios
com esse vetor ndo foram continuados e ndo serdo descritos neste
trabalho.

Figura 1. 5: llustragdo esquemdtica do wvetor comercial pZsGreenl-1
(Clontech).

pZsGreeni-1 Vector

MCS
(12-83)

Sall (33s)

uc
Dmi ZsGreen!

Not I 7s5)

Sv4p
HSVTK pZsGreenl-1 poya
oly A

41kb 0
ori
P
Kan'/ SV40 ori
Neo F Svan

Mcs
T O B SO U S AU OO 1
TA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GCC
Ecod7lll Bglll Xhal Hind Il EcoR1 Sall ~ Aspngl Apal BamH |
Sacl Accl Sacll Xmal
Sma

Fonte: http://www.clontech.com/US/Products/Fluorescent_Proteins_and_
Reporters/Fluorescent_Proteins_by Name/ZsGreenl_Fluorescent_Protein

1.3.3.3 Extracdo e amplificacdo do DNA

A extracdo e purificacdo do DNA viral foi realizada com o kit
QlAamp® MinElute® Virus Spin (Qiagen), seguindo instrucdes do
fabricante, a partir de 200 uL da suspensdo viral estoque do HSV-2,
preparada conforme o item 1.3.2. O material genético obtido foi
armazenado em aliquotas a -20 °C até o momento da utilizacao.

A PCR foi realizada com a enzima GoTag® Flexi DNA
polymerase (Promega) nas concentracdes e volumes expostos no quadro
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I. 4. As ciclagens foram efetuadas em termociclador Techne (Flexigene)
nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min seguidos
por 30 a 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 min; hibridizacdo a
62,7°C (F3R3) ou 64,9° (FAR3) por 1 min; extensdo a 72°C por 1 min e
extensdo final a 72°C de 5 a 10min. A padronizacdo das reacfes de
amplificacdo foi estabelecida apds testes com diferentes concentragdes
de iniciadores, temperaturas de anelamento, condi¢fes de ciclagem e
concentracBes de MgCl,.

Quadro I. 4: Concentracdo dos reagentes utilizados nas PCRs.

Reagentes Concentracao Reacdo com Reac¢do com
9 inicial F3eR3 F4eR3
H,0 DEPC 25 puL gsp 25 uL gsp 25 ul gsp
Tampéo 5 x
(pH 8,5 e sem 5x 1x 1x
magnésio)
MgCl, 25 mM 1,5mM 1,5mM
dNTP 2mM 0,2 mM 0,2 mM
Iniciador Senso 10 uM 1,0 uM 0,3 uM
Iniciador
Antissenso 10uM LOuM 0.3 uM
Taqg
Polimerase > Ul U tu
DNA molde
(HSV-2) - 70a90ng 70a90ng

Legenda: gsp. - Quantidade suficiente para; dNTP — Desoxinucleotideos trifosfato; DEPC —
Dietilpirocarbonato.

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1%
preparado em tampdo TBE 1 x (Tris-Borato-EDTA) e a corrida
eletroforética realizada entre 70 e 90 Volts (V) em tampdo TBE 1 x. A
cada cavidade do gel foram aplicados 5 a 10uL de amostra acrescida de
20% de Loading dye Blue/Orange 6 x (Promega) e 2% de GelRed 20 x
(Biotium). O padrdo molecular 100 pb DNA Ladder (Promega) foi
usado como referéncia nos géis para identificacdo das bandas dos
produtos com tamanhos de 663 pb (F3R3) e 867pb (F4R3). Os géis
foram analisados no fotodocumentador MiniBIS Pro associado ao
software Gel Capture Version 6.6 (DNR Bio - Imaging Systems). A
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purificacdo dos produtos de PCR foi efetuada com o kit RTP® DNA/
RNA Virus Mini Kit (Invitek), seguindo o protocolo do fabricante.

1.3.3.4 Digestdo enzimética dos vetores e insertos

A escolha das enzimas de restricdo considerou a disposi¢cdo dos
sitios de restrigdo no sitio maltiplo de clonagem do vetor ZsGreenl-1 e
as digestdes que comprometeriam a integridade do inserto ap6s analise
pelo sistema online NEBCutter V2.0 (New England BioLabs® Inc.). As
digestdes tanto dos produtos de PCR como do vetor ocorreram
conforme recomendacgdes do fabricante com as enzimas de restricdo
EcoRI (12 U/uL) e BamHI (10 U/uL) (Promega).

- Digest&o dos produtos de PCR

As enzimas EcoRI e BamHI foram aplicadas nas concentracdes
de 8,5 U para o inserto F3R3 e 8,0 U para o inserto FAR3 por reacdo de
20uL, sendo digerido em cada reacdo aproximadamente 1,5 pg dos
produtos de PCR quantificados em NanoVue Plus Spectrophotometer
(GE Healthcare Life Science). O tampédo de reacdo utilizado foi o
MULTI — CORE ™ 10 x, que proporciona atividade enzimatica de
100% para a enzima EcoRlI e entre 75 e 100% para a enzima BamHI. A
reagdo foi mantida por 4 h a 37°C em banho seco Thermomixer®
comfort (Eppendorf) e ao final da digestdo as enzimas foram inativadas
a 65°C por 15 min em banho seco.

- Digestao dos vetores

A digestdo do vetor pZsGreenl-1 ocorreu com as mesmas
enzimas e nas mesmas condicOes utilizadas para os produtos de PCR
(EcoRI e BamHI). Para cada reagdo de 20 pL foi utilizado 1 pg do vetor
pZsGreenl-1 (concentragdo 0,5 pg/ul) e 5 U de cada enzima de
restricdo por reacgéo.

1.3.3.5 Ligacao dos fragmentos

A ligacéo dos insertos F3R3 e F4R3 ao vetor pZsGreenl-1 e a
religacdo do vetor controle ZsGreenl-1 foi efetuada com a enzima T4
DNA Ligase (5 U/uL) (Fermentas) e com o tampdo que acompanha o0
kit em reacdo de 20 uL. Para a ligagdo foram utilizados 100 ng do vetor
pZsGreenl-1 digerido, com ou sem inserto digerido, na proporgéo 2 : 1
conforme dados do quadro 1. 5. A reacdo foi realizada a temperatura de
22°C em banho seco durante 4 h e posteriormente a enzima T4 DNA
Ligase foi inativada a 65°C em banho seco por 10 min.
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Quadro 1. 5: Particularidades das reagdes de ligacdo (Vi e Vo).

‘ Vi - F3R3 Vi - F4R3 Vo
Peso molecular do vetor
(pZsGreen1-1) 4,1kb 4,1kb 4,1 kb
Tamanho do inserto 663 pb 867 pb -
Proporc¢éo inserto x vetor/ 51 51 i
peso molecular
Quantidade do produto de | 1236 ng/ 100 946 ng/ 100 i
PCR ng do vetor ng do vetor
T4 DNA ligase 6U 5U 25U

O volume final das reacGes de ligacdo vetor - inserto (Vi) e vetor
religado (Vo) necessitaram reajuste para a transfeccéo celular. O ajuste
foi efetuado por evaporacéo do excesso de conteudo liquido das reagdes
em banho seco com temperaturas variando de 42 a 56°C em incubagéo
entre de 14 a 16 h até que cada microtubo, contendo Vo ou Vi, atingisse
aproximadamente 10 pL.

1.3.3.6  Transfeccdo celular

Placas de 24 cavidades contendo 6,64 x 10* células/ cavidade em
750 uL de DMEM + 10% de SFB foram preparadas 24 h antes da
transfec¢do e incubadas nas condi¢des padrdo para confluéncia final de
50 a 80%. A transfeccdo celular foi realizada pelo método da
lipofectamina com o kit Xfect™ Transfection Reagent (Clontech).
Posteriormente a lavagem das cavidades com 300 uL de PBS e adicdo
de 400 pL. de DMEM + 10% de SFB fresco foi aplicado 25 uL de
solucdo complexa de nanoparticulas, contendo Vi ou Vo, sob uma leve
agitacdo. Para a transfeccdo as placas foram incubadas nas condigdes
padrdo por 4 h com subsequente remogao da mistura de meio de cultura
e nanoparticulas e adi¢do de meio de manutencdo (DMEM + 10% SFB).
As células foram incubadas por mais 44 h antes de se dar inicio a
selecdo dos clones com G418.

1.3.3.7  Sele¢do dos clones e criopreservacao

A selecédo dos clones ocorreu com G418 ap6s 48 h de incubacéo
das células transfectadas. O G418 foi diluido a 100 mg/mL em agua
milli Q, filtrado em filtros descartiveis de 0,22 um e as aliquotas
diluidas (100 a 200 uL) armazenadas a — 20°C até o momento da
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utilizacdo. A selecdo dos clones Vo e Vi (F3R3 ZsGreenl-1 ou F4AR3
ZsGreenl-1) foi realizada com 0,8 mg/mL de G418 adicionado ao meio
de cultura. As células permaneceram em selecdo por 15 dias, sendo a
monocamada celular periodicamente lavada com 300 pL de PBS para
retirada das células mortas com posterior adi¢do de 500 uL. de DMEM
fresco + 10% de SFB acrescido de G418. Durante todo periodo de
selecdo as células foram mantidas em estufa nas condi¢des padréo.

Os clones selecionados foram propagados em garrafas de 75 cm?
contendo aproximadamente 15 mL de meio DMEM + 10% de SFB +
1% de PSA e 0,2 mg/mL de G418. A criopreservacdo foi realizada ap6s
tripsinizagdo das células, adicdo de 10 mL de DMEM + 10% de SFB +
1% de PSA e centrifugacdo das células em tubos de 15 mL, a 405 x g
por 5 min, em centrifuga refrigerada a 4°C. O sedimento resultante foi
ressuspenso em 1800 pL de SFB gelado com 10% de DMSO (Dimethyl
sulfoxide - Vetec™ 99,9%) e a suspensdo celular dispensada em
criotubos de 2 mL. Os criotubos foram distribuidos em um Mr. Frosty
Freezing Container® e mantidos & — 20 °C de 15 a 30 min,
posteriormente de 12 a 24 h a temperatura de — 80°C e finalmente
armazenados em nitrogénio liquido até utilizacdo.

1.3.3.8 PCR e sequenciamento dos insertos

Células transfectadas dissociadas das garrafas de cultura de 75
cm? com 1 mL de tripsina 2,5 g/L foram centrifugadas em tubos de 15
mL a 405 x g em centrifuga refrigerada a 4°C por 5 min. O
sobrenadante foi aspirado e o sedimento armazenado a - 80°C até o
momento da extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina seguindo o
descrito por Sambrook e Russel (2001) com algumas modificagoes.

Com o DNA plasmidial extraido das células foi efetuada uma
PCR conforme descrito no item 1.3.3.3 para a confirmagdo da presencga
dos fragmentos de interesse. O produto de PCR das células F3R3
ZsGreenl-1 foi submetido ao sequenciamento e o das células F4R3
ZsGreenl-1 foi sequenciado apés extracdo a partir do gel de agarose 1%
com o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

O sequenciamento foi gentilmente efetuado pela doutoranda Ana
Paula Gruendling no Laboratério de Protozoologia — UFSC utilizando
os iniciadores F4, F3 e R3 nas combinacfes adequadas e nas seguintes
condicbes de PCR: pré-incubacdo a 96°C por 60 seg, 35 ciclos
com desnaturacdo a 96°C por 1 seg, anelamento a 50°C por 5 seg com
rampa de alteracdo da temperatura de 1°C/seg ou 30%, e extensdo a
60°C por 4 min. Posteriormente os produtos marcados foram
precipitados utilizando etanol/EDTA (Acido etilenodiaminotetracético),
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ressuspensos em 10 pL de formamida e eletroinjetados no
equipamento Hitachi 3500 Genetic Analyzer (AB Applied
Biosystems®). A  reacdo foi preparada com o  Kit
BigDye® Terminator (AB Applied Biosystems®), seguindo instrucdes
do fabricante.

1.3.4  Autofluorescéncia celular e anélise de interferentes
I.3.4.1 Presenca e auséncia de SFB

Células ICP10 ZsGreenl-1 nas concentragfes celulares de 0,5 x
10°, 0,8 x 10° e 1,0 x 10° células/mL foram mantidas em placas de 24
cavidades com 750 uL MEM + 0,2 mg/mL de G418 na auséncia ou
presenca de 10% de SFB. Depois de 24 h de incubacéo sob condicGes
padrdo, as células foram lavadas com 300 uL de PBS e adicionados 400
uL de DMEM sem vermelho de fenol (Cultilab) + 0,2 mg/mL de G418,
suplementado ou ndo com 10% de SFB para observacdo do
comportamento da autofluorescéncia. A analise foi realizada por
microscopia de fluorescéncia 48 e 72 h apds a preparacéo da placa (Ver
item 1.3.7.1).

1.3.4.2 Concentracdo do SFB

Para avaliacdo do efeito de diferentes concentracBes de SFB
sobre a autofluorescéncia, placas de 24 cavidades contendo células
ICP10 ZsGreenl-1 (0,8 x10° células/mL) em 750 pL de MEM + PSA
1% e 0,2 mg/mL de G418 foram submetidas a diferentes concentragdes
de SFB (0,5%; 2%; 5%; 10%; 20% e 50%). Passadas 24 h da
preparacdo das placas, as células foram lavadas com 300 puL de PBS ¢ 0
meio substituido por 400 uL. de DMEM sem vermelho de fenol com 0,2
mg/mL de G418. A analise foi realizada por microscopia de
fluorescéncia 48 e 72 h apos a preparacao das placas (Ver item 1.3.7.1).

1.3.5  Disposicao dos nucleos em células autofluorescentes

Laminas para cultura celular contendo células FAR3 ZsGreenl-1
(5 x 10* células/ cavidade) foram preparadas em meio DMEM + 10%
SFB e 0,2 mg/mL de G418. Apds 24 h de incubacdo nas condicdes
padrdo, as cavidades foram lavadas 2 x com 250 puL de PBS, fixadas
com 250 pL de paraformaldeido 4% por 30 min a 4°C e lavadas
novamente com PBS por 10 min. A permeabilizacdo foi realizada com
250 uL de Triton - X 100 em PBS 0,1% por 30 min a 37°C em agitador
mecanico a 60 rpm, e apds, adicionados 100ul de Hoechst 32258
(Invitrogen) por cavidade para incubacdo por 40 min em agitador
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mecéanico a 60 rpm. O Hoechst foi removido e a lamina lavada 2 x com
PBS para montagem e analise em microscopio de fluorescéncia Nikon
80i Eclipse com sistema de captura de imagem. Os comprimentos de
onda empregados foram: para GFP, excitagdo 493 nm e emissdo 505 nm
e para Hoechst excitacdo 330 - 380 nm e emissao 440 nm.

1.3.6  Analise da fluorescéncia basal
1.3.6.1 Fluorescéncia basal em leitor de fluorescéncia

Placas de 24 cavidades com células FAR3 ZsGreenl-1 em
diferentes concentracdes (0,5 x 10°, 0,8 x 10°, 1,28 x 10°, 2,04 x 10°,
3,26 x 10° e 521 x 10° célulassmL) foram preparadas em 750
pL/cavidade de DMEM + 10% de SFB, 1% de PSA e 0,2 mg/mL de
G418. Leituras de fluorescéncia (Excitacdo: 493 nm e emissdo 505 nm)
foram executadas periodicamente entre 6 e 72 h apds a preparacdo da
placa incubada nos intervalos das leituras em condic¢des padréo. Em 6 h
foi efetuada também a analise do espectrograma de fluorescéncia com
excitacdo em 493 nm e leituras de emissdo de 300 a 800 nm em
intervalos de 10 nm. As leituras foram efetuadas no leitor SoftMax® Pro
- Molecular Devices e os dados analisados com o software GraphPad
Prism 5.

1.3.6.2  Fluorescéncia basal por citometria de fluxo

Placas de 24 cavidades com células FAR3 ZsGreenl-1 em
diferentes concentracdes (0,5 x 10 0,8 x 10 1,28 x 10°, 2,04 x 10°,
3,26 x 10° e 521 x 10° célulassmL) foram preparadas em 750
uL/cavidade de DMEM + 10% de SFB, 1% de PSA e 0,2 mg/mL de
G418. As placas foram incubadas nas condicGes padrdes e leituras de
fluorescéncia foram executadas em 6, 48 e 72 h ap6s preparagdo das
células para submisséo a citometria de fluxo com aquisicdo de 30000
eventos por analise (Ver item 1.3.7.2).

1.3.7  Inducéo do sistema reporter através da infecgéo viral

Placas de 24 cavidades com 0,8 x 10° células/mL foram
preparadas em 750 pL/cavidade de DMEM + 10% de SFB, 24 h antes
da infeccdo viral. Cavidades com células Vero, Vo, F3R3 ZsGreenl-1 e
FAR3 ZsGreenl-1 foram lavadas com PBS (300 pL) e infectadas com
400 pL de suspensdo viral de HSV-1 efou 2, em diferentes
concentracOes, preparadas em DMEM gelado (4°C). As placas foram
homogeneizadas e incubadas por 1 hora nas condic¢fes padrdo. Apos,
foram lavadas com 300 uL de PBS para adi¢do de 400 uL. de DMEM +
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0,2 mg/mL de G418 e incubadas novamente até 0 momento da analise
por microscopia ou citometria de fluxo (Ver itens 1.3.7.1 e 1.3.7.2). As
células infectadas com HSV-2 foram avaliadas em 24, 32 e 48 h apds
infeccdo, e as infectadas com HSV-1 avaliadas em 48 e 72 h ap6s a
infeccdo. Como controles, foram utilizadas células néo infectadas. Para
reducdo do fotoblogueamento, em alguns ensaios, foram adicionados 16
uM de rutina as cavidades contendo meio DMEM ou PBS. A rutina foi
aplicada 48 h ap6s infeccdo com HSV-2 para incubagdo por 30 min a
30°C anteriormente & microscopia.

1.3.7.1 Avaliacdo da fluorescéncia por microscopia

As placas foram mantidas protegidas da luz até o momento da
leitura em microscépio Olympus IX71 com fluorescéncia adaptada e
sistema de captura de imagem Cell*P Olympus.

1.3.7.2 Avaliacdo da fluorescéncia por citometria de fluxo

As células foram dissociadas das cavidades com 70 uL de
tripsina (2,5 g/L), suspensas em DMEM + 5% de SFB,
homogeneizadas por pipetagem e centrifugadas a 1125 x g por 5 min a
4°C em tubos de citometria de fluxo. O sobrenadante foi retirado, as
celulas ressuspensas em 250 ulL de PBS + EDTA 5 mM,
homogeneizadas e mantidas em banho de gelo em geladeira a 4°C de 30
a 45 min até a realizacdo da citometria de fluxo no Citémetro de Fluxo
BD FACSCanto ™ 1I - Laser azul (488 nm). Os resultados foram
analisados e tratados através do programa Flowing Software versdo
2.5.0 e GraphPad Prism 5. Os dados obtidos a partir das regides
selecionadas (gates) serviram como base para a construcdo dos graficos
de porcentagem de inducdo, utilizando a fluorescéncia média das
amostras corrigida pela fluorescéncia média dos controles celulares, e
dos histogramas ilustrativos.

1.3.8  Testes de viabilidade celular com amostras clinicas

A viabilidade das células FAR3 ZsGreenl-1 expostas por 2 ou 48
h as amostras clinicas foi avaliada por ensaios colorimétricos com MTT
(sal de tetrazélio) (BERTOL, 2011; FREITAS, 2001; MOSMANN,
1983; SILVA, I. T. D., 2009). Placas de 96 cavidades, com
aproximadamente 8000 células em 100 pL. de DMEM + 10% de SFB,
1% de PS e 0,2 mg/mL de G418, foram preparadas 24 h antes da
aplicacdo das amostras clinicas (soro, plasma ou liquor). O sangue foi
coletado no dia da realizacdo dos testes utilizando o sistema a vacuo
(Vacutainer®), centrifugado a 2205 x g por 5 min em centrifuga
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refrigerada a 4°C e o soro e o plasma transferidos para microtubos
armazenados a 4°C até utilizacdo. As amostras de liquor foram cedidas
pelo Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU-UFSC)
e mantidas em geladeira até aplicacdo nos ensaios. A utilizacdo das
amostras clinicas foi aprovada pelo comité de ética conforme disposto
na Plataforma Brasil (N° CAAE: 03659213.0.0000.0121).

Ap6s 2 h de incubacdo das células FAR3 ZsGreenl-1 nas
condi¢des padrdo com 100uL. de amostras clinicas, o primeiro grupo de
células em analise foi lavado 2 x com 200 uL de PBS para adi¢do de
200 uL de DMEM fresco. O segundo grupo nao foi lavado com PBS e
as amostras foram deixadas nas cavidades, sendo apenas adicionados
100 uL. de DMEM. Os dois grupos celulares foram incubados por mais
46 h para posterior remocao do sobrenadante das cavidades e aplicacdo
de 50 uL de MTT a 1 mg/mL diluido em DMEM com nova incubagdo
nas condi¢des padrdo por mais 4 h. Ap6s remocdo do MTT, foram
adicionados as cavidades 100 uL de DMSO, as placas agitadas até
dissolucdo dos cristais e realizada as leituras de absorbancia a 540 nm
em leitor SoftMax® Pro -Molecular Devices. Como controles foram
utilizadas células sem adicdo de amostras clinicas (controle celular) e
cavidades sem células (branco). Os dados obtidos foram analisados no
software GraphPad Prism 5.

1.3.9  Testes com antivirais e candidatos antivirais inativos

Todos os antivirais e candidatos a antivirais inativos testados
foram diluidos em solu¢do de DMSO (Dimethyl sulfoxide — Merck >
99%) e armazenados a -20°C até o momento do uso. As diluicdes
secundarias para uso imediato foram efetuadas em meio DMEM e a
concentracdo de DMSO mantida abaixo de 1% para aplicacdo nas
células.

Células F4R3 ZsGreenl-1 expostas ao HSV-2 foram tratadas
com aciclovir (ACV), acido galico (AG), convalotoxina (CNV) e o
extrato de Uncaria sp. (UT7), todos com atividade antiviral
comprovada, e com os candidatos a antivirais inativos p-metildigoxina
(C16), Epi-digitoxigenina 30-OH (C20) , 21-O-malonil-
desoxicorticosterona (C22) e o extrato de Passiflora edulis, (BERTOL,
2011; CARVALHO, 2011; SILVA, 2009; LUPI; LAMY;
SEMENOVITCH, 2010; KRATZ et al, 2008; CAON et al, 2014).

1.3.9.1 Tratamento

Placas contendo 0,8 x 10° células/mL (750 uL/cavidade) de
células FAR3 ZsGreenl-1 em meio DMEM + 10 % de SFB e 0,2
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mg/mL de G418 foram preparadas 24 h antes de serem infectadas com
450 UFP/mL de HSV-2. As cavidades foram lavadas com 300 pL de
PBS e aliquotas de 2 mL da suspensdo viral de HSV-2 foram preparadas
e aplicadas nas cavidades acrescidas dos antivirais AG, UT7 e CNV ou
sem 0s demais agentes de tratamento para infeccdo nas condicdes
padrdo por 1 hora (Quadro I. 6). Passado o tempo de infeccdo, a
monocamada celular foi lavada com 300 uL de PBS e adicionado 400
uL de DMEM contendo 0,2 mg/mL de G418 e os antivirais ou
candidatos inativos. As placas foram novamente incubadas nas
condi¢des padrdo por 48 h até leitura por citometria de fluxo para
avaliacdo da expressao da GFP (Ver item 1.3.7.2). As concentracGes dos
agentes utilizadas estdo no quadro I. 6 e no quadro I. 7.

Como controles celulares foram usadas cavidades contendo
células que ndo receberam suspensdo viral; como controle viral foram
utilizadas cavidades contendo células que receberam suspensdo viral,
mas ndo foram tratadas com os antivirais ou candidatos inativos e como
controles dos antivirais e dos candidatos inativos foram selecionadas
cavidades contendo células que ndo receberam suspensdo viral durante
o0 periodo de infeccdo e que receberam os agentes de tratamento.

Quadro I. 6: Antivirais testados no sistema repdrter usando células
FAR3 ZsGreenl-1 frente a infeccdo com HSV-2.

Antiviral/ Fase =~ Classe/ ‘

CCSO‘ CI50 ‘ L] ‘Referéncias

do tratamento Sigla usada
>
Aciclovir Farmaco/ 1,18 5
*(Incubac&o) ACV plg?%()L pg/mL | pg/mL SILVA, 2009
Acido Galico | composto/ | . > | 3356 | 10 | KRATZetal,
*(Infecgéo e AG 1000 M M 2008
incubag?o) UM #* H u
Uncaria sp.
*(Infecgéo e E)S[?;Ol 5/15L 0,/13L /2 L CAON, 2014
incubacao) ng/m ug/m ng/m
. BERTOL,
Ci’;m?(!‘c’;;’f;”a Composto/ | 202 | 002 | 005 2011;
incubagio) CNV UM | pM** | M CAR;SE_HO,

Legenda: * Fases dos ensaios em que os antivirais foram adicionados; **Valor determinado
em células GMK AH1; *** Valor obtido para 0 HSV-1; CC50: Concentragdo citotoxica 50%;
CI150: Concentragao inibitéria 50%.
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Quadro |. 7: Candidatos inativos testados no sistema reporter usando
células FAR3 ZsGreenl-1 frente a infecgdo com HSV-2.

Candidatos inativos/ Classe/ [1

_ Fase dotratamento_ _ Sigla % _uysaga_ Referenc

Passiflora edulis em
A Extrato/ > 1000 500
acetato de etila ;Argg ma/mL | ma/mL SILVA, 2009
*(Incubacéo) 9 9
B-metildigoxina Composto/ | 34,70 0,05
*(Incubagéo) Cl16 uM nM BERTOL,2011
Epi-digitoxigenina Com
posto/ | > 65,00 0,05
30z-OH~ c20 WM M BERTOL,2011
*(Incubacao)
21-O-malonil-
o >62, ,
desoxicorticosterona Congg%sto/ 6M50 ?“?/? BERTOL,2011
*(Incubacéo) H

Legenda: * Fase dos ensaios em que os candidatos inativos foram adicionados; CC50:
Concentragao citotoxica.

1.3.10 Inducéo do sistema repdrter pela Hidroxiuréia

Placas de 24 cavidades contendo 0,8 x 10° células/mL (750
uL/cavidade) de células F4R3 ZsGreenl-1 foram preparadas 24 h
anteriores ao tratamento com hidroxiuréia. A monocamada celular foi
adicionado DMEM acrescido de 0,2 mM de hidroxiuréia e de 0,2
mg/mL de G418. Ao controle celular foi adicionado apenas meio
DMEM com 0,2 mg/mL de G418. As placas foram incubadas nas
condi¢des padrdo por 48 h até a realizacdo da citometria de fluxo para
avaliar a expressdo de GFP em funcéo da indugdo quimica utilizando
hidroxiuréia (Ver item 1.3.7.2).

1.3.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada através do software GraphPad
Prism 5.

ANOVA de dois fatores (Two-way) e pos-teste de Bonferroni
foram utilizados para todas as analises exceto para as de viabilidade
celular com as amostras clinicas e ensaios com hidroxiuréia, nas quais
foram utilizados ANOVA de um fator (One-way) com poés-teste de
Dunnett.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.4.1  Construcéo do sistema repdrter

A presenca dos amplicons, F3R3 (663 pb) e FAR3 (867 pb), foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose, nos quais se observou
bandas de DNA com os tamanhos moleculares esperados, quando
comparadas com o padrdo de peso molecular (100 pb). Ambos o0s
produtos foram expressos como bandas de grande intensidade e isentas
de amplificagdes inespecificas visiveis (Figura I. 6).

Figura I. 6: Eletroforese dos produtos da PCR F3R3 e F4R3 em gel de agarose.
Produtos obtidos com os iniciadores F3 + R3 - 663 pb (Colunal) e F4 + R3 -
867 pb (Coluna 4), controles negativos (Colunas 2 e 5) e padrdes de peso
molecular - 100pb ( Colunas 3 e 6).

1 2 3 4 5 6

1000 pb

500 pb

1.4.2  Selecdo das células transfectadas

As células submetidas a selecdo com 0,8 mg/mL de G418
apresentaram, entre o terceiro e quinto dia de tratamento, morte celular
macica das células ndo transfectadas. Através da microscopia, foi
constatado o desprendimento celular da monocamada e a presenca de
células arredondadas, caracteristicas tipicas de morte celular (Figura I.
7). Ao final da segunda semana de tratamento houve redug¢do no nimero
de células mortas até o cessamento do desprendimento celular da
monocamada indicando a selecdo dos clones recombinantes.
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Figura I. 7: Imagem ilustrativa de células transfectadas durante o processo de
selecdo com G418 (4 x). (A) Células do controle celular em monocamada. (B)
Células desprendidas da monocamada celular indicando morte celular devido a
aplicacdo de G418. Imagem do inicio da segunda semana de sele¢cdo com G418.

O G418 é comumente utilizado para a selecdo de células
eucaridticas  estavelmente transfectadas. Este aminoglicosideo,
semelhante a gentamicina, neomicina e kanamicina, atua por inibicdo da
sintese proteica celular aparentemente por ligacdo aos ribossomas,
porém o0 mecanismo exato de acdo ainda ndo foi elucidado. Dessa
forma, a morte das células ndo resistentes acontece em consequéncia da
interrupcdo  da sintese proteica (BAR-NUN; SHNEYOUR,;
BECKMANN, 1983; RANG et al., 2007; SAMBROOK; RUSSELL,
2001; TOBE etal., 2013; ZANETTI; GOMES; HAN, 2013).

As células que receberam os vetores pela fusdo do lipossoma,
composto pelo DNA e por lipideos catidnicos, com a membrana
plasmatica no momento da transfeccdo sdo resistentes ao G418, pois 0
vetor pZsGreenl-1 possui um gene de resisténcia que permite a
sobrevivéncia das células transfectadas mesmo na presenca deste
aminoglicosideo (FELGNER et al., 1987; GRIMM, 2004).

1.4.3  Confirmacéo da transfeccdo por PCR e sequenciamento

A PCR executada com o DNA plasmidial obtido de células
transfectadas e em cultura resultou em bandas com tamanhos
moleculares correspondentes aos esperados para cada inserto - F3R3
(663 pb) e F4R3 (867 pb), conforme observado na figura I. 8. Isso
confirmou a presenca dos vetores com 0S respectivos insertos nas
células em cultura.
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Figura I. 8: Eletroforese em gel de agarose mostrando produtos de PCR obtidos
a partir de DNA plasmidial extraido de células transfectadas. Observam-se
produtos de PCR com tamanhos moleculares de aproximadamente 867 pb
(Coluna 1) e 663 pb (Coluna 2) correspondente ao esperado para 0s insertos
FAR3 e F3R3 respectivamente.

1 2 PM

1000 pb

500 pb

Legenda: PM — Padrao de peso molecular — 100 pb.

O sequenciamento dos produtos de PCR (F3R3 e F4R3)
confirmou a identidade das sequéncias referentes & regido ICP10
(GenBank: M27012.1) para ambos os fragmentos conforme analises via
BLASTn. O sequenciamento diretamente do DNA plasmidial, para
confirmacdo da clonagem sitio direcionada, foi realizado, entretanto a
qualidade das sequéncias obtidas ndo foi adequada as anélises.

1.4.4  Autofluorescéncia celular e analise de interferentes

A expressdo de fluorescéncia pelas células do sistema repOrter
deveria ocorrer apenas em células submetidas a infecgéo viral, porém
células fluorescentes na auséncia de infec¢do viral (autofluorescentes)
foram observadas nos sistemas ICP10 ZsGreenl-1 (F3R3 ZsGreenl-1
ou F4R3 ZsGreenl-1), mas ndo no sistema celular controle, que
continha apenas células com o vetor pZsGreenl-1 (Vo). Pontos
autofluorescentes distribuiam-se homogeneamente na monocamada
celular e, curiosamente, as células autoflorescentes se dispunham em
pares isolados ou em grupos binarios, estando muito préximas umas das
outras (Figura 1. 9). Ocasionalmente, foram identificadas células
autofluorescentes Unicas isoladas, porém estas células tinham como
caracteristica o tamanho aumentado.
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A autofluorescéncia em questdo ndo se refere a fluorescéncia
basal. A fluorescéncia basal é expressa por todas as células como um
fundo (Background) observado por microscopia de fluorescéncia ou
uma fluorescéncia fraca detectada por citometria de fluxo. A
autofluorescéncia visualizada nas cavidades é expressa apenas por
algumas células e resulta da ativagdo do sistema repérter de forma
alternativa a ativacao via VP16, diferenciando-se assim da fluorescéncia
basal.

Figura 1. 9: Autofluorescéncia e morfologia celular apresentada por células
ICP10 ZsGreenl-1 48 h ap6s a preparagdo das placas. Imagens Al e A2
contendo células autofluorescentes dispostas em duplas ou grupos na
monocamada celular (Setas indicativas) (10 x). Imagens B1 e B2 demonstrando
células dispostas em duplas na monocamada celular com morfologia sugestiva
de prévia divisdo celular (Setas indicativas) (40 x). Células mantidas em meio
DMEM acrescido de 10% de SFB e analisadas por microscopia de
fluorescéncia.

B2

Durante os ensaios foi efetuado o isolamento celular por diluigdo
limitante das células FAR3 ZsGreenl-1 na tentativa de eliminar células
com autofluorescéncia, deixando apenas clones de células induziveis por
virus. Ao final do isolamento, realizado em placas de 96 cavidades
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contendo de 1 a 10 células por cavidade, obteve-se um clone
denominado de clone 18. Testes subsequentes por citometria de fluxo,
porém, demonstraram que o clone 18 isolado ndo apresentava um
sistema reporter funcional através da inducéo viral pelo HSV-2, sendo a
cultura deste isolado descontinuada.

Partindo dos resultados obtidos pelo isolamento, surgiu a hip6tese
de que a autofluorescéncia pudesse surgir em consequéncia de alguma
condicdo da cultura celular. O SFB adicionado ao meio de cultura
celular poderia consistir nessa condicdo, pois é uma fonte rica em
proteinas, metabdlitos intermediarios, fatores de crescimento, lipideos e
hormdnios. Estes constituintes do SFB podem atuar na regulacdo, por
estimulo ou inibicdo, da proliferacdo celular e em algumas situacdes na
diferenciacdo de células em cultura (FRESHNEY, 2005). As células
avaliadas na presenca e auséncia de 10% de SFB mostraram um
aumento no ndmero de células autofluorescentes quando mantidas na
presenca de SFB em relacdo as células sem SFB (dados ndo mostrados).

A exposicdo das células a diferentes concentragbes de SFB
(0,5%, 2%, 5%, 10%, 20% e 50%), utilizadas para avaliar a influéncia
da concentracdo do SFB sobre a autofluorescéncia, ndo resultou em
alteracOes visiveis por microscopia de fluorescéncia. Entretanto, uma
associacdo entre a concentragdo celular e a autofluorescéncia pode ser
constatada. Em andlises subsequentes com maior variacdo da
concentracdo celular também pode ser observada relacdo entre a
concentracdo celular e a autofluorescéncia. Quanto maior a
concentracdo celular maior o numero de células autofluorescentes
(Figura 1. 10).
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Figura 1. 10: Imagem representativa de células autofluorescentes em cavidades
com diferentes concentracBes celulares 48 h apGs a preparacdo das placas.
Imagem por microscopia de fluorescéncia (20 x) de células autofluorescentes
em cavidades com 0,8 x10° células/ mL (A) e de células autofluorescentes em
cavidades com 3,33 x10° células/ mL (B).

A

1.4.5 Morfologia das células autofluorescentes

De acordo com a morfologia apresentada pelas células
autofluorescentes, a improvavel associacdo da autofluorescéncia com a
presenca de diferentes concentracdes de SFB e sua possivel relagdo com
a concentracdo celular, foi avaliada a disposi¢do nuclear das células
contendo autofluorescéncia por coloragdo com Hoechst. O Hoechst
possui afinidade pelo DNA celular expressando fluorescéncia azul,
sendo um reagente ideal para a analise da morfologia do ntcleo celular
em estudos de ciclo ou mecanismos de morte celular. Os resultados
visualizados por microscopia sugeriram que a presenca da
autofluorescéncia em células ICP10 ZsGreenl-1 estaria associada com a
divisdo celular, visto que a morfologia das células coincidiram com a
morfologia caracteristica do processos de divisao celular (Figura I. 11).
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Figura 1. 11: Disposicdo dos nucleos das células autofluorescentes F4R3
ZsGreenl-1 coradas com Hoechst (40 x). (Al e A3) Células autofluorescentes
em disposicdo sugestiva de processo de divisdo celular, com duplicagdo do
nlcleo sem separacéo citoplasmatica e apresentando tamanho aumentado. (B1 e
B3) Células autofluorescentes dispostas em duplas na monocamada celular
ilustrando a caracteristica comumente visualizada por microscopia de
fluorescéncia. Imagens obtidas 24 h ap6s a preparacdo da lamina de cultura.

GFP Hoechst Sobreposicao

B2 B3

Baseando-se nos dados obtidos, levantou-se a hipétese de que
alguma proteina, fator ou via sinalizadora da divisdo celular poderia
ativar o promotor ICP10, desencadeando a expressdo da
autofluorescéncia. Isso também justificaria a maior autofluorescéncia
apresentada pelas células cultivadas na presenca de SFB, pois o soro
estimula a divisao celular. Esta hip6tese é fortemente sustentada quando
integrada aos dados encontrados na literatura, mostrados a seguir.

Como j& descrito, para a ocorréncia da indugdo do promotor viral
ICP10 pelos virus HSV ha necessidade da interacdo da proteina VP16
com fatores celulares (Oct-1 e HCF-1), formando o VIC, que leva a
expressdo dos genes IE (WHITLEY et al., 1998; WYMER et al., 1989;
WYSOCKA; HERR, 2003). Dos fatores transcricionais contribuintes
para a ativacdo da expressao dos genes IE, o HCF-1 é essencial. O HCF-
1 possui tamanha importancia que em situagdes especificas pode induzir
a expressdo de genes IE na auséncia de formacdo de complexo VIC,
indicando a existéncia de vias alternativas de regulacdo dos genes IE
(KRISTIE et al., 2010). Sendo assim, o sistema repdrter construido com
base nos principios de ativacdo do promotor ICP10 poderia, da mesma
forma, estar submetido a outras vias de regulacdo que nao via VIC.
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O fator celular HCF-1, além de participar da formacdo do
complexo indutor de ICP10, interage com uma variedade de fatores
celulares implicando na mediacdo de diversas vias metabdlicas e sendo
um integrante fundamental de processos bioldgicos como o de regulacéo
génica, proliferacdo celular e progressdo do ciclo celular (KNEZ et al.,
2006; KRISTIE et al.,, 2010). Esse fator foi identificado formando
complexos com a proteina pRB (Proteina do Retinoblastoma) e com
fatores de transcricdo da familia E2F durante o ciclo celular nas fases
Gl e S. A pRB é uma proteina conhecidamente reguladora do ciclo
celular e que esta acoplada aos fatores de transcricdo da familia E2F
(KNEZ et al.,, 2006; TYAGI et al., 2007). Conforme relatado por
Hanson e colaboradores (1994), o promotor ICP10 sofre regulagéo por
proteinas do ciclo celular incluindo a pRB. Quando hipofosforilada a
pRB tem papel repressor de E2F, porém sob condi¢des favoraveis sofre
fosforilacdo por cinases dependente de ciclina, resultando em uma
mudanca conformacional com consequente diminuicdo da afinidade da
pRB pelos fatores de transcrigdo E2F. A baixa afinidade libera os fatores
E2F, fundamentais agentes da expressao de genes que proporcionam a
passagem da fase G1 para a fase S e desenvolvimento da fase S do ciclo
celular (BARTEK; LUKAS, 2011; BURKE; HURA; RUBIN, 2012;
COBRINIK, 2005; FRESHNEY, 2005; HANSON et al., 1994;
IKEDA; JAKOI; NEVINS, 1996). A propriedade inibitéria da
progressdo da fase G1 apresentada pelos HSV, em parte, parece estar
conectada com a competicdo de VP16 por HCF-1, impedindo a sua
associa¢do normal com moléculas da familia E2F e progressao do ciclo
celular, o que reforca a ideia levantada (KNEZ et al., 2006; TYAGI et
al., 2007).

Em conclusdo, considerando que o HCF-1 pode agir
independentemente da formacdo do complexo VIC, por vias
alternativas, induzindo a expresséo de genes IE e que o fator HCF-1 esta
intimamente associado com as etapas do ciclo celular, pode-se supor que
o recrutamento de HCF-1, durante os processos que resultam na diviséo
celular, poderia proporcionar o desencadeamento da inducdo do sistema
repérter nas células. Assim, a autofluorescéncia apresentada pelas
células, sugestivamente durante a divisdo celular, estaria sob o
regimento de vias alternativas, sendo o fator HCF-1 a peca chave para
explicar tal expressdo. Estudos mais aprofundados sobre ciclo celular e
sua relacdo com a autofluorescéncia ndo foram efetuados em virtude
deste néo ser o foco do trabalho.
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1.4.6  Inducdo do sistema reporter: avaliacdo por microscopia de
fluorescéncia

A inducéo do sistema celular repérter pode ser observada através
do surgimento de células fluorescentes na regido de apresentacdo do
efeito citopatico produzido pelo HSV-2 (Figura I. 12). Placas de lise
circundadas por células citomorfologicamente alteradas, indicando
infeccdo viral, expressaram clara fluorescéncia, enquanto as células
periféricas a regido da placa de lise ndo retrataram qualquer
fluorescéncia. A partir do observado por microscopia, confirmou-se a
ocorréncia de inducéo do sistema repérter pelos virus HSV-2, 48 h ap6s
a infecgdo. A inducdo do sistema também ocorreu utilizando o HSV-1,
mais detalhes sdo discutidos no item 1.4.10. Resultados de indugédo
consistentes foram obtidos apenas com o sistema F4R3 ZsGreenl-1
enquanto os testes de inducdo realizados com o sistema F3R3
ZsGreenl-1 ndo apresentaram inducéo efetiva. O grupo celular F3R3
ZsGreenl-1, apesar de ndo apresentar um sistema funcional, tem
resultados discutido no decorrer deste trabalho por sugestivamente as
diferencas entre F4R3 e F3R3 apontarem sitios de regulacdo importantes
para a inducéo de ICP10.
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Figura I. 12: Células fluorescentes circundando o efeito citopatico produzido
pelo HSV-2 (10 x). (A) Setas 1 indicando regido do efeito citopético e seta 2
indicando células sem efeito citopatico e sem fluorescéncia (B) Setas 1
indicando exemplos de células fluorescentes e seta 2 indicando células sem
efeito citopatico e sem fluorescéncia. Células mantidas em DMEM + 1% de PS
e 0,2 mg/mL de G418. Infeccdo com suspensdo viral a 180 UFP/mL (MOI = 1,2
x 10%). Imagens obtidas 48 h apés a infecgdo viral.

De acordo com dados da literatura (KUNG et al., 2000) o
promotor ICP10 é ativado e a RR1 transcrita precocemente durante a
replicagdo viral, assim esperava-se a presenca de fluorescéncia ainda nas
primeiras horas apds infeccdo. Avaliagcdes periddicas por microscopia de
fluorescéncia foram efetuadas a partir da terceira hora ap6s a infecgdo
nos testes preliminares. Ao final dos ensaios, foi constatada a
necessidade de 48 h de incubacdo para a fluorescéncia das células
repérteres ser visualizada por microscopia de fluorescéncia.

Talvez a visualizagdo tardia da fluorescéncia reflita a ocorréncia
de fotoblogueamento da GFP, produzida de forma menos expressiva
durante o periodo inicial de inducdo ou por o promotor nédo ser forte o
suficiente para efetuar a inducdo detectavel precocemente. A expressdo
tardia poderia também simplesmente se associar a necessidade de um
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tempo prolongado para a ativacdo, transcricdo, maturagdo e acimulo
suficiente de GFP para a deteccéo.

A proteina GFP pode sofrer fotoblogueamento por ser oxidada
por metabdlitos celulares ou por componentes do meio de cultura,
comprometendo sua visualizagdo devido a conversdo da GFP em
proteina de fluorescéncia vermelha. Foram descritas melhorias na
estabilizacdo de proteinas fluorescentes e reducdo do fotoblogqueamento
guando células expressando GFP foram cultivadas em meio DMEM sem
as vitaminas riboflavina e piridoxal, bem como em meio sem essas
vitaminas e com adi¢do de rutina. A rutina, conhecida também por
vitamina P, é um bioflavondide com atividade antioxidante, anti-
inflamatdria,  anticarcinogénica, hepatoprotetora  entre  outras
propriedades. Este bioflavondide é amplamente distribuido no reino
vegetal, tendo aplicacbes farmacoldgicas diversas. A inibicdo do
fotoblogqueamento de proteinas fluorescentes pela rutina provavelmente
acontece em funcdo de sua propriedade antioxidante, porém,
desconhece-se 0 mecanismo exato de sua acdo (BECHO; MACHADO;
GUERRA, 2009; BOGDANOV; KUDRYAVTSEVA; LUKYANOV,
2012; MICROMEDEX, 2014).

Com base no descrito por Bogdanov e colaboradores (2012) a
rutina foi adicionada na tentativa de reduzir um possivel
fotobloqueamento nas células F4AR3 ZsGreenl-1 expressando GFP. A
fluorescéncia observada por microscopia, no entanto, ndo pareceu sofrer
forte alteracdo, tanto quando a rutina foi adicionada ao PBS, usado
alternativamente ao meio sem vitaminas, quanto aoc meio DMEM
contendo todas as vitaminas (BOGDANOV et al., 2009; BOGDANOV
etal., 2012).

1.4.7  Fluorescéncia celular: avaliacdo em leitor de fluorescéncia

A fim de proceder com os ensaios utilizando o sistema reporter,
tornou-se fundamental saber o quanto a fluorescéncia basal acrescida da
autofluorescéncia em células ndo infectadas poderia comprometer os
testes de inducdo. Por microscopia ja havia sido constatada a inducéo
efetiva do sistema repdrter pelos virus HSV-2 (Item I. 4. 6). Entretanto,
a automatizacdo da metodologia de detecgdo poderia facilitar e acelerar
tal procedimento, trazendo beneficios a utilizacdo da técnica.

A primeira alternativa levantada para a automatizagdo foi o uso
do leitor de fluorescéncia - SoftMax® Pro -Molecular Devices,
utilizando placas de 24 cavidades para leitura direta da fluorescéncia
celular. Conforme o fabricante, o SoftMax® Pro faz leituras de
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absorbancia, luminescéncia e fluorescéncia em placas, permitindo
diferentes modos de leitura em comprimentos de onda fixos ou para
realizagdo de espectros.

As andlises utilizando o leitor ndo retrataram variacdo
significativa da fluorescéncia nas células ndo infectadas no decorrer dos
tempos de andlise, porém ocorreu variagao significativa da fluorescéncia
de acordo a concentragéo celular depositada em cada cavidade (Figura I.
13). Obviamente, quanto maior o nimero de células maior o somatorio
da fluorescéncia basal. Além disso, caso adotado como verdadeira a
hipotese da relacdo entre autofluorescéncia e divisdo celular, os
resultados seriam concordantes, afinal quanto maior o nimero de células
em uma cavidade maior a chance de ocorréncia de divisdo celular e
maior o nimero de células autofluorescentes por campo, em condigdes
adequadas e ndo limitantes de cultura.

A variagcdo da fluorescéncia no espectrograma confirmou a
correta leitura da emissdo em 593 nm, visto que 0s picos maximos
ocorreram neste comprimento de onda. Pode ser constatada também
uma intensificagdo dos picos no espectrograma associada ao aumento da
concentragdo celular, concordando com o0s dados de leitura da
fluorescéncia retratados na figura I. 13.
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Figura 1. 13: Fluorescéncia apresentada por células FAR3 ZsGreenl-1, ndo
infectadas, em diversas concentragbes celulares e em diferentes tempos.
Andlises por ANOVA dois fatores mostraram diferenca significativa da
fluorescéncia *** (P < 0,0001) entre as concentracdes celulares avaliadas,
porém ndo demonstraram diferenca significativa entre os tempos de incubagéao
analisados. Os dados representam a média +/- desvio padrdo de dois ensaios.
Acima do grafico encontra-se o espectrograma de fluorescéncia das células
FAR3 ZsGreenl-1, no qual se observa um aumento na intensidade de
fluorescéncia, retratada pelo aumento da intensidade dos picos, proporcional as
concentragBes celulares analisadas.
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Tentativas de padronizar a leitura em placas contendo células
induzidas por infeccdo viral ndo foram satisfatorias. Provavelmente, as
células infectadas distribuem-se heterogeneamente nas cavidades e as
leituras endpoint ndo sdo adequadas para analisar a expressao de
fluorescéncia em células induzidas por virus. Além da dependéncia da
concentracdo celular adotada, cada tipo de placa de cultura celular
utilizada necessita de um processo de padronizacdo. Devido as variaveis
apresentadas durante os ensaios, optou-se por ndo utilizar o leitor de
fluorescéncia como método de deteccao.
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1.4.8  Fluorescéncia celular: avaliagdo por citometria de fluxo

A metodologia de deteccéo testada alternativamente ao leitor de
fluorescéncia foi a citometria de fluxo. De acordo com os dados obtidos,
observou-se que por citometria de fluxo as diferentes concentracdes
celulares e os tempos de incubacdo ndo alteravam significativamente a
expressao da fluorescéncia das células F4AR3 ZsGreenl-1 ndo infectadas,
indicando ser esta uma metodologia de deteccdo promissora (Figura I.
14).

Figura I. 14: Avaliacdo da média da intensidade de fluorescéncia apresentada
por células F4R3 ZsGreenl-1, ndo infectadas, em diversas concentragdes
celulares e em diferentes tempos por citometria de fluxo. Andlise por ANOVA
dois fatores ndo mostrou diferengas significativas na média da intensidade de
fluorescéncia para as distintas concentragdes celulares e para os tempos de
incubacdo analisados. Os dados representam a média +/- desvio padrdo de dois
ensaios.
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Legenda: URF- Unidades relativas de fluorescéncia. Céls — células.

A ndo ocorréncia de diferencas significativas pode acontecer em
funcdo das caracteristicas metodolédgicas da citometria de fluxo. Como
por citometria de fluxo as células sdo avaliadas de forma
individualizada, ndo h& somatério da fluorescéncia basal como ocorre
com o uso do leitor de fluorescéncia.

A constatacdo de que a concentracdo celular e os tempos de
incubacdo ndo alteraram a leitura da fluorescéncia por citometria de
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fluxo, fez com que a escolha da concentracdo celular para os demais
ensaios de inducdo fosse escolhida com base no aspecto de distribuicdo,
confluéncia e homogeneidade das células nas cavidades, 24 h ap6s a
preparacdo das placas. Como observado na figura I. 15, a concentragdo
celular de 0,8 x 10° células/mL forma em 24 h uma monocamada com
auséncia de sobreposicdo celular, porém com confluéncia de
aproximadamente 100% e com possibilidade de acomodar possiveis
células em proliferagdo durante o tempo de ensaio de inducdo, sem
comprometer a homogeneidade e adequabilidade da monocamada
celular. Dessa forma, a concentraco celular de 0,8 x10° células/mL foi
utilizada nos demais ensaios avaliados por citometria de fluxo.

Figura 1. 15: Imagens por microscopia Optica - campo claro (4 x) das células
FAR3 ZsGreenl-1 em diferentes concentracbes 24 h ap6s a preparagdo das
placas.

0,5 x 105 células/mL 0,8x105células/mL 1,28 x 105 células/mL 2,04 x 10° células/mL

1.49 Inducdo do sistema reporter por HSV-2: avaliagdo por
citometria de fluxo

A marcacdo celular com proteinas fluorescentes integradas as
células possibilita sua quantificagdo utilizando-se a metodologia de
citometria de fluxo. As células podem ainda ser purificadas com base
em seu nivel de expressdo de fluorescéncia para posteriores estudos
através de diferentes técnicas de deteccdo (EL-SHERBINI et al., 2009;
LOPEZ, 2006). Por citometria de fluxo, nos diagramas gerados pelos
softwares, podem ser demarcadas areas (gates) para as analises. O gate é
criado para delimitar regides contendo uma populagdo de interesse e/ou
eliminar eventos indesejaveis deixando disponivel apenas o grupo
celular que serd empregado no estudo ou analisado estatisticamente
(PURSLEY, 2006).

Inicialmente, por ndo haver conhecimento prévio sobre o
comportamento das células transfectadas e submetidas a infeccdo, foi
demarcado um gate isolando o grupo de células vidveis para realizagéo
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das anélises estatisticas e descartando as células mortas e os residuos
celulares conforme exemplificado na figura I. 16.

Figura 1. 16: Dot plot ilustrando a area selecionada (-o-) para analise
estatistica dos grupos celulares avaliados.
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No decorrer dos ensaios, um comportamento padrdo das células
infectadas, sujeitas a expressdo de fluorescéncia por inducéo do sistema
reporter, foi observado. Essas células demonstraram tamanho
aumentado e maior complexidade, havendo deslocamento dos eventos
para a regido do quadrante superior direito - quadrante B (Figura I. 17).
Isso é esperado se consideradas as caracteristicas celulares apresentadas
por células infectadas. Assim, um gate no quadrante superior direito dos
dot plots proporcionou a construcdo de histogramas com melhor
definicdo ilustrativa das diferencas de expressdo da fluorescéncia das
células induzidas em relacdo as concentragdes virais aplicadas. Na
figura I. 17 constata-se 0 aumento do nimero de eventos na regido do
quadrante B proporcionalmente ao aumento da concentragdo viral
utilizada para a indugdo. Como os virus levam as células & morte, um
aumento no nimero de eventos na regido que retrata células mortas e
restos celulares, quadrantes A e D, também podem ser visualizados.
Todos os histogramas dispostos neste trabalho foram construidos para
cada grupo celular utilizando um gate semelhante ao ilustrado na figura
1.17. Estes histogramas possuem apenas funcdo representativa e foram
obtidos com base em ensaios isolados. Dados correspondentes aos
ensaios independentes, obtidos com o gate demarcados de forma
semelhante ao ilustrado na figura I. 16 estdo retratados nas figuras com
graficos contendo a andlise estatistica.
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Figura I. 17: Dot plots demonstrando a area selecionada para a construgao dos
histogramas (quadrantes B, indicados pelas setas). Observa-se um aumento no
nimero de eventos nos quadrantes indicados pelas setas proporcional ao
aumento da concentracdo viral utilizada para infeccéo e indicada em UFP/ mL.
Dados obtidos 48 h apds a infeccédo viral com aquisicdo de 30000 eventos por
analise. Os Dot plots apresentados referem-se a um ensaio isolado e tem apenas

funcdo ilustrativa.
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Como havia sido detectada a expressdo de GFP visivel somente
48 h apds a infeccdo por microscopia de fluorescéncia, e pelo fato da
citometria de fluxo ser uma metodologia mais sensivel que a
microscopia de fluorescéncia, os tempos testados para a padronizacao da
citometria de fluxo foram 24 e 32 h p6s-inducdo do sistema, além do
tempo de 48 h ja estabelecido para a microscopia.

As concentragfes virais testadas resultam entre 20 a 240 UFP/
cavidade. Essa variacdo de numero de placas de lise permitiu analises
por microscopia, que necessitam de menor nimero de UFPs para
adequada leitura, até quantidades maiores que mantem um nudmero
consideravel de células infectadas para estudos por citometria de fluxo.
O ajuste da concentracdo mais alta de virus utilizada considerou a
concentracdo que proporcionava a maior quantidade de células
infectadas e ndo lisadas nos tempos escolhidos para a leitura no
citbmetro de fluxo.

A concentragdo viral utilizada para inducdo do sistema esta
expressa em MOI (Multiplicity Of Infection) e em UFP/cavidade na
tabela 1. 1. O MOI representa a propor¢do de particulas virais/célula.
Assim, um MOI de 1 indica a existéncia de 1 particula viral para cada
célula. A baixa concentracdo viral relativa, representada pelo baixo
MOI, reforga a sensibilidade do sistema repérter F4AR3 ZsGreenl-1. Em
algumas andlises de inducdo viral reportadas na literatura sdo utilizados
MOIs consideravelmente mais altos, como MOI 3, para indugdo
detectavel de um sistema reporter (KUNG, 2005; WANG et al., 2002).

Tabela 1. 1: Concentra¢Ges virais, em diferentes unidades, utilizadas
para infeccdo celular.

Relagéo n°
UFP/mL UFP/ Cavidade particulas virais /

n° células

50 20 3,3x10* 1/3030

100 40 6,7 x10™ 1/1492

200 80 1,3x10° 1/770

400 160 2,7 x10° 1/370

600 240 4,0x10° 1/250

*0,8 x 10° células/mL — 750 uL/cavidade = 60000 células/cavidade.
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1.4.9.1 Inducdo de células ndo transfectadas (Vero) e de células
ZsGreenl-1 (Vo) com HSV-2

Os virus do HSV produzem efeito citopatico, que modifica as
células morfologicamente. Para garantir que essas modificacGes nédo
desencadeariam alteragdes na fluorescéncia expressa pelas células,
independentemente da existéncia de um sistema repdrter associado,
foram analisadas células Vero ndo transfectadas e infectadas com HSV-
2 por citometria de fluxo.

Como observado na figura 1. 18, embora exista diferenca
significativa na média da intensidade de fluorescéncia em funcdo do
tempo de incubacdo, nenhum dos grupos celulares apresentou média da
intensidade de fluorescéncia superior a 10% em relacdo ao controle
celular ndo infectado. Nos histogramas da figura 1. 19 também ndo sédo
observadas alteracdo dos picos de fluorescéncia no canal do FITC
(Isotiocianato de Fluoresceina) em nenhuma das concentragdes virais
analisadas para células Vero ndo transfectadas comparativamente ao
controle celular. A sobreposicdo de histogramas ndo evidencia nenhum
deslocamento do pico entre os diferentes histogramas.

Com a finalidade de verificar se a infeccdo viral poderia de
alguma forma levar a inducdo da expressdo de GFP pelo vetor
pZsGreenl-1, mesmo este ndo possuindo um promotor inserido, foram
realizados os testes de inducdo viral com HSV-2 nas células Vo
(ZsGreenl-1). Como pode ser visualizado na figura 1. 20 houve
diferenca significativa na média da intensidade de fluorescéncia tanto
em fungdo dos tempos de incubagdo como da concentracdo viral
utilizada. A maior fluorescéncia expressa em relacdo ao controle celular
ndo infectado ocorreu em concentracdes virais relativamente altas, 400 e
600 UFP/mL, e apenas ap6s 48 horas de incubacdo. Todavia, a maior
fluorescéncia expressa ficou em torno de 10% acima da obtida para o
controle celular ndo infectado.

Nos histogramas (Figura I. 21) ndo é evidenciado deslocamento
notavel do pico comparativamente ao controle celular em nenhuma das
concentracGes virais utilizadas para a infeccdo. Na sobreposi¢do dos
histogramas apenas deslocamentos minimos na intensidade dos picos
podem ser observados.
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Figura 1. 18: Avaliacdo, por citometria de fluxo, da média da intensidade de
fluorescéncia ap6s infeccdo das células Vero ndo transfectadas com HSV-2. Em
analise por ANOVA dois fatores, ndo pode ser observada diferenga significativa
na média da intensidade de fluorescéncia (P > 0,05) em relagdo as
concentragBes de virus utilizadas para a infecgdo, porém existe diferenca
significativa ** (P < 0,01) em relago aos tempos de incubagdo. O incremento
da fluorescéncia em relacdo ao controle celular, em todas as condicGes, ndo
ultrapassou 10%. Os dados representam a média +/- desvio padrdo de dois
ensaios.
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Figura 1. 19: Representagdo por histogramas (FITC x n° de eventos) dos
resultados obtidos por citometria de fluxo para as células Vero ndo transfectadas
e infectadas com HSV-2. Quando comparados os histogramas referentes as
células infectadas (b — f) com o histograma do controle celular (a) ou quando
analisada a sobreposi¢do de histogramas (g), ndo podem ser observadas
diferengas na intensidade dos picos. Dados obtidos 48 h ap6s a infeccéo viral.

Controle celular (a) 50 UFP/mL (b) 100 UFP/mL(c)
FITC-A oo FITC-A 1o FITC-f 1o

_ 200 UFP/mL(d) 400 UFP/mL(e) 600 UFP/mL (D)
e i@m ) FITC-A i@m ) FITCA o

Sobreposicao de histogramas (g)
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400 UFP/mL
600 UFP/mL
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Figura 1. 20: Avaliacdo, por citometria de fluxo, da média da intensidade de
fluorescéncia apds infeccdo das células Vo (ZsGreenl-1) com HSV-2. Em
analise por ANOVA dois fatores, pode-se observar uma diferenga significativa
na média da intensidade de fluorescéncia *** (P < 0,0001) em decorréncia das
concentragdes virais utilizadas para a infec¢do e diferenga significativa * (P <
0,05) devido aos tempos de incubagdo empregados, porém o incremento da
fluorescéncia em relagdo ao controle celular ndo ultrapassou 10%. Os dados
representam a média +/- desvio padrdo de dois ensaios.
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Figura I. 21: Representacdo por histogramas (FITC x n° de eventos) dos
resultados obtidos por citometria de fluxo para as células Vo (ZsGreenl-1)
infectadas com HSV-2. Quando comparados os histogramas referentes as
células infectadas (b — f) com o histograma do controle celular (a), ou quando
analisada a sobreposicéao de histogramas (g), ndo pode ser observada diferencas
consideraveis na intensidade dos picos. Dados obtidos 48 h ap6s a infeccdo
viral.
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Os resultados de indugéo das células Vero ndo transfectadas e das
células Vo garantem que a infeccdo viral altera muito pouco a
fluorescéncia das células analisadas, ndo interferindo nos testes de
inducéo e nos resultados finais. A leve expressdo de fluorescéncia em
altas concentracGes virais para as células Vo pode ser consequéncia da
alteragdo expressiva da morfologia da maior parte das células com
concentragbes virais altas a ponto de levar a um desequilibrio
bioquimico tdo cadtico que de algum modo leva ao aparecimento da

FITC-A



Capitulo I - Resultados e discussao 97

fluorescéncia em virtude da presenca do vetor. Outra possibilidade,
porém muito pouco provavel, seria a existéncia de contaminacdo do
controle Vo com um pequeno ndmero de células contendo o vetor
acrescido da regido promotora ICP10 (Vi). Essa contaminacdo
proporcionaria o aparecimento de células com fluorescéncia induzida
nas altas concentrac@es virais, pois nessas condi¢des praticamente todas
as células estdo infectadas pelos virus, o que aumentaria a probabilidade
de expressdo da fluorescéncia em funcéo da infecgéo viral.

1.4.9.2 Inducdo das células F3R3 e FAR3 ZsGreenl-1 com HSV-2

O primeiro sistema testado foi o sistema F3R3 ZsGreenl-1. Por
microscopia de fluorescéncia ndo pode ser detectado fluorescéncia neste
sistema, mas funcionalidade do sistema foi avaliada também por
citometria de fluxo, com a qual foram obtidos resultados negativos de
inducdo. O sistema mostrou variagdo da média da intensidade de
fluorescéncia estatisticamente significativa tanto em funcdo da
concentracdo viral utilizada quanto dos tempos de incubagdo. Apesar da
variacdo, as médias da intensidade de fluorescéncia ficaram muito
préximas aos valores do controle celular, retratando o baixo potencial de
indugdo do sistema por quaisquer das concentragdes virais e tempos de
incubacdo testados (Figura I. 22). A fraca indugdo do sistema pode ser
observada de forma mais visual nos histogramas, nos quais ndo ha
alteragdes importantes nos picos de fluorescéncia (Figura I. 23).
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Figura I. 22: Avaliagdo, por citometria de fluxo, da média da intensidade de
fluorescéncia das células F3R3 — ZsGreenl-1 apds infeccdo com HSV-2. Em
analise por ANOVA dois fatores, pode ser observada diferenca significativa na
média da intensidade de fluorescéncia ** (P < 0,01) em decorréncia das
concentragBes virais utilizadas para a infecgdo e também devido aos tempos de
incubacdo empregados *** (P < 0,0001), porém o incremento da fluorescéncia
em relacdo ao controle celular ndo ultrapassou 10%. Os dados representam a
média +/- desvio padrédo de dois ensaios.
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Figura 1. 23: Representacdo por histogramas (FITC x n° de eventos) dos
resultados obtidos por citometria de fluxo para as células F3R3 ZsGreenl-1
infectadas com HSV-2. Quando comparados os histogramas referentes as
células infectadas (b — f) com o histograma do controle celular (a) ou quando
analisada a sobreposicdo de histogramas (g), ndo pode ser observado diferencas
considerdveis na intensidade dos picos. Dados obtidos 48 h ap6s a infeccdo
viral.
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O sistema F4R3 ZsGreenl-1, ao contrario do sistema F3R3
ZsGreenl-1 e em concordancia com o constatado por microscopia,
mostrou-se eficientemente induzido pela infec¢do viral. Como pode ser
observado na figura I. 24, a inducdo do sistema foi proporcional a
concentracdo viral utilizada para a infeccdo e diferenca significativa
pode ser vistas tanto em relacdo aos tempos de incubacdo como em
relagdo as concentracBes virais utilizadas. A inducdo efetiva foi
observada apenas 48 h apds a infec¢do viral, concordando com o

[
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constatado por microscopia. Com 200 UFP/mL, em 48 h de incubagéo,
houve incremento da expressdo da GFP em relagdo ao controle celular
em cerca de 30% e de aproximadamente 60% com concentragdes virais
de 600 UFP/mL. Durante a padronizacdo da metodologia foi constatado
aumento da média da intensidade de fluorescéncia de até 110% em
relacdo ao controle celular com concentragdes virais de 600 UFP/mL.

Figura I. 24: Avaliacdo, por citometria de fluxo, da média de intensidade da
fluorescéncia apds infecgdo das células FAR3 — ZsGreenl-1 com HSV-2. Em
anélise por ANOVA dois fatores, pode ser observada diferenca significativa na
média da intensidade de fluorescéncia *** (P < 0,0001) em fungdo das
concentragdes virais utilizada para a infeccdo e em relagdo aos diferentes
tempos de incubacdo empregados *** (P < 0,0001). A partir de 200 UFP/mL
verifica-se incremento da fluorescéncia, em relagdo ao controle celular, acima
de 10%. Os dados representam a média +/- desvio padrao de dois ensaios.
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Nos histogramas, pode ser observada uma maior intensidade dos
picos de fluorescéncia nas células infectadas (histogramas b — f) em
relagdo ao controle celular (histograma a). Observa-se a formacdo de
picos mais alargados e mais intensos nos grupos celulares infectados, o
gue indica um aumento no ndmero de eventos expressando
fluorescéncia e na intensidade de fluorescéncia expressa pelas células
(Figura . 25).
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Figura 1. 25: Representacdo por histogramas (FITC x n° de eventos) dos
resultados obtidos por citometria de fluxo para as células F4R3 ZsGreenl-1
infectadas com HSV-2. Nos histogramas referentes aos grupos celulares
infectados (b — f) observa-se um aumento da intensidade dos picos em
comparagdo ao controle celular (a). Na sobreposicdo de histogramas (g)
verifica-se a alteracdo da intensidade dos picos para os grupos celulares
infectados com as diferentes concentragdes virais. Dados obtidos 48 h apds a
infeccéo viral.
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A ndo ativacdo do sistema F3R3 ZsGreenl-1 de forma
semelhante ao ocorrido com as células FAR3 ZsGreenl-1 deve-se
supostamente as diferencas de recobrimento da regido promotora por
cada inserto (Ver item I. 3.3.1). O sistema F3R3 foi montado sob a
hipotese de que a presenca no inserto do sitio de ligacdo para o VIC
(TAATGARAT) seria suficiente para a ativagdo e expressédo da GFP. O
sistema F4R3 foi arquitetado sob a hip6tese de que toda a regido
promotora da RR1 seria necessaria para a funcionalidade do sistema
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(WILSON; MOHR, 2012; WYMER et al., 1989). Embora ambos os
fragmentos contenham o sitio de ligacdo para o VIC, parece que para a
correta ativacdo do sistema nédo basta apenas a disposicéo deste sitio no
promotor.

A expressdo proteica além de ser regulada por promotores
distintos sofre influéncia de proteinas ligantes e elementos
potencializadores (BOUWMAN; PHILIPSEN, 2002). Fatores que se
ligam ao DNA influenciam a transcri¢do através de interacdes proteina-
proteina e/ou por intercdmbio com outros fatores, resultando na
estabilizacdo e recrutamento de complexos para as regides promotoras,
como caracteristicamente ocorre com VIC (LANIA; MAJELLO; DE
LUCA, 1997).

Conforme descrito por Wymer e colaboradores (1989), o
promotor ICP10 possui sitios de regulacdo para Spl, frequentemente
apresentados por promotores imediatos e precoces dos HSV
anteriormente a regido TATA - box (KIM; DELUCA, 2002). O Fator de
transcricdo Spl € uma proteina expressa por diversos tecidos e com
afinidade por regides ricas em GC (GC - boxes), sendo bastante versatil
e estando envolvido na transativacdo e expressdo de varios genes
(BOUWMAN; PHILIPSEN, 2002; IWAHORI et al., 2007). E estudada
a sua participagéo no ciclo e diferenciacéo celular e no desenvolvimento
e sobrevivéncia de alguns organismos (CHU; FERRO, 2005; LANIA et
al., 1997). Uma variedade de promotores celulares e virais contem GC -
boxes, que sdo encontradas proximas aos sitios de ligacdo de outros
fatores de transcrigdo, sugerindo uma atuacdo em conjunto de Spl e
outros fatores transcricionais (CHU; FERRO, 2005; LANIA et al,,
1997).

A regulacdo da transcrigdo via Spl associa-se supostamente a
modificacdes pds-traducionais que essa proteina pode sofrer como
glicosilacdo e fosforilagdo (CHU; FERRO, 2005; KIM; DELUCA,
2002). A fosforilagdo, que pode acontecer em diversas posi¢cdes em Sp1l,
parece implicar em mudancas de afinidade de Spl pelo DNA e essas
alteragdes afetam sua funcgéo sobre a expresséo génica (CHU; FERRO,
2005; KIM; DELUCA, 2002). Embora ainda néo esteja claro como é
feita a regulacdo, e se essas modificacdes pos-traducdo realmente sdo as
responsaveis pelo regimento da expressdo génica, alguns trabalhos como
0 de Kim e DelLuca (2002) indicam que essa teoria é verdadeira. No
estudo de Kim e DeLuca (2002) é descrito que durante a infeccdo por
HSV-1 ocorre hirpefosforilacdo de Spl e a hiperfosforilacdo reduz a



Capfitulo I - Resultados e discussdo 103

expressdo de genes IE e E (IWAHORI et al., 2007; KIM; DELUCA,
2002).

Independentemente da forma de regulagdo via Spl, sabe-se que
esta proteina tem consideravel relevancia na regulacéo génica. Greaves e
O’Hare (1991), por exemplo, afirmam que a integridade das regides
ligantes de Spl demonstraram ser importantes para adequada ativagédo
de promotores do HSV (GREAVES; O'HARE, 1991). Como a diferenga
estrutural béasica dos insertos F3R3 e F4R3 consiste na presenca ou
auséncia de trés sitios ligantes de Spl, anteriormente a regido TATA-
box e a regido de ligacdo de VIC, sugere-se que esses fatores tenham
alguma funcdo na ativagdo de ICP10. Por os sitios de ligacdo de Spl
serem frequentemente expressos em promotores IE do HSV e poderem
participar em conjunto com outros fatores transcricionais, como ja
descrito, acredita-se que a auséncia das regifes ligantes de Spl foi a
responsavel pela ndo ocorréncia da inducdo do sistema repdrter F3R3
Zsgreenl-1 por meio da infeccdo viral.

1.4.10 Inducdo do sistema reporter por HSV-1: avaliacdo por
citometria de fluxo

A especificidade do sistema repdrter é garantida primeiramente
pela propriedade de permissibilidade das células, pois fibroblastos séo
permissivos a um grupo seleto de virus. Esta propriedade depende
inicialmente da existéncia de moléculas na superficie celular, que
permitam a adsorcdo viral, e de todo um aparato replicativo celular
(enzimas, proteinas, etc.), que possibilite a replicagdo viral nas células
infectadas (FERREIRA, 2010). O sistema ainda garante sua
especificidade através do mecanismo de ativacdo necessario para a
inducéo do promotor viral, molecularmente particular ao HSV.

Andlises de inducdo de um sistema reporter semelhante ao
descrito neste trabalho, utilizando a regido promotora de RR1 do HSV,
foram efetuadas frente a infeccdo por outros virus (CMV, VZV,
adenovirus, influenza A e coxackievirus A16), ndo resultando em
ativacdo do sistema repdrter e reforcando sua caracteristica seletiva. (LU
et al, 2011). Entretanto, quando se trata dos dois tipos de HSV, tipo 1 e
2, que compartilham caracteristicas como o sistema de ativagdo dos
genes IE via VP16, a inducdo do promotor ICP10 poderia ocorrer por
meio da infeccdo com 0 HSV-1 (WYSOCKA,; HERR, 2003).

Em um estudo que avaliou a similaridade das sequéncias do
HSV-1 e 2 ndo foram observadas variagfes acentuadas entre os
tamanhos das regides UL e US do genoma viral, bem como da
porcentagem de citosina e guanina. A comparacdo da sequéncia de
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aminoacidos e dos sinais de inicio e de parada da transcricdo dos genes
também é semelhante, sendo a similaridade global dos nucleotideos de
83% (DOLAN et al.,, 1998; WHO, 2013). Quando analisado, via
BLASTN, o fragmento F4R3 obtido a partir do HSV-2 estirpe 333 com a
regido do genoma correspondente do HSV-1 estirpe KOS observou-se
similaridade de 71% (GenBank: JQ780693.1). Todavia, apesar das
semelhancas, sdo também constatadas diferencas entre os genomas do
HSV-1 e 2, a regido aminoterminal das proteinas RR1 do HSV, por
exemplo, possuem relativamente baixa homologia (CHUNG et al.,
1989).

Assim, considerando similaridades e diferencas dos HSV, foram
efetuados testes de inducdo do sistema reporter com os virus HSV-1.
Conforme analisado por citometria de fluxo, o sistema mostrou-se
funcional para o HSV-1 com diferencas significativas da média da
intensidade de fluorescéncia para os tempos de andlise e para as
diferentes concentragdes virais utilizadas. No entanto, a ativagdo com as
mesmas concentragles virais empregadas para 0 HSV-2 foi menor para
0 HSV-1 nas concentragcdes mais altas, atingindo aproximadamente 35%
de incremento da média da intensidade de fluorescéncia, em relacdo aos
controles, com 600 UFP/mL. Curiosamente, infeccBes pelo HSV-1 com
concentragBes virais mais baixas, 100 UFP/mL, resultaram em
incremento da média da intensidade de fluorescéncia de quase 20%,
enquanto para 0 HSV-2 o incremento com a mesma concentracao ficou
abaixo de 10% (Figura 1. 26).

Em ensaios de placa de lise normalmente a leitura ocorre 72 h
apo6s a infeccdo. Conhecendo o comportamento viral do HSV-1, as
analises de fluorescéncia foram realizadas apenas em 48 h, momento em
que a fluorescéncia ocorre tipicamente para 0 HSV-2, e em 72 h, tempo
de leitura utilizado para os ensaios baseados em placa de lise.
Interessantemente, foi constatado aumento da média da intensidade de
fluorescéncia ja em 48 h, porém, essa fluorescéncia ndo se manteve até a
andlise de 72 h. Possivelmente, a reducdo da fluorescéncia aos niveis
praticamente basais em 72 h pode combinar com o momento de lise
celular das células previamente induzidas, assim a fluorescéncia ndo
poderia ser detectada por citometria de fluxo, pois as células
fluorescentes ndo estariam mais integras.

Os histogramas (Figura I. 27) retratam claramente o aumento do
pico de fluorescéncia em decorréncia do aumento da concentracdo viral
do HSV-1. Ao contrério do apresentado nos histogramas do HSV-2,
embora haja aumento da intensidade dos picos, o alargamento dos picos
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ocorre de forma mais discreta. Isso sugere a ampliacdo do nimero de

eventos, mas sem grande acentuacao na fluorescéncia apresentada pelas
células.

Figura I. 26: Avaliagdo, por citometria de fluxo, da média da intensidade de
fluorescéncia ap6s infeccdo das células FAR3 — ZsGreenl-1 com HSV-1. Em
analise por ANOVA dois fatores, pode ser observada diferenca significativa na
média da intensidade de fluorescéncia * (P < 0,05) em decorréncia das
concentragdes virais utilizadas para a infeccdo e em relagdo aos tempos de
incubacdo empregados *** (P < 0,0001). Os dados representam a média +/-
desvio padrdo de dois ensaios.
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Figura I. 27: Representagdo por histogramas (FITC x n° de eventos) dos
resultados obtidos por citometria de fluxo para as células F4R3 ZsGreenl-1
infectadas com HSV-1. Nos histogramas referentes aos grupos celulares
infectados (b — f) observa-se um aumento da intensidade dos picos em
comparagdo ao controle celular (a). Na sobreposicdo de histogramas (g)
verifica-se 0 aumento da intensidade dos picos para os grupos celulares
infectados proporcionalmente ao aumento das concentragOes virais utilizadas.
Dados obtidos 48 h apds a infecgdo viral.
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Sobreposi¢ao de histogramas (g)
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Em virtude do crescente nimero de pacientes imunodeprimidos
apresentando formas atipicas, graves e agressivas das infeccdes
herpéticas, o sistema reporter construido e analisado neste trabalho
poderia servir como ferramenta auxiliar no diagndstico clinico, pois as
metodologias de diagndstico disponiveis atualmente apresentam
algumas desvantagens contornaveis com a utilizagdo do sistema
reporter.



Capfitulo I - Resultados e discussdo 107

O sistema rep6rter independe de imunoglobulinas e pode ser
utilizado quando a sorologia ndo é util (CHAILLON et al., 2012;
RIZZA et al., 2011). As técnicas moleculares ndo avaliam a presenca de
particulas virais viaveis e infecciosas na amostra clinica, enquanto o
sistema reporter necessita de particulas virais viaveis e com capacidade
replicativa para funcionamento, indicando de forma mais fiel a
existéncia de infeccdo ativa. A PCR muitas vezes ndo é vantajosa
exatamente devido a uma de suas caracteristicas de destaque, a
sensibilidade, prejudicada por inibidores presentes em amostras clinicas.
A técnica de PCR detecta quantidades muito pequenas de genoma viral,
mas como 0s virus podem persistir de forma crbnica ou latente no
organismo, como é o caso dos herpesvirus, a detec¢do do seu genoma
nem sempre esta associada a doenca e ndo indica o virus como agente
etiolégico da manifestacdo clinica (FERREIRA, 2010).

O isolamento viral, considerado padrdo-ouro para o diagnostico
de doengas por HSV, necessita de analista treinado e com experiéncia
suficiente para diferenciar efeitos citopaticos apresentados pelos virus,
pois alguns virus como poliomavirus BK e CMV também exibem efeito
citopatico (AHSAN, 2006). A possibilidade de automatizacdo da técnica
de leitura por citometria de fluxo diminui a subjetividade
comparativamente a metodologia de placa de lise e proporciona a leitura
em maior escala das amostras em um curto periodo de tempo.

Quando comparado com as técnicas que usam marcagdo por
anticorpos, o sistema repdrter mostra uma reducdo do custo das andlises
por amostra, pois a GFP esta integrada ao sistema celular e a aplicacéo
de anticorpos, normalmente de custo consideravel, é desnecesséaria.
Muitos métodos de marcagdo com anticorpos ainda sdo laboriosos,
demorados e precisam de uma preparacdo cuidadosa do espécime a ser
analisado.

Como as lesdes em pacientes imunodeprimidos apresentam altos
titulos virais, a possibilidade do isolamento viral a partir de lesBes
atipicas é bastante favorecida. Além disso, quanto mais recentes as
lesbes maiores os titulos virais, o que facilitaria o diagndstico ainda no
inicio da infeccdo e a intervengdo farmacoldgica precoce (FRISCH;
GUO, 2013). De qualquer forma, nos testes de indugéo realizados com o
sistema reporter, baixas concentracdes virais (100 — 200 UFP/mL)
foram suficientes para induzir o sistema, 0 que sugere uma adequada
sensibilidade.

Tratando-se do HSV-1, os ensaios com o sistema reporter
resultaram em picos de expressdo de fluorescéncia em 48 h, o que traz a
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vantagem do encurtamento em 24 h no tempo de analise em relagdo a
utilizacdo dos ensaios de placa de lise tradicionais.

1.4.11 Testes de viabilidade celular com amostras clinicas

Obviamente, para a utilizacdo de um sistema repdrter no
diagndstico utilizando amostras clinicas, sabendo que este tem por base
cultura de células, é de fundamental importancia garantir que a interacdo
entre as amostras e as células ndo comprometa a viabilidade celular e
consequentemente o sistema reporter.

Varios tipos de amostras podem ser aproveitados para técnicas de
isolamento viral convencional. Escarificacbes de vesiculas, swabs e
retirada de liquidos das lesGes sdo os materiais mais comuns, mas liquor,
urina, secrecles de garganta, nasofaringe e conjuntiva também podem
ser utilizados (SANTOS et al., 2008). A diversidade de espécimes das
quais é possivel realizar o isolamento dos HSV podem ser constatada
em trabalhos como o de Berrington e colaboradores (2009), no qual o
HSV foi isolado de liquor, pele, boca, anus, tecido pulmonar e fluido
ascitico (BERRINGTON et al., 2009).

Nas culturas celulares tradicionais, as secrecdes liquidas sdo
inoculadas diretamente nas placas ou ressuspensas em meio de
transporte (Ex. MEM, PBS, meio M5) para posterior inoculagdo nas
células. A urina precisa de ajuste prévio de pH e espécimes de locais
com presenca de bactérias devem ser tratados com antibidticos e
antifngicos, mas os processos de pré-tratamento das amostras sao
bastante simples (SINGH et al., 2005; STORCH, 2007).

Quando proposto o uso do sistema repérter para diagnéstico
clinico, questionou-se qual seria 0 comportamento de amostras clinicas
como, por exemplo, o liquor quando em contato com as células do
sistema repdrter. Ainda, embora saibamos que o isolamento viral a partir
de sangue, soro ou plasma para 0 HSV nao é rotineiramente realizado,
concentragdes significativas de copias gendmicas de HSV, na ordem de
10° a 10°, sdo encontradas no soro e plasma sanguineo (BERRINGTON
et al., 2009). A presenca de virus nessas amostras indica a possibilidade
de isolamento viral a partir desses espécimes. 1sso poderia ser realizado
através da otimizacdo de técnicas como o isolamento por Shell Vial
(SINGH et al., 2005), tratamentos quimicos para estabilizacdo viral ou
sistemas que permitam a separacdo das particulas virais do material
sanguineo futuramente desenvolvidas. Assim, avaliou-se a viabilidade
das células transfectadas quando expostas também a soro e plasma
humano.
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As andlises de viabilidade das células F4AR3 ZsGreenl-1 expostas
as amostras clinicas foram efetuadas por ensaios colorimétricos do MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazélio), que
refletem a viabilidade de células cultivadas sob condigdes especificas. O
MTT €é um substrato amarelo que em contato com células viaveis, na
dependéncia de reducdo enzimatica nas mitocdndrias, produz um
produto formazan azul escuro ndo hidrossoltvel, que é armazenado no
citoplasma celular. Células ndo viaveis ndo possuem a capacidade de
conversao do MTT. Apos dissolucdo do produto com solventes
apropriados, como o DMSO, anélises espectrofotométricas podem ser
realizadas, sendo a absorbancia resultante proporcional a viabilidade
celular (BERTOL, 2011; FREITAS, 2001; MOSMANN, 1983;
SILVA, I. T. D., 2009).

Como pode ser observado na figura I. 28, a exposicao das células
ao liquor ndo comprometeu a viabilidade celular se comparada com o
controle celular contendo apenas meio de cultura, em nenhum dos
tempos de exposicdo avaliados. O tempo de 48 h foi escolhido por ser o
tempo desde a aplicacdo do indculo nas células até a leitura da
fluorescéncia por citometria de fluxo. A aplicacdo tanto de soro como de
plasma humano comprometeram a viabilidade celular em 48 h, no
entanto, em 2 h ndo houve perda da viabilidade. O tempo de 2 h de
contato da amostra com o sistema celular foi utilizado por ser suficiente
para a ocorréncia da infeccdo pelo HSV. Como descrito no decorrer
deste trabalho, quando as células sdo infectadas com uma suspenséao
viral é realizada a incubacdo por apenas 1 hora, sendo este tempo
suficiente para a infecgdo. O tempo de 2 h estenderia o tempo de
infeccdo para o dobro do necessario, garantido a eficiéncia da infeccéo
sem comprometimento celular. O aumento da viabilidade celular quando
as células foram expostas ao plasma e apds este ser removido pode ser
fruto da inducdo da proliferacdo celular por fatores de crescimento
presentes no soro.
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Figura I. 28: Viabilidade das células FAR3 ZsGreenl1-1 expostas por 48 e 2 h a
Grafico A: Observa-se uma diminuicdo

diferentes amostras clinicas.

significativa da viabilidade das células expostas ao soro * (P < 0,05) e plasma
humano *** (P < 0,0001), porém néo ha diferenga significativa entre as células
do controle celular e as expostas ao liquor. Grafico B: Ocorreu aumento
significativo da viabilidade ** (P < 0,01) das células expostas ao plasma
humano, porém nao foi observada diferenga significativa entre as amostras
expostas ao liquor e soro humano em relagdo ao controle celular. Os dados
representam a média +/- desvio padrdo de dois ensaios e foram analisados por

teste t e pds-teste de Dunnett.
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Na literatura sdo relatadas quantificacfes consideraveis de cdpias
gendmicas no liquor, na ordem de 10°, 0 que aumentaria a probabilidade
de obtencéo de particulas virais viaveis neste espécime (CHAILLON et
al., 2012). Assim, reforca-se a possibilidade de utilizagdo do liquor para
isolamento viral utilizando o sistema repdrter em analises clinicas.

O presente trabalho ndo teve o objetivo de realizar a padronizacao
com amostras clinicas, mas de sugerir possiveis aplicacdes do sistema
reporter desenvolvido. Essa metodologia ndo visa substituir as técnicas
de diagnostico virais atualmente empregadas, embora possa ser mais
uma ferramenta em prol de um diagnéstico e tratamento rapido e
efetivo, principalmente quando combinada a outras técnicas de
diagndstico. O desenvolvimento deste sistema abre caminhos para a
criacdo de sistemas semelhantes para outros virus, deixando espago para
vertentes com objetivo de inovagdo nos diagnosticos.

1.4.12 Testes com antivirais e candidatos antivirais inativos

Virus podem tornar-se resistentes aos antivirais utilizados na
clinica e uma forma de avaliar a efetividade dos tratamentos serviria
como instrumento para escolha do melhor agente terapéutico evitando
uso inadequado e desnecessario de medicamentos, diminuindo possiveis
intoxicacdes e acelerando o processo de recuperagdo do paciente.

Atualmente, os estudos e avaliagdo de resisténcia aos antivirais
sdo frequentemente realizados através da genotipagem viral, em busca
de regides com mutacOes especificas, as quais indicam se um agente
etiologico é ou ndo resistente a determinado medicamento. A
genotipagem depende do conhecimento prévio das mutacbes que
causam resisténcia aos antivirais, bem como da existéncia de resisténcia
cruzada resultante de mutagBes Unicas ou que envolvam multiplos
pontos do genoma. Essa metodologia é bastante eficiente, desde que se
conhega exatamente a conexdo entre as mutacGes e 0 mecanismo de
resisténcia, e que se tenha acesso a bases de dados para adequada
interpretacdo dos resultados. Uma limitagdo da genotipagem refere-se a
dificuldade de interpretacdo de determinadas mutagdes em
subpopulagdes que coinfectam um individuo juntamente com
subpopulagdes ndo mutantes (ANDREI et al., 2013; STRASFELD;
CHOU, 2010).

Na auséncia de uma metodologia semelhante a utilizada para
andlises de resisténcia bacteriana, o sistema repdrter poderia ser
implantado para avaliar o comportamento dos virus de amostra clinica
guando exposto aos diferentes antivirais de uso terapéutico. Essa
metodologia permitiria a triagem de uma gama de farmacos, em tempo
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relativamente curto, proporcionando a escolha do medicamento para o
tratamento individualizado do paciente.

1.4.12.1 Antivirais

O ACV foi escolhido para testar o sistema repdrter por ser um
medicamento empregado frequentemente na clinica para tratamento de
infeccdes pelo HSV. Os compostos, AG, CNV e o extrato UT7 foram
usados por representarem agentes antivirais mais recentemente
avaliados quanto & atividade antiviral ou apresentarem mecanismos de
acdo diferentes do ACV.

O ACV ¢é um andlogo da 2-deoxiguanosina convertido a
monofosfato pelas timidinacinases, principalmente pela viral com a qual
possui maior afinidade do que com a celular. Essa maior afinidade
favorece a conversdo do ACV para a forma monofosfato basicamente
em células infectadas. As cinases celulares do hospedeiro convertem
intracelularmente a forma monofosfato a forma trifosfato, que atua
inibindo a DNA polimerase viral (EVANS et al., 2013; RANG et al.,
2007).

O AG pertence ao grupo dos galatos, os quais sdo descritos na
literatura como agentes com atividade antioxidante, genotoxica e
antiviral. Estudos comprovam sua atividade como anti-herpético para
HSV-1 e 2, mas o mecanismo de acdo antiviral dos galatos ndo é
entendido detalhadamente. Parecem agir por uma combinacdo de
mecanismos, que incluem atividade virucida, degeneracdo precoce de
células infectadas e inibicdo da replicacdo viral (ARAKAWA et al.,
2009; KRATZ etal., 2008; SAVI et al., 2005).

A CNV é um cardenolideo glicosilado. Os cardenolideos sédo
compostos com atividade cardiotdnica tradicionalmente empregados no
tratamento de doencas cardiacas. Porém, a propriedade antiviral da CNV
¢ descrita tanto para 0 HSV-1 como para 0 HSV-2, embora detalhes
sobre 0 mecanismo de acdo ndo sejam descritos (BERTOL, 2011;
CARVALHO, 2012; SLINGERLAND etal., 2013).

Extratos obtidos da casca de Uncaria sp., conhecida
popularmente como “unha de gato”, possuem atividade fortalecedora do
sistema imunoldgico e também atividade anti-herpética, na qual o
mecanismo de acdo acontece por inibicdo da adsorcdo viral do HSV-1
(CAON etal., 2014).

Como pode ser observado na figura I. 29, os grupos celulares
infectados e tratados, tanto com o farmaco ACV como com 0s
compostos (AG e CNV) e extrato (UT7) efetivos na inibicdo da
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replicacdo dos HSV, ndo apresentaram alteracdo significativa na média
da intensidade de fluorescéncia em compara¢do com 0s respectivos
controles celulares ndo infectados e tratados. Como estes antivirais
blogueiam o processo de infeccdo ou de replicacdo viral nas células, eles
impedem o espalhamento viral para incremento detectavel da
fluorescéncia, diretamente ligada aos mecanismos bioquimicos e
moleculares da replicacdo viral. Na figura I. 29 também pode ser
observada diferenca significativa na média da intensidade de
fluorescéncia entre as células infectadas e tratadas e o controle viral.
Para reforcar a confirmacédo de que ndo houve replicacéo viral, as placas
foram acompanhadas durante todo o periodo de testes por microscopia
Optica. Por microscopia optica foi visualizada a formacdo de efeito
citopatico apenas no controle viral, enquanto nas demais cavidades ndo
foram visualizadas quaisquer alteracdes citomorfoldgica indicativas da
presenca de replicagdo viral (dados ndo mostrados).

Uma supressdo significativa da fluorescéncia nos controles
tratados e ndo infectados foi constatada em comparacdo ao controle
celular (Figura 1. 29). A supressdo da fluorescéncia pode ser
consequéncia do fotobloqueamento ou interferéncia na leitura associado
a presenca dos antivirais aplicados, por isso, é importante que em todos
0s testes realizados haja insercdo de controles celulares tratados com os
antivirais em avaliagdo. A partir dos dados tanto dos controles celulares
e virais, dos controles celulares tratados e das células infectadas tratadas
é que deveriam ser realizados os célculos para estimar a eficiéncia de
inibicdo da replicacdo viral pelos medicamentos em anélise.
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Figura 1. 29: Comportamento da média da intensidade de fluorescéncia em
células FAR3 ZsGreenl-1 submetidas a diferentes tratamentos antivirais. Em
analise por ANOVA dois fatores, ndo foi observada diferenca significativa entre
as células infectadas e as células controle nos grupos tratados. Em analise por
ANOVA/ Bonferroni houve diferenca significativa *** (P < 0,0001) entre o
controle viral e as células infectadas submetidas aos diferentes tratamentos.
Diferengas significativas ** (P < 0,01) *** (P < 0,0001) também foram
observadas entre os controles tratados e o controle celular. Os dados
representam a média +/- desvio padrdo de dois ensaios, obtidos 48 h ap6s a
infecgdo viral.
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1.4.12.2 Candidatos antivirais inativos

Para descartar a divida em relacdo a supressdo da fluorescéncia
do sistema em decorréncia da presenca apenas de substancias acrescidas
replicacdo do virus foram utilizados controles negativos. Como
controles foram selecionados o extrato de Passiflora edulis e os
derivados de cardenolideos B - metildigoxina (composto 16), epi -
digitoxigenina - 32 -OH (composto 20) e o 21- malonil
desoxicorticosterona (composto 22). Em analises prévias realizadas pelo
grupo do LVA (Laboratério de Virologia Aplicada - UFSC), nenhum
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dos candidatos a antiviral selecionados para uso como controle negativo
apresentavam atividade anti-HSV (BERTOL, 2011; SILVA, I. T. D,
2009).

Isolados do género Passiflora sdo conhecidos por suas
propriedades como ansiolitico, sedativo, hipoglicémicos, antioxidantes,
anti-inflamatério entre outras atividades (KLEIN et al., 2013;
MONTEFUSCO-PEREIRA et al.,, 2013). Os cardenolideos sdo
conhecidos por apresentarem atividade cardiotbnica e terem uso
terapéutico em casos de insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias
cardiacas e fibrilagdo atrial, a exemplo da digoxina. Alguns
cardenolideos e seus derivados apresentam também acéo antitumoral e
anti-herpética, conforme relatos da literatura (BERTOL, 2011;
CARVALHO, 2012; SLINGERLAND et al., 2013).

Como disposto na figura I. 30, a adi¢do de compostos/extrato sem
atividade antiviral ndo impediu o aumento da expressdo da fluorescéncia
em células infectadas quando comparadas com os controles nédo
infectados contendo os candidatos correspondentes. Houve diferenca
significativa na média da intensidade de fluorescéncia entre as células
infectadas e tratadas e seus controles correspondentes. Também houve
diferencas significativas na expressdo da média da intensidade de
fluorescéncia do controle viral em relacdo as células infectadas e
tratadas, mas isso pode ser justificado pela citotoxicidade demonstrada
principalmente pelos compostos 20 e 22 durante os ensaios. As células
tratadas com esses compostos, acompanhadas por microscopia,
apresentaram mudancas na morfologia e morte celular quando
comparadas aos controles celulares ndo tratados. Ocorreram diferencas
significativas em fungdo dos tratamentos utilizados e o incremento da
média da intensidade de fluorescéncia das células infectadas e tratadas
com extrato de P. edulis foi maior quando comparado com os demais
grupos celulares infectados e tratado. Isso aconteceu devido a baixa
citotoxicidade do extrato de P. edulis, que ndo comprometeu a
viabilidade celular da mesma forma que o observado com os compostos
derivados de cardenolideos. Concentracdes menores dos compostos com
maior citotoxicidade ndo foram testadas para ndo haver o
comprometimento do ensaio em funcédo da alta diluicdo dos compostos.
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Figura 1. 30: Comportamento da média da intensidade de fluorescéncia em
células FAR3 ZsGreenl-1 submetidas a diferentes tratamentos com compostos e
extrato sem atividade antiviral. Em andlise por ANOVA, foi observada
diferenga significativa *** (P < 0,0001) entre as células infectadas e ndo
infectadas e também entre os diferentes tratamentos. Em analise por ANOVA/
Bonferroni ndo pode ser observada diferenga significativa (P > 0,05) entre os
controles tratados e o controle celular, porém foram observadas diferencas
significativas com valores de P variando de * < 0,05 a *** < 0,0001 entre as
células infectadas e o controle viral. Os dados representam a média +/- desvio
padrdo de dois ensaios, obtidos 48 h apos a infecgdo viral.

Média da intensidade de
fluorescéncia (URF)

B3 cCecCVv E3 CP 20 (0,05 uM) CP 22 (0,5 uM)
B3 P. edulis (500 pg/mL) [ cP 16 (0,05 uM)

Legenda: CC — controle celular, CV — controle viral, P. edulis - Passiflora edulis, CP16 - j -
metildigoxina, CP20 - epi - digitoxigenina - 32 —OH, CP22 - 21- malonil desoxicorticosterona.

Com base nos resultados apresentados, verifica-se que o sistema
reporter desenvolvido pode ser utilizado para aplicacdo em testes de
resisténcia aos antivirais na pesquisa ou na clinica e ser um aliado na
triagem e desenvolvimento de novos medicamentos antivirais. A
deplecdo da fluorescéncia em funcdo de uma possivel citotoxicidade ndo
seria um empecilho para a utilizagdo do sistema na triagem
farmacolégica, pois os antivirais devem possuir baixa citotoxicidade e
alta atividade antiviral em baixas concentragdes.

1.4.13 Testes com hidroxiuréia

As células dos sistemas repdrteres utilizadas para os diferentes
testes ndo foram isoladas, apenas selecionadas com G418. Por
consequéncia, o grupo celular em cultura apresentava-se heterogéneo.
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Embora o grupo ndo contenha células Vero nao transfectadas, entre as
células infectadas existe dois subgrupos celulares. Os subgrupos sao
compostos por células que receberam o vetor acrescido do inserto (Vi) e
por células que receberam apenas o vetor desprovido de inserto (Vo).
Como descrito nos testes de inducdo do sistema reporter, as células Vo
ndo tem inducdo e expressao da fluorescéncia efetiva como ocorre com
as células contendo o inserto (F4R3 ZsGreenl-1). Dessa forma, em uma
cultura de células ndo isoladas as células Vo infectadas ndo expressam
fluorescéncia, o que diminui a sensibilidade do sistema.

Uma cultura pura contendo apenas células passiveis de inducao
pelos virus acentuaria a sensibilidade do método significativamente e
possivelmente reduziria os tempos de incubagdo para deteccdo da
fluorescéncia em células induzidas. Tempos reduzidos proporcionariam
0 uso do sistema para diagndstico, triagem ou outras finalidades mais
agilmente. Para o isolamento das células de interesse poderia ser
utilizado um citdmetro de fluxo associado a um sistema de separagéo de
células conhecido como FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting).

O FACS ¢ uma tecnologia que permite a separacdo por método
mecanico ou eletrostatico de células ou particulas submetidas a
citometria de fluxo. A separacdo se da de acordo com as caracteristicas
bioldgicas apresentadas pelas células em um procedimento rapido, que
resulta no isolamento de populages puras (GRIMM, 2004; HOY,
2006; SHAPIRO, 2003). A separacdo consistiria em isolar células
expressando fluorescéncia que, ap6s indugdo, voltariam ao estado nédo
fluorescente, poderiam ser subcultivadas, propagadas e utilizadas como
sistema celular repérter. Contudo, a inducdo do sistema ocorre
basicamente pela infeccdo viral e se esta forma de inducdo fosse
utilizada as células estariam inviaveis para a reutilizag&o.

Em um estudo de Hanson e colaboradores (1994) células Vero
transfectadas com vetor contendo o gene da enzima cloranfenicol acetil
transferase, associado ao promotor da ICP10 do HSV-2, foram expostas
a 0,2 mM de hidroxiuréia. A hidroxiuréia é conhecida como um inibidor
do ciclo celular parando o processo na fase S por inibicdo da reducédo de
ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos e é empregada na clinica
para o tratamento da anemia e como antitumoral (ALVINO et al., 2007;
HANSON et al., 1994; LORENZI, 2006). As analises de Hanson e
colaboradores (1994) demonstraram a ativacdo do promotor ICP10
guando as células foram expostas & hidroxiuréia, ocorrendo expresséo
significativa 4 h apés adicdo da substancia. Com base nesta verificacao,
levantou-se a hipétese da inducdo ocorrer da mesma forma em células
FAR3 ZsGreenl-1 tratadas com hidroxiuréia a 0,2 mM. A concentragéo
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de 0,2 mM ndo prejudica a viabilidade celular, visto que a concentragdo
citotéxica 50% da hidroxiuréia é 3,29 mM (NEYTS; DE CLERCQ,
1999; SERGERIE; BOIVIN, 2008). Durante os ensaios, foi adicionado
um grupo celular tratado com ACV como controle negativo.

As células tratadas com hidroxiuréia apresentaram fluorescéncia
significativamente maior em relacdo ao controle celular nédo tratado
(Figura 1. 31). Testes realizados em 6 h apos a exposicdo, em leituras
com espectrofotdbmetro, ja demonstraram diferenca significativa na
expressao de fluorescéncia entre o grupo tratado com hidroxiuréia e ndo
tratado (dados ndo mostrados).

Figura 1. 31: Comportamento da média da intensidade de fluorescéncia em
células FAR3 ZsGreenl-1 submetidas ao tratamento com hidroxiuréia 0,2 mM.
Em analise por ANOVA de um fator, foi observada diferenca significativa * (P
< 0,05) da média da intensidade de fluorescéncia entre as amostras analisadas.
Com o pos-teste de Dunnett pode-se constatar diferenca significativa * (P <
0,05) entre o controle celular e as células tratadas com hidroxiuréia. O ACV foi
adicionado apenas como controle negativo do ensaio. Os dados representam a
média +/- desvio padrdo de dois ensaios, obtidos 48 h apds o tratamento com
hidroxiuréia.

fluorescéncia (URF)

Média da intensidade de

Tratamentos

3 CC B3 ACV (5ug/mL) EZE HU (0,2 mM)

Legenda: CC - controle celular, ACV - aciclovir, HU — hidroxiuréia, URF — unidades
relativas de fluorescéncia.

De acordo com os resultados, o emprego da hidroxiuréia pode ser
uma forma de proporcionar um facil isolamento de clones de interesse
por FACS. Como a hidroxiuréia atua inibindo a enzima ribonucleotideo
redutase de forma reversivel, esta substancia poderia ser aplicada as
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células para o isolamento, e removida para posterior propagacdo das
células reutilizaveis como sistema celular repérter (ALVINO et al.,
2007). O isolamento por FACS também possibilitaria a eliminagdo de
possiveis clones contendo vetores ndo funcionais que sofreram alguma
recombinacdo inativando o sistema celular repérter
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1.5 CONCLUSAO

Clones recombinantes ICP10 — ZsGreenl-1 foram desenvolvidos
de forma eficaz por meio da amplificacdo da regido promotora ICP10,
clonagem em vetores codificantes da GFP, transfeccéo de células Vero e
selecio com G418. O sistema reporter FAR3 ZsGreenl-1 foi
eficientemente induzido, expressando GFP em funcéo da infec¢do com
HSV-1 e 2. A indugdo foi confirmada através de microscopia de
fluorescéncia e por citometria de fluxo, na qual a fluorescéncia
correlacionou-se diretamente com as concentrac¢@es virais utilizadas na
infeccdo. A avaliacdo de um dos possiveis espécimes clinicos para
diagnostico, o liquor, ndo resultou em perda da viabilidade celular, bem
como materiais ndo utilizados normalmente para isolamento dos HSV
como soro e plasma humano incubados com as células por 2 h. O
sistema FAR3 ZsGreenl-1 manteve a capacidade de inducdo na presenca
de agentes sem propriedade antiviral e manteve-se inativo na auséncia
de replicacéo viral decorrente da aplicacdo de antivirais. A aplicacdo de
hidroxiuréia induziu o sistema por manipulacdo quimica, propriedade
aproveitavel para isolamento de clones utilizando FACS.

Em resumo, o sistema F4R3 ZsGreenl-1 é um sistema funcional,
eficiente e passivel de diversas aplicacbes. Suas caracteristicas
permitiriam sua utilizacdo na clinica para diagndstico e elaboracdo de
testes de resisténcia aos antivirais e na pesquisa para o estudo e
desenvolvimento de novos medicamentos antivirais. Estas aplicacdes
favoreceriam a escolha do medicamento adequado para cada paciente de
forma individualizada e ampliariam o leque de medicamentos
disponiveis para o tratamento de infeccdes pelos HSV, que séo
extremamente comprometedoras para pacientes imunodeprimidos.
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1.6 PERSPECTIVAS

e Transformar bactérias utilizando vetores F4AR3 — ZsGreenl-1
para posterior transfeccdo das células eucaridticas;

e Realizar o isolamento por FACS das células Vi - F4R3
ZsGreenl-1;

e Cultivar as células em meios com auséncia de vitamina para
verificar se hd melhor expressdo de fluorescéncia nestas
condicdes e testar o efeito da rutina no fotobloqueamento para o
sistema avaliado por citometria de fluxo;

o Realizar testes de inducdo do sistema repOrter com amostras
clinicas de pacientes;

e Submeter o sistema repdrter a infeccdo com virus HSV
resistentes aos antivirais e avaliar a expressdo da fluorescéncia
em células infectadas e tratadas com os antivirais;

e Testar o sistema repdrter como ferramenta para triagem de novos
medicamentos com uma maior variedade de agentes
terapéuticos;

e Analisar a efetividade do sistema rep6rter como instrumento de
testes de resisténcia aos antivirais com amostras clinicas;

e Verificar a estabilidade do sistema repdrter por longos periodos
de tempo;

o Aperfeicoar o sistema repérter por meio da introducdo de
reforcadores da expressdo da GFP no vetor construido, com
objetivo de encurtar o tempo de incubagéo.
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1.1 POLIOMAVIRUS
11.1.1 Historico

A denominagdo “polyomavirus” foi atribuida a este grupo de
virus devido a observacdo de formacgdo de multiplos tumores em ratos
recém-nascidos expostos ao agente viral. O nome deriva do Grego
“poly”, que significa muitos, e de “oma”, que significa tumor. A
primeira evidéncia de que os poliomavirus poderiam infectar humanos
aconteceu no ano de 1965, quando foram encontradas estruturas
semelhantes a do virus em material cerebral de paciente com
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP). No entanto, o
isolamento do poliomavirus JC ocorreu somente em 1971, quando
Padgett e colaboradores conseguiram isolar o poliomavirus JC em
cultura de células gliais fetais inoculadas com material cerebral
infectado de um paciente com LMP. O poliomavirus BK também foi
isolado em 1971, por Gardner e colaboradores, mas a partir da urina de
pacientes assintomaticos ap06s transplante renal (AHSAN, 2006;
IMPERIALE; MAJOR, 2007; SANTOS et al., 2008).

11.1.2 Classificacdo

Os poliomavirus eram classificados como um género da familia
Papovaviridae juntamente com os papilomavirus até o ano 2000, apés
foram reclassificados e foi criada uma familia para os poliomavirus. A
familia Polyomaviridae é constituida por 13 membros, entre eles dois
patégenos humanos pertencentes ao género Polyomavirus, o
poliomavirus JC e poliomavirus BK. A denominacdo JC e BK foi
atribuida em referéncia as iniciais dos nomes dos pacientes dos quais
esses virus foram isolados pela primeira vez. Os demais poliomavirus
infectam outras espécies como macacos, coelhos e ratos (AHSAN,
2006; ICTV, 2014; IMPERIALE; MAJOR, 2007).

11.1.3 Morfologia

Os poliomavirus possuem cerca de 40 a 45 nm de diametro, nédo
tém envelope viral e sdo formados por um capsideo com 73 pentameros,
cada um composto por 5 moléculas VVP1 (expostas no capsideo), e uma
molécula VP2 ou VP3. A proteina VP1 é o maior componente do
capsideo. O virus tem DNA dupla fita circular complexado com histonas
celulares formando uma estrutura semelhante a da cromatina celular
(Figura 11. 1) (KHALILI; STONER, 2001; MADIGAN et al., 2010).
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Figura Il. 1: Imagem ilustrativa da estrutura viral dos poliomavirus.

Capsideo Histonas

VP1

Fonte: A autora baseado em SANTOS et al, 2008.

O genoma mede aproximadamente 5 Kpb e é dividido em 3
regides. A regido inicial esta associada a fungdes anteriores a replicacéo
do DNA, a regido tardia expressa proteinas Uteis apés a replicagdo do
DNA e a regido regulatdria contém os promotores para a transcri¢do das
regides iniciais e tardias além da origem de replicacdo (IMPERIALE;
MAJOR, 2007).

Em relacdo as sequéncias nucleotidicas, os poliomavirus JC e BK
apresentam um consideravel grau de homologia havendo o
compartilhamento de 72% da sequéncia entre o poliomavirus JC e o
poliomavirus BK (KHALILI; STONER, 2001).

11.1.4 Ciclo viral

A forma de transmissdo dos poliomavirus JC e BK ndo ¢
conhecida, mas acredita-se que a transmissao seja respiratoria, pois ha a
possibilidade de células do trato respiratorio participarem como sitio
primario da infeccdo juntamente com células linféides. A transmissdo
por via placentaria também é uma forma de transmissdo considerada
possivel (IMPERIALE; MAJOR, 2007).

Os poliomavirus entram nas células por endocitose. O
poliomavirus BK liga-se ao &cido sidlico e a gangliosideos, penetrando
nas células via cavéolas envolvido por caveossomos, que auxiliam na
endocitose dos virions conduzidos ao reticulo endoplasmatico e
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internalizados no ndcleo. O poliomavirus JC liga-se nas células por
interacdes com o 4cido sidlico e com receptores de serotonina (5-
HT2A), penetrando nas células através da endocitose clatrina
dependente (IMPERIALE; MAJOR, 2007; PHO; ASHOK; ATWOOD,
2000; TAN; KORALNIK, 2010).

A organizacdo do genoma dos poliomavirus €é bastante
conservada e a homologia entre os nucleotideos é significativa entre os
poliomavirus JC e BK. Os genes precoces Sao transcritos em uma
direcdo do genoma e os genes tardios no sentido oposto a partir da fita
complementar, dirigidos por promotores da regido reguladora. A
transcricdo, realizada pela RNA polimerase 11, gera um mRNA inicial
gue é processado pos-trancricionalmente originando um mRNA grande
e um pequeno. Esses mRNAs sdo traduzidos no citoplasma originando
duas proteinas, os antigenos grandes (Ag T) e os pequenos (Ag t)
(KHALILI; STONER, 2001; MADIGAN et al., 2010).

O Ag T é uma fosfoproteina de aproximadamente 70
aminoacidos, que possui maltiplas funcbes como a de iniciacdo da
replicacdo do DNA viral e regulacdo da expressdo de outras proteinas,
sendo a Unica proteina essencial para a replicacdo do DNA viral. A
proteina serve também como sitio de reconhecimento para
citotoxicidade mediada por células T (SANTOS et al., 2008). O Ag T
induz as células a entrarem na fase S do ciclo celular, o que recruta as
proteinas da replicacdo celular que atuardo em favor da replicacdo do
genoma viral. 1sso acontece por interacdo entre 0 Ag T e proteinas como
a pRb e os fatores de transcrigdo E2F (IMPERIALE; MAJOR, 2007). Ja
0 Ag t é uma proteina rica em cistina com tamanho que varia de 124 a
194 aminodcidos. Esse antigeno pode induzir a tumorigenicidade
alterando a progressao do ciclo celular e inibindo a apoptose (SANTOS
et al., 2008).

Para que ocorra a replicacdo, o Ag T se liga a origem de
replicacdo e recruta a DNA polimerase celular por interagdo com a
enzima. Com a abertura da dupla fita, outras proteinas celulares do
processo replicativo sdo mobilizadas por interagdo com 0 Ag T e ao
final sdo produzidas duas moléculas circulares de DNA ligadas.
Juntamente ao inicio da replicacdo do DNA, € iniciada a transcri¢do da
regido tardia, produzindo as proteinas de capsideo VP1, VP2 e VP3. A
VP1 é a principal proteina participante da adsor¢do viral e contém um
sitio antigénico comum a todos os poliomavirus. Outra proteina
reguladora importante, codificada pela regido tardia, é a agnoproteina. A
agnoproteina perturba as fungdes celulares do hospedeiro, como o
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reparo do DNA e a progressao do ciclo celular (IMPERIALE; MAJOR,
2007).

A montagem das particulas virais comega por translocagdo das
proteinas do capsideo para o nucleo e incorporacdo do DNA ao
capsideo. N&o ¢é conhecido o mecanismo de saida dos virus das células,
porém é sugerido que os virus saiam ap6s provocar lise celular em
conjunto com apoptose. Outras hipdteses afirmam que os virus podem
deixar as células mantendo-as intactas (AHSAN, 2006; IMPERIALE;
MAJOR, 2007; MADIGAN et al., 2010).

11.L1.5 Infeccao

Os poliomavirus humanos parecem preferir determinados tecidos
para a replicacdo. O poliomavirus BK tem boa replicacdo em células
epiteliais humanas e em fibroblastos, e o poliomavirus JC parece
estritamente neurotropico, infectando células gliais fetais humanas ou
células cerebrais de adultos (IMPERIALE; MAJOR, 2007; TAN;
KORALNIK, 2010).

A soroprevaléncia  dos  poliomavirus  humanos €
consideravelmente alta, estando entre 60 — 80% na populacdo em geral.
Um estudo de Egli e colaboradores (2009), no qual amostras de sangue
de doadores foram analisadas por ensaios imunoldgicos, retratam bem
esses dados de prevaléncia. Das 400 amostras avaliadas houve
soroprevaléncia de 82% para o poliomavirus BK e 58% para o
poliomavirus JC (EGLI et al., 2009).

A primoinfeccéo por poliomavirus ocorre comumente na infancia
e posteriormente o virus se mantém em laténcia no tecido renal e/ou em
células mononucleares do sangue, que sao sitios importantes de laténcia
dos virus. Durante o periodo de laténcia ndo se sabe ao certo se 0 DNA
fica na forma epissomal nas células ou se ¢ integrado. Alternativamente
ao estabelecimento de laténcia podem instalar-se infec¢des crénicas, nao
sendo raro nesses casos a excrecdo dos poliomavirus na urina em
grandes quantidades. Entretanto, nenhuma enfermidade foi associada a
grande eliminacdo viral pela urina nos portadores crénicos (SANTOS et
al., 2008; TAN; KORALNIK, 2010).

As infecgBes nem sempre séo benignas, o poliomavirus JC causa
a LMP e nefropatia e complicacfes urinarias podem apresentar-se como
consequéncia de infeccbes causadas pelo poliomavirus BK
(IMPERIALE; MAJOR, 2007; KHARFAN-DABAJA et al., 2007;
PIRES et al., 2011; TAN; KORALNIK, 2010). A LMP é uma doenca
desmielinizante resultante da infeccdo litica dos oligodendrdcitos e
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astrocitos causada pelo poliomavirus JC. A desmielinizagdo forma
placas com les6es multifocais, levando o paciente a apresentar sintomas
como distdrbios musculares, deficiéncias cognitivas, deméncia, déficit
sensorial e visual (BREW et al., 2010; IMPERIALE; MAJOR, 2007,
TAN; KORALNIK, 2010). A nefropatia causada pelo poliomavirus BK
é considerada uma grande causa de rejeicdo de transplante renal, em
consequéncia da acdo viral e da indugéo do processo inflamatério no rim
transplantado. A infeccdo normalmente manifesta-se por disfuncéo
renal, mas pode estar associada a apresentacdes clinicas como cistite
hemorragica, estenose uretral e nefrite tubulointersticial (AHSAN, 2006;
SANTOS et al., 2008).

O poliomavirus BK pode ser reativado muitos anos depois da
primoinfeccdo em situagBes como gravidez, infeccdo por HIV, lGpus
eritematoso sistémico, sindrome nefrdtica, transplante de medula éssea e
de 6rgdos solidos (AHSAN, 2006; BREW et al., 2010). Infecches
concomitantes podem acontecer em imunodeprimidos levando a agravos
do estado de salde (ANDREI et al., 2007).

11.1.6 Poliomavirus X Imunodeprimidos

A imunodepressao por si e 0 desenvolvimento de infeccGes virais
oportunistas, sejam elas adquiridas por primoinfec¢do ou resultantes da
reativagdo, possuem uma intima relagdo. Para 0s poliomavirus essa
relacdo de causa e consequéncia parece sofrer interferéncias de outros
fatores também. Alguns trabalhos como os de Nali e colaboradores
(2012), no qual foram analisadas por PCR amostras de urina de
pacientes HIV  positivos, ndo constataram correlacdo entre
imunodepressdo e virdria por poliomavirus. Embora, este estudo tenha
revelado positividade para poliomavirus em 83,9% das amostras (NALI
etal., 2012).

Para o poliomavirus BK a imunodepressdo parece nao ser
determinante do desenvolvimento de doenca, porém em pacientes
transplantados renais a reativacdo do poliomavirus BK é bastante
comum. Isso sugere a necessidade, além da imunodepressdo, de um
ambiente permissivo para a reativacdo, visto que beneficiarios de
transplantes de 6rgdo sélidos ndo renais tem baixa taxa de reativacdo do
poliomavirus BK (KUPPACHI; THOMAS; KOKKO, 2013). Como a
prevaléncia de infeccGes latentes pelos virus da familia dos
poliomavirus é alta, um dos sitios de laténcia é o tecido renal e a injdria
tecidual supostamente favorece a reativagdo viral, 0s pacientes
submetidos a transplante de rim sdo especialmente vulneraveis aos
danos de uma eventual reativagdo viral durante a imunossupresséo
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profildtica e terapéutica (KHARFAN-DABAJA et al, 2007;
KUPPACHI et al., 2013; PIRES et al., 2011).

Em um estudo das infeccbes por JC e BK de Pires e
colaboradores (2011), amostras de urina de pacientes com sintomas de
doenca renal foram analisadas por PCR com iniciadores dirigidos para o
Ag T. Das 295 amostras testadas, 17,6% foram positivas para
poliomavirus, 22,4% das amostras foram positivas no grupo controle
(assintomaticos) e 30,5% das amostras foram positivas no grupo de
pacientes transplantados. No grupo de transplantados 18 amostras de 59
mostraram-se positivas para infeccdo por poliomavirus, sendo que 16
eram infeccdes por BK e somente 2 por poliomavirus JC. Esse estudo
indica que as infeccbes por poliomavirus BK em transplantados é
normalmente mais alta do que por poliomavirus JC (PIRES et al., 2011).

Comum a alguns outros virus, os poliomavirus possuem a
propriedade de favorecer a rejeicdo do enxerto e levar a complicagdes. A
rejeicdo de 6rgdos em situacGes de infeccdo pelo BK pode ser provocada
por acdo direta do virus e pela reacdo inflamatdria (SANTOS et al.,
2008). Em um estudo de Sellares e colaboradores (2012), do total dos
casos de rejeicdo de transplante renal, incluindo todas as causas, 7%
correspondiam a nefropatia causada por poliomavirus. A nefropatia tem
grande importancia entre receptores de transplante renal, pois até 10%
dos pacientes apresentam nefropatia por poliomavirus, sendo em 95%
dos casos causada pelo poliomavirus BK. O diagndstico tardio dessa
complicacdo resulta em perda répida da fungdo do enxerto em mais de
50% dos pacientes (CUKURANOVIC et al., 2012; SELLARES et al.,
2012).

Os transplantados ndo estdo sujeitos a reativacdo e complicacbes
em decorréncia da infeccdo pelos poliomavirus apenas nos primeiros
meses pos-transplante, mas por longos periodos de tempo. As infeccOes
pelo BK podem surgir nas 8 primeiras semanas pos-transplante, como
ocorre em 50% dos casos, bem como surgir anos depois da realizacdo do
transplante (CASTON; CISNEROS; TORRE-CISNEROS, 2007).
Conforme Pollara e colaboradores, pacientes transplantados com
viremia positiva durante os primeiros seis meses pds-transplante néo
apresentaram deterioracdo progressiva do tecido renal, mas os pacientes
com viremia detectada 10 meses ap0s 0 transplante mostraram disfungéo
do enxerto, sendo esta estabilizada apenas com redugdo dos
imunossupressores (POLLARA et al., 2011). Assim, para minimizar 0s
riscos de reativacdo, complicacbes e rejeicdo do enxerto 0s
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transplantados devem estar sob uma continua vigilancia através de
acompanhamento médico e laboratorial.

11.1.7 Diagnostico

O diagndstico da LMP, causada pelo poliomavirus JC, é realizado
por andlises histolégicas e exames como ressonancia magnética e
tomografia. O achado do virus é efetuado por bidpsia cerebral ou por
pesquisa dos antigenos virais através de hibridizagdo in situ, por
exemplo, e a pesquisa de &cido nucleico € efetuada costumeiramente por
PCR do liquor (AHSAN, 2006; TAN; KORALNIK, 2010). O
isolamento viral ndo é uma pratica frequente e requer células fetais
gliais humanas primérias. O uso de sorologia é limitado em pacientes
com LMP, visto que estes anticorpos sdo comuns e o0s titulos virais ndo
sdo muitas vezes detectados no liquor (SANTOS et al., 2008).

O diagndstico das infecgbes por poliomavirus BK é baseado na
analise de urina e sangue, citologia (células de decoy), biopsias e
histopatologia (VATS; RANDHAWA,; SHAPIRO, 2006). A sorologia
ndo é Util, pois os pacientes imunodeprimidos ndo produzem titulos altos
de anticorpos. Como isolamento viral ndo é realizado com frequéncia
para esses virus, as técnicas moleculares séo as mais empregadas para a
deteccdo dos poliomavirus, sendo a gPCR o método de escolha e aceito
pelo FDA para diagndstico de poliomavirus BK no sangue e na urina
(BECHERT et al., 2010; FDA, 2012). A detec¢do em urina e sangue €
possivel porque os poliomavirus podem ser encontrados em valores que
excedem um bilhdo de copias genomicas/mL na urina ou mais de 10°
copias/mL no sangue. O uso de urina ndao é incomum, embora
Cukuranovic e colaboradores (2012) citem que para o poliomavirus BK,
a deteccBo no sangue € mais preditiva do que na urina
(CUKURANOVIC etal., 2012).

A origem do DNA do poliomavirus BK no sangue nao € clara,
mas provavelmente é proveniente de particulas virais que replicam em
células epiteliais tubulares, ou que trafegam via membrana basal lesada
para capilares peritubulares e estabelecem infecgdo sistémica.
Alternativamente, também é possivel que o DNA viral presente no soro
derive da replicagcdo do virus em tecidos extrarrenais (DADHANIA,
2012; TONG et al., 2004).

A viremia por poliomavirus BK é um excelente marcador
universal de nefropatia causada por esse virus. Além disso, a associagéo
da nefropatia e da cistite hemorragica em transplantados renais com a
existéncia de viremia é bem enfatizada. Transplantados renais
apresentam viremia para poliomavirus BK logo no inicio do
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desenvolvimento da doenca renal, a qual pode ser diagnosticada antes
mesmo do estabelecimento de lesdo histopatoldgica e disfuncdo do
enxerto (BOECKH et al., 2005; ESPY et al., 2006). A deteccdo precoce
traz o beneficio de diagndstico rapido, permitindo intervencao
terapéutica de forma mais eficiente.

11.L1.8 Tratamento

O tratamento para LMP ndo é efetuado com uma medicagio
especifica, mas pode ser feito com medicamentos como citarabina,
cidofovir, risperidona, mirtazapina, interferon o e [, topotecan,
inteleucina 2, inibidores seletivos de captagdo de serotonina e
mefloquina como revisado por Patel e colaboradores (2011) e Brew e
colaboradores (2010), porém esses medicamentos apresentam eficécia
contraditdria contra a LMP e o uso é bastante discutidos (BREW et al.,
2010; PATEL etal., 2011; TAN; KORALNIK, 2010).

No caso de nefropatia causada por poliomavirus BK em
transplantados renais, o Unico manejo clinico que parece favorecer a
manutencao do enxerto € a redugdo dos imunossupressores e, por vezes,
a utilizacdo de cidofovir em baixas doses como revisado por Vats e
colaboradores (2006). Contudo, o cidofovir possui efeito nefrotéxico,
ndao sendo muito conveniente para 0 tratamento deste tipo de
complicagdo (STRASFELD; CHOU, 2010; VATS et al., 2006). O
tratamento com leflunomida parece apresentar bons resultados para
reducdo da virria e viremia e o uso de fluoroquinolonas e
imunoglobulinas também tém sido descrito para o tratamento de
infeccOes pelo poliomavirus BK (HILTON; TONG, 2008; LEUNG et
al., 2005; WILLIAMS, J. W. et al., 2005).

Para ambos o0s virus e suas complicagcdes ndo hd medicamentos
especificos e métodos preventivos, como através da imunizacdo por
vacinas, assim a imunomodulacdo adequada e a prevencdo da
progressao de complicagdes parecem ser as formas mais sensatas de
assegurar um bom prognéstico para os pacientes (SANTOS et al., 2008).

11.1.9 PCR em tempo real

A PCR consiste na amplificagdo, in vitro, de sequéncias
gendmicas especificas a partir de uma pequena quantidade de DNA
molde heterogéneo. Esta técnica foi criada em 1983 por Kary Mullis e
disponibilizada na forma quantitativa (QPCR) em 1996 pela Applied
Biosystems. A gPCR é considerada uma metodologia precisa e sensivel
para deteccdo e quantificacdo de acidos nucleicos e, atualmente, é
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bastante utilizada em pesquisas moleculares e para diagndstico clinico
(DORAK, 2006; THEOPHILUS, 2008).

A gPCR ou PCR em tempo real analisa ciclo a ciclo o acimulo
de material amplificado via um repérter fluorescente, que pode ser um
ligante de DNA ou um oligonucleotideo fluorescente. O SYBR Green é
um exemplo de ligante de DNA, que intercala apenas DNA dupla fita
permitindo a deteccdo e quantificagdo do material amplificado. Os
oligonucleotideos na forma de sondas usados na gPCR sdo formados por
um fluoréforo e um “silenciador da fluorescéncia” (Quencher), que
emprega um mecanismo de transferéncia de energia por ressonancia
para suprimir a fluorescéncia do fluor6foro (FRET probes). As sondas
sdo desenhadas para hibridizar na sequéncia alvo entre os dois
iniciadores na amplificacdo, como ocorre no método TagMan e
molecular beacons. O método TagMan (hydrolisis probes) aproveita a
atividade exonuclease 5'—3’' da Taq DNA polimerase para
clivar/degradar a sonda, liberando o fluoréforo, enquanto o método por
molecular beacons afasta o quencher do fluoréforo no momento da
hibridizacdo, permitindo a expressdo da fluorescéncia (BUSTIN et al.,
2009; ESPY etal., 2006; THEOPHILUS, 2008).

Independentemente do método usado, o acompanhamento da
reacéo através dos reporteres fluorescentes revela o Cq (quantification
cycle) da reagdo, que é o exato ciclo de incremento da fluorescéncia com
passagem do limiar da linha de base para fluorescéncia detectavel pelo
instrumento de PCR. Para realizar a quantificacdo, é determinado o
limiar na fase exponencial de amplificacdo, que é um valor numeérico
atribuido a cada corrida para calcular o valor C, de cada amplificac&o.
Atraves do valor C, pode ser feita a quantificagdo do material
amplificado em comparagdo com uma curva padrdo (DORAK, 2006;
MCPHERSON; M@LLER, 2006). A construcdo da curva padrdo utiliza
moléculas alvo purificadas e em concentracdo conhecida. Como
exemplos, pode-se citar oligonucleotideos sintéticos, material genético
obtido de amostras especificas ou DNA clonado, diluido e aliquotado
para utilizacdo durante analises (BUSTIN et al., 2009; MCPHERSON;
M@LLER, 2006).

Além dos Cgs e da quantificagdo, sdo gerados diversos outros
dados pelos softwares dos equipamentos de qPCR. Dados podem ser
visualizados na forma de plot de amplificacdo (Amplification plot), o
qual dispde o nimero de ciclos versus a fluorescéncia (ARn) ou na
forma linearizada na curva de calibracdo dispondo informagfes como
slope e eficiéncia em %, por exemplo (BUSTIN et al., 2009). Outra
informacdo importante para a qPCRs utilizando SYBR Green é a curva
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de melting, que permite a observacdo da formacdo de produtos
inespecificos durante a reacdo. A curva de melting é produzida a partir
de dados da temperatura de melting (Tm), que é a temperatura em que a
dupla fita de DNA produzida esta 50% na forma simples fita. A Tm é
dependente de caracteristicas como o tamanho do DNA amplificado e a
propor¢cdo de CGs no produto (DORAK, 2006; MCPHERSON;
M@LLER, 2006).

Por a gPCR ser uma técnica adaptavel a deteccdo de material
genético obtido de diversos tipos de amostras, ter boa sensibilidade e
especificidade, entre outras vantagens, esta técnica € amplamente
empregada no diagnostico clinico. Para o diagndéstico do poliomavirus
BK utilizando sangue e urina 0 método de escolha e aceito pelo FDA é a
gPCR. Assim, neste trabalho utilizou-se uma gPCR para deteccéo/
quantificacdo de poliomavirus BK conforme descrito e detalhado a
sequir (BECHERT et al.,, 2010; ESPY et al., 2006; FDA, 2012;
THEOPHILUS, 2008).
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11.2 OBJETIVOS
11.2.1 Objetivo geral

Implantar uma reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
(gPCR) para poliomavirus BK.

11.2.2 Objetivos especificos

e Amplificar a regido correspondente ao antigeno T do
poliomavirus BK;

e Construir padrdes de reacdo através da clonagem do gene
amplificado em plasmideos;

¢ Implantar a qPCR utilizando amostras clinicas;

e Analisar amostras clinicas de pacientes submetidos a
transplante renal em relacéo a infec¢do por poliomavirus BK.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
11.3.1 Amostras

Amostras de DNA extraidas de 200 uL de sangue total, utilizando
o kit Biopur Mini Spin Plus (Biopur), foram gentilmente cedidas pelo
HEMOSC (Hemocentro de Santa Catarina). Estas amostras provem de
pacientes transplantados renais em acompanhamento médico e foram
empregadas neste trabalho para a analise de Poliomavirus BK por
gPCR. Entretanto, as amostras de DNA cedidas ndo levam a
identificacdo dos pacientes nem qualquer dado associado a eles. O
transporte das amostras do HEMOSC até o Laboratério de Virologia
Aplicada da UFSC (LVA) foi realizado em caixa térmica contendo gelo,
sendo as amostras posteriormente acondicionadas a — 20°C por no
maximo 4 meses até 0 momento da analise. O DNA foi quantificado e a
pureza avaliada no leitor NanoVue Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare Life Science).

11.3.2 Producéo dos padroes

Amostras de DNA de poliomavirus BK, gentilmente cedidas pela
Profd Dr* Ana Franco da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), foram utilizadas para os testes de avaliagdo dos iniciadores
em PCR convencional e para a produgdo dos insertos para a clonagem
em bactérias.

I1.3.2.1 Escolha dos iniciadores

Através de revisdo da literatura foram escolhidos iniciadores
anteriormente utilizados para estudos de deteccdo e quantificacdo de
poliomavirus BK em amostras clinicas por qPCR, conforme dispostos
nos trabalhos de Dumoulin e Hirsch, (2011) e de Egli e colaboradores
(2009) (DUMOULIN; HIRSCH, 2011; EGLI et al., 2009). Os
iniciadores escolhidos sao dirigidos para a regido do gene
correspondente ao Ag T (GenBank: KF445132.1) e foram sintetizados
pela empresa Exxtend - solucdes em oligos (Quadro II. 1). A
adequabilidade e especificidade dos iniciadores foi verificada por
andlise no banco de dados GenBank e por meio dos softwares
PrimerBlast (NCBI), PrimerSelect — version 7.0.0 e BioEdit Sequence
Alignment Editor — version 7.1.3.0.
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Quadro Il. 1: Sequéncias dos iniciadores BKF e BKR

Poliomavirus o S
Sequéncias dos iniciadores

BKAgT*  >equenciasdosinicladores
BKF 5’ — AGCAGGCAAGGGTTCTATTACTAAAT -3’

BKR 5’ — GAAGCAACAGCAGATTCTCAACA -3’
* Tamanho do produto de PCR = 132 pb

11.3.2.2 Producéo do inserto (AT132)

Os insertos foram produzidos por PCR convencional, apos
padronizacéo, utilizando reagentes da Promega e GoTaq® Flexi DNA
polymerase (5 U/uL) em reag¢des de 25 pL nas seguintes concentragdes:
tampdo da enzima 1 x (pH 8,5 e sem magnésio), 1,5 mM de MgCl2, 0,2
mM de dNTPs, 1,0 uM de cada um dos iniciadores BKF e BKR, 1 U de
Tag polimerase e 70 ng de DNA molde de poliomavirus BK. As
condi¢des de ciclagem foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 min,
seguida de 40 ciclos de desnaturagcdo a 95°C por 1 min, ligacdo dos
iniciadores a 52° por 1 min, extensdo a 72°C por 30 seg, e extensao final
a 72°C por 10 min. Os produtos foram aplicados em gel de
poliacrilamida 10% e a corrida eletroforética realizada em sistema Mini
Trans-Blot® Cell (Bio-Rad) (70 — 90 V) com tampdo TBE 1 x. Foram
aplicados no gel 8 pL de cada amostra acrescidos de 20% de Loading
dye e 2% de GelRed para visualizagdo das bandas no sistema
fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio - Imaging Systems). Para a
clonagem, o produto de PCR foi purificado a partir do gel de agarose
1% com o Kit QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). A dosagem e 0s
parametros de pureza dos produtos foram verificados no equipamento
NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Life Science).

I1.3.2.3 Plasmideo

Para a clonagem foi utilizado o kit pGEM® - T Easy Vector
Systems A1380 (Promega). O kit contém um vetor linearizado com
sitios de iniciacdo de transcricdo e promotores para T7 RNA polimerase
e SP6 RNA polimerase, um gene de resisténcia para ampicilina e uma
regido codificadora para - galactosidase. A efetiva insercéo do produto
de interesse ao plasmideo interrompe a sequéncia da f3 - galactosidase,
gQue passa a nao ser expressa, consequentemente ndo clivando o
substrato X-Gal adicionado na cultura bacteriana. A ndo clivagem do
substrato resulta na formacgdo de colbnias brancas (vetor com inserto),
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enquanto colonias contendo a [ - galactosidase funcional apresentam
coloracdo azul (vetor sem inserto).

I1.3.2.4 Ligacdo, clonagem e sele¢do dos clones transformados

A ligacdo dos insertos (AT132) ao vetor pGEM® - T Easy Vector
foi realizada nas seguintes condigdes: 5 pL de tampao 2 X (60 mM de
Tris-HCI, 20 mM de MgCl,, 20 mM de DTT, 2 mM ATP e 10%
polietilenoglicol), 1 pL de pPGEM® - T Easy Vector (50 ng/uL), 3 uL de
produto de PCR (49,5 ng/uL) e 1 uL de T4 DNA Ligase (3 U/uL). A
reacdo ocorreu a 4°C em incubacdo de 14 a 16 h no termociclador
Techne (Flexigene), seguindo recomendac@es do fabricante.

Células de Escherichia coli DH5 - a (Invitrogen) célcio
competentes, gentilmente cedidas pelo Laboratério de Biologia
Molecular e Micobactéria (LBMM-UFSC), foram utilizadas para
transformagdo. Aproximadamente 100 pL de células (10" a 10°
células/mL) foram descongeladas em gelo (5 a 10 min),
homogeneizadas com 5 pL da reacéo de ligacdo e incubadas por 30 min
em banho de gelo. A internalizacdo do plasmideo foi realizada por
choque térmico em banho a 42°C por 45 seg e 2 min em banho de gelo.
Aos microtubos foram adicionados 400 uL de meio SOC (2,0 g Bacto®-
tryptone, 0,5 g de Bacto®-yeast, 1 mL de NaCl 1M, 0,25 mL de KCI
1M, 1 mL de Mg®* 2M e 1 mL de glicose 2M) para incubagdo por 90
min a 37°C sob agitacdo permanente (100 rpm). Os clones
recombinantes foram selecionados com base na cor das colbnias
(azul/branco) apds crescimento em agar LB (Luria — Bertani)
suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, 20 pg/mL de X-Gal e 20
pg/mL de IPTG. A presenca do inserto foi confirmada por PCR
convencional com os iniciadores universais M13 (Quadro Il. 2),
seguindo as mesmas concentracdes de reagentes descritas no item II.
3.2.2 e usando como DNA molde uma coldnia bacteriana.

Quadro Il. 2: Sequéncia de iniciadores universais M13

- ________________________________________
EE _ir-:-s,eEriZZ RS Sequéncias dos iniciadores

Universal M13F 5’ - GTAAAACGACGGCCAG -3’

Universal M13R 5’- CAGGAAACAGCTATGAC - 3’

*Tamanho do produto: 248 pb do plasmideo + 132 pb do inserto = 380 pb.
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Foram adotadas as seguintes condic¢Ges para a PCR: deshaturagédo
inicial a 95°C por 10 min, seguida de 35 ciclos a 95°C por 30 seg, 55°
por 30 seg, 72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 10 min. Os
produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose 1% de forma
semelhante ao descrito no item Il 3.2.2. O tamanho esperado dos
produtos com os iniciadores M13 é de 380 pb.

I1.3.2.5 Repique e producdo das suspensdes bacterianas padrao

As col6nias transformadas foram repicadas em tubos contendo 5
mL de meio LB liquido com 20 pl de ampicilina (25mg/mL) e
incubadas em estufa microbiolégica a 37°C por aproximadamente 16 h.
Apo6s crescimento, o0 DNA bacteriano foi extraido por fervura e
amplificado por PCR com os iniciadores M13F e M13R nas condicOes
descritas anteriormente.

As colbnias positivas na PCR foram aliquotadas em microtubos
estéreis de 0,5 mL contendo meio LB e glicerol autoclavado (30%) para
armazenamento a — 80°C até momento da extracdo do DNA plasmidial e
producdo dos padroes da gPCR.

I1.3.2.6 Extracdo de DNA plasmidial

Um volume de 5 mL de suspensdo bacteriana foi centrifugado a
4500 x g por 5 min a 4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento
utilizado para a extracdo plasmidial por lise alcalina, seguindo o
protocolo de Sambrook e Russel, 2001 com pequenas modificagdes.

I1.3.2.7 Confirmacéao da presenca do inserto no DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi aplicado em gel de agarose 1% para a
verificacdo da integridade do mesmo e uma aliquota do produto extraido
foi submetida a PCR com os iniciadores BKF e BKR para a
confirmacdo da amplificacdo da regido de interesse. O produto de PCR
foi aplicado em gel de poliacrilamida 10%, sob as mesmas condic¢des
descritas no item 1l. 3.2.2, para avaliagdo da amplificacdo de AT132.

11.3.3 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qQPCR)

As gPCRs para deteccdo e quantificagdo de poliomavirus BK
usando DNA extraido de sangue total foram realizadas com a Master
Mix Maxima SYBR Green/ROX gPCR 2 x (Fermentas). Como
controles foram utilizadas amostras de DNA negativas e positivas para
poliomavirus BK, segundo analise do HEMOSC, além de controles de
reacdo isentos de DNA. A reacgdo foi ajustada para 15 pL, sendo 6,25 uL
de Master Mix, 1,5 uL de cada iniciador a 3 uM, 0,75 pL de agua DEPC
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e 5 uL da amostra de DNA. As gPCRs foram pré-incubadas a 50°C por
2 min para descontaminacgdo, conforme instrucdes do fabricante, apds
sofreram desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min seguidos por 30 a 40
ciclos com desnaturacdo a 95° por 15 seg com ligacdo dos iniciadores e
extensdo a 60°C por 60 seg. As reacbes foram realizadas no
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems ®) em
placas MicroAmp® Optical 96-Well de 0,1 mL recobertas com filme
adesivo optico (Applied Biosystems®). Os resultados obtidos foram
analisados no software StepOne™ Version 2.1.

I1.3.3.1 Determinacéo da concentracéo dos iniciadores e curva de
calibracéo.

A fim de confirmar a concentracdo de iniciadores sugerida pelo
fabricante da Master Mix, reacbes em duplicata contendo 4, 3,2, 1 e 0,5
uM dos iniciadores BKF e BKR foram avaliadas com DNA
conhecidamente positivo para poliomavirus BK. Para a curva de
calibracéo, diluicdes 1 : 10 (10° a 10° copias / mL) do DNA plasmidial
extraido dos clones recombinantes, foram submetidas a qPCR seguindo
0s volumes e condi¢des descritos no item I1. 3. 3.

I1.3.3.2 Limite de deteccéo da qPCR

Uma amostra de DNA obtida de sangue total, conhecidamente
positiva para poliomavirus BK, foi quantificada por gPCR seguindo o
protocolo estabelecido neste trabalho. Apés a quantificacdo foram feitas
diluigdes da amostra e considerada positiva a Gltima diluigdo com pico
na temperatura de melting caracteristica para os produtos obtidos com os
iniciadores BKF e BKR. Controles com amostras positivas e negativas
foram empregados, bem como controles de reagdo isentos de DNA.

I1.3.3.3 Andlise das amostras

Das amostras recebidas do HEMOSC, 29 foram utilizadas para os
ensaio de deteccdo/quantificacdo de poliomavirus BK por gPCR em
virtude da limitacdo de reagentes. Das 29 amostras, 9 eram positivas, 10
negativas e 10 amostras ndo haviam sido avaliadas para
deteccdo/quantificacdo do poliomavius BK. As amostras ndo avaliadas
para poliomavirus BK foram avaliadas pelo HEMOSC para CMV,
sendo 5 positivas e 5 negativas para deteccdo/quantificacdo de CMV.
Em todas as placas submetidas a gqPCR foram utilizados no minimo 3
concentracfes dos padrdes de quantificagdo em duplicata, uma amostra
conhecidamente positiva e uma conhecidamente negativa para
poliomavirus BK, além de um controle de reacdo isento de amostra. Os
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resultados foram analisados no software StepOne™ Version 2.1. Apds
as gPCRs, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10%
para confirmacéo da especificidade do produto amplificado.

Para a quantificacdo em coOpias gendmicas / mL, foi utilizada a
seguinte formula:

N° Cépias genbmicas/mL = Vpe x Q
Va xVu

Vpe = Volume de amostra obtido pela extragdo em pL;
Q = Quantificacdo atribuida pelo software da PCR;
Va = Volume de amostra (sangue) utilizada em mL;

Vu = Volume do produto de extragdo usado por reagdo de PCR em pL.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
11.4.1 Amostras

As aliquotas de DNA extraidas pelo HEMOSC, foram
quantificadas anteriormente a utilizacdo na gPCR. As concentracfes
variaram de 8,9 a 62,0 ng/uL e a pureza (A260/A280) ficou entre 1,192
e 2,682 para todas as aliquotas utilizadas durante as analises. Conforme
dados do fabricante do kit de extracdo (Biopur Mini Spin Plus), o
rendimento da extragdo a partir de 200 uL de sangue total de um
individuo saudavel varia normalmente entre 15 ng/uL a 50 ng/uL,
porém recuperagBes menores podem acontecer em amostras tratadas
com anticoagulante, e a pureza (A260/280) obtida seria entre 1,7 a 2,0.
Idealmente, a relacdo de absorbancia A260/280 deve estar entre 1,8 e
2,0, valores maiores ou menores indicam contamina¢do por RNA ou
proteinas (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Neste estudo, como ja foram utilizadas amostras de DNA
extraidas, ndo foi possivel otimizar o processo de extragéo, sendo que 0s
dados de pureza forneceram subsidios somente para investigacdo de
possiveis amplificaces.

11.4.2 Producéo do inserto

Durante o estabelecimento da PCR foi observada a amplificacéo
do fragmento AT132 em todas as temperaturas testadas (44,0°C a
53,1°C), conforme ilustrado na figura Il. 2. A definicdo das
temperaturas iniciais e finais para a curva de temperatura foi realizada
com base nos dados do fornecedor dos oligonucleotideos (Exxtend —
Solucdo em oligos), dados da literatura e andlise da sequéncia
(DUMOULIN; HIRSCH, 2011; EGLI et al., 2009). A especificidade
dos iniciadores foi confirmada também pelo algoritmo BLASTNn no
banco de dados GenBank (GenBank: KF445132.1).
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Figura Il. 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% para os produtos de
PCR AT132 obtidos com os iniciadores BKF e BKR. Curva com temperatura
de anelamento variando de 44,0°C a 53,1°C (1- 44,0°C, 2 - 44,7°C, 3 - 45,6°C,
4-46,6°C,5-48,0°C, 6 - 49,4°C, 7 -50,7 °C,8-52,0°Ce 9 -53,1°C).

N Geanp e G o BEead Rl eomd

A PCR convencional foi padronizada utilizando a temperatura de
anelamento de 52°C devido a apropriada amplificacdo do produto
AT132 verificada no gel de poliacrilamida 10%, e por ser a temperatura
que garantiria maior estringéncia, para amplificacdo de produtos
especificos.

11.4.3 Transformacéo e sele¢do dos clones recombinantes

Como o plasmideo pGEM® - T Easy Vector possui sitios para o
anelamento dos iniciadores M13, que flanqueiam o sitio de clonagem, a
utilizacdo dos iniciadores M13 permitiu a amplificacdo do fragmento
introduzido ao vetor e de parte das regifes plasmidiais periféricas ao
inserto. Sabendo-se que as fragdes do plasmideo amplificadas somam
248 pb e que o inserto AT132 possui 132 pb o tamanho do produto
esperado é de 380 pb. O tamanho correspondente pode ser visualizado
na imagem do gel de agarose 1% na figura Il. 3.
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Figura Il. 3: Produto de PCR obtido com os iniciadores M13F e M13R.
Produtos com 380 pb, o que inclui amplificagdo de fragdes do pGEM® - T Easy
Vector (248 pb) somadas ao inserto (132 pb). Culturas 1 e 3 foram positivas
para a presenga do plasmideo contendo inserto.

1 Z 3 PM

500 pb

100 pb

A extragdo dos plasmideos, por lise alcalina, da colbnia
transformada selecionada teve de ser adaptada com reducdo dos tempos
de incubacdo, pois nas condigdes recomendadas por Sambrook e Russel
(2001) néo resultaram em plasmideos em boas condi¢des de integridade.
A concentracdo final do DNA extraido usado para diluicdo e producédo
da curva padréo foi de 4,78 ug/uL.

11.4.4 gPCR utilizando SYBR Green.
I1.4.4.1 Curva padréo

A indicacdo da concentracdo dos iniciadores dada pelo fabricante
da master mix foi confirmada através da qPCR, que apresentou maior
ARn e menor C, com a concentragdo de 3 uM de cada iniciador. A curva
de calibracdo obtlda com concentracdes de DNA de 10° copias
gendmicas/uL a 10° cépias gendmicas/uL resultou em um Slope de -
3,224 e uma eficiéncia de 104 % (Figura Il. 4). A interpolacéo do eixo
Y foi em 41,603 e o coeficiente de correlagao (R?) de 0,995.

A eficiéncia de amplificacdo é determinada pelo slope, (10 <
-1), que daréd informagfes sobre a quantldade de material em dupla fita
resultante por ciclo. O valor de R? (coeficiente de determinacdo) é
importante por relacionar duas grandezas em comparacdo em um grafico
de funcéo linear, como o referente & curva padréo disposto na figura Il.
4 (BUSTIN et al, 2009).
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Figura Il. 4: Curva padrdo obtida com DNA plasmidial extraido dos clones
bacterianos recombinantes. Observam-se cinco pontos na curva com
concentracdes de DNA variando de 10° a 10° copias gendmicas/uL. Relagdo
entre C, (eixo y) e quantidade de copias gendmicas (eixo X).
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I1.4.4.2 Curva de melting

Os calibradores apresentaram uma curva de melting desprovida
de amplificacdes inespecificas, com picos Unicos na temperatura
caracteristica para os produtos AT132 (~76,5°C) (Figura Il. 5). Da
mesma forma que os calibradores, todas as amostras com amplificacdo
anteriores ao C, 32 demonstraram picos de melting em torno da
temperatura aproximada para os produtos de PCR AT132 (~76,5°C)
como exemplificado na figura Il. 6.
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Figura Il. 5: Picos indicando a temperatura de melting obtida para os padrdes
de reagdo da qPCR. Pode ser observado um pico Unico na temperatura de
melting de ~ 76,5 °C. A nédo formagdo de picos inespecificos em temperaturas
diferentes indica a obtencdo de um U(nico produto (AT132) utilizando os
iniciadores BKF e BKR.

(-Rm)

850 700 750 800 850 800 05.0
Tm: 76,34 °C

Temperatura (°C)

Figura Il. 6: Picos resultantes da amplificacdo de AT132 a partir de amostras
clinicas. Pode ser observada a formacdo de picos na temperatura de melting
caracteristica para os produtos AT132 (~ 76,5 °C). A temperatura de melting
semelhante a apresentada pelos padrdes de reacdo e a ndo formagéo de picos
inespecificos indicam a amplificacdo de um Unico produto a partir do material
genético contido nas amostras clinicas testadas.
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Na maioria das amostras foram vistos picos Unicos, porém em
algumas situacbes pode ser constatada a presenca de picos em
temperaturas de melting mais baixas do que o esperado, sendo estas
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amostras classificadas como amostras com picos multiplos. Amostras
com amplificagdo ndo caracteristicas do produto AT132 retrataram picos
de melting com menor — Rn, sendo esses possivelmente associados a
formacgdo de dimeros de iniciadores. Amplificacfes inespecificas com
materiais genéticos ndo pertencentes a regido do Ag T eventualmente
poderiam acontecer. Seria possivel também surgirem interferéncias na
amplificacdo em funcdo da adi¢do dos controles internos nas amostras,
realizada pelo HEMOSC durante a extracdo do DNA para validacdo das
suas analises. Esses padrfes podem ser materiais genéticos sintéticos ou
de outros organismos e com frequéncia ndo tem sequéncias divulgadas
pelas empresas desenvolvedoras dos kits de diagndstico. No entanto,
essas interferéncias parecem pouco provaveis neste caso, visto que 0
controle negativo, desprovido dos analitos, ocasionalmente apresentava
amplificacdo em Cgs maiores que 32 em temperaturas também
apresentadas pelas amostras com picos maltiplos.

gPCRs com menores concentragfes de iniciadores (150 nM, 125
nM e 75 nM) foram realizadas para as amostras com picos multiplos. As
gPCRs utilizando 150 nM e 125 nM dos iniciadores reduziram o —Rn
dos picos inespecificos e em algumas amostras até mesmo 0s
eliminaram (Figura 11.7). A concentracdo de 75 nM resultou em curva
de calibragdo com baixa eficiéncia (84,864 %), sendo inadequada para
as amplificacoes.

Figura Il. 7: Curva de melting resultante de qPCR de amostras clinicas. Pode
ser observada a temperatura de melting caracteristica para os produtos de PCR
com amplificagdo positiva e picos inespecificos formados anteriormente a
temperatura de 76,94 °C.
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11.45 Analise das amostras clinicas

As amostras foram divididas em trés grupos para
representacdo e discussdo dos resultados conforme disposto na tabela
1. 1.

e Grupo 1 - amplificacdo positiva para poliomavirus BK conforme

0 HEMOSC;

e Grupo 2 - amplificagdo negativa para poliomavirus BK
conforme o HEMOSC;
e Grupo 3 - ndo analisadas para poliomavirus BK pelo HEMOSC

e analisadas para CMV.

Conforme Bustin e colaboradores (2009), condi¢des de rejeicdo
de resultados podem ser formuladas de acordo com os dados relativos
aos controles. Na qPCR em estabelecimento foi determinada uma
condi¢do para rejeicdo de amostras com amplificacdo, teoricamente,
resultantes de formacdo de produtos inespecificos. Durante as analises,
nenhuma amostra do grupo 1 amplificou pela metodologia utilizando
SYBR Green em C, maior que 32. AmplificagOes posteriores a este C,
foram vistas apenas nas amostras do grupo 2, e ocasionalmente nos
controles negativos da reagdo, porém essas amplificacdes ndo possuiam
picos de melting nas temperaturas esperadas para os produtos AT132.
Assim, a condicdo para determinacdo dos resultados neste estudo foi:
“Amostras com Cq maior ou igual a 32, e com temperatura de melting
diferente do esperado para 0s produtos AT132, sdo consideradas
negativas para a amplificacéo. E, toda amostra com C, menor que 32, e
com temperatura de melting caracteristica dos produtos AT132, séo
consideradas positivas para a amplificagdo de DNA correspondente ao
poliomavirus BK.”

As amostras dos grupos 1 e 2, analisadas pela metodologia
utilizando SYBR Green, apresentaram resultados de amplificacdo
compativeis com os obtidos pelo HEMOSC quando considerada a
condicdo de rejeicdo estabelecida neste trabalho. Analises dos produtos
de gPCR dos 3 grupos avaliados em gel de poliacrilamida 10%
confirmaram os resultados obtidos e os tamanho dos produtos esperados
(dados ndo mostrados). Das 10 amostras do grupo 3, como pode ser
observado na tabela Il. 1, uma mostrou amplificacdo dentro das
condi¢des estabelecidas para poliomavirus BK. Esta amostra foi positiva
também para CMV, conforme laudo do HEMOSC. O estabelecimento
de uma relacdo entre infeccbes pelo CMV e pelo poliomavirus BK na
literatura é bastante confuso e os estudos sdo contraditérios quanto a
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existéncia desta relacdo, embora alguns estudos demonstrem altas taxas
de coinfeccdo por esses dois virus (WATCHARANANAN et al., 2010).

No estudo de Watcharananan e colaboradores (2010) foi avaliada
a presenca de monoinfeccdes e coinfeccBes em pacientes pediatricos
transplantados para CMV, poliomavirus (JC e BK) e adenovirus. Das
219 amostras de sangue analisadas, 119 apresentavam DNA viral na
andlise por gPCR. Das amostras positivas, 36,1% (43 amostras)
apresentaram viremia para poliomavirus BK, 27,7% (33 amostras)
viremia para citomegalovirus, 7,6% (9 amostras) viremia para
adenovirus e 0,84% (1 amostra) para poliomavirus JC. A coinfeccdo
ocorreu em 23,5% das amostras (n = 28), e do total de amostras com
coinfeccdo, 18,5% (n = 22) correspondiam a coinfeccdo com CMV e
poliomavirus BK. A segunda maior coinfeccdo ocorreu entre CMV e
adenovirus em 3,4% das amostras (n = 4) (WATCHARANANAN et al.,
2010).

Na clinica, normalmente é utilizado um controle interno para que
possa ser feito o calculo da eficiéncia de reacdo. Neste trabalho foi
efetuada a tentativa de utilizacdo de um conjunto de iniciadores dirigido
a um gene constitutivo humano (B — globina), porém este par de
iniciadores ndo se mostrou efetivo e seu emprego foi desconsiderado.
Assim, na formula utilizada para a quantificacdo ndo ha correcdo pela
eficiéncia de reacéo.

Como pode ser observado na tabela Il. 1, as quantificagdes em
copias gendmicas/mL para o poliomavirus BK variaram entre 9,8 x 10°a
6,7 x 10" copias genomicas/ mL. Os resultados de quantificagdo do
HEMOSC ndo foram semelhantes aos obtidos pela gPCR utilizando
SYBR Green, no entanto como as metodologias de detec¢do ndo séo
correspondentes e os calculos de quantificagdo ndo sdo os mesmos é
aceitavel tal discrepancia.

Em um estudo com 100 amostras de plasma realizada por
Stellrecht e colaboradores (2013), as quantificagdes tiveram amplitude
variando de 10 a 10° cépias genomicas/mL, utilizando diferentes
variacbes de gqPCR. No trabalho de Pollara e colaboradores com
pacientes transplantados renais, as quantificacdes variaram entre 10° a
10° copias/ mL para as amostras de plasma analisadas. Assim, as
quantificacdes obtidas neste trabalho estdo de acordo com os valores
normalmente encontrados em amostras clinicas e a diferenca de
quantificacdo devido a metodologia aplicada também é sustentada pela
literatura (POLLARA et al., 2011; STELLRECHT et al., 2013).

O limite inferior de detec¢do da qPCRs TagMan utilizando os
iniciadores BKF e BKR por Dumoulin e Hirsch (2011) foi de 415 cépias
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gendmicas/ mL e o limite de detecgdo informado pelo fabricante do kit
BKV Q-PCR Alert Kit (Nanogen), utilizado pelo HEMOSC é de 125
copias gendbmicas/ mL (DUMOULIN; HIRSCH, 2011). Esses dois
limites foram determinados a partir da diluicio de DNA plasmidial
padrdo. O limite de deteccdo verificado para a metodologia utilizando
SYBR Green neste trabalho foi obtido por diluicdo de material genético
extraido de uma amostra conhecidamente positiva para poliomavirus
BK. O limite inferior de detec¢do para a metodologia utilizando SYBR
Green foi de 3600 copias gendmicas /mL ou 18 coOpias gendmicas/
reacao.

Em um estudo com pacientes submetidos a transplante renal, o
qgual analisou a viremia por poliomavirus BK por gPCR,
aproximadamente 57% dos pacientes apresentavam quantificacfes
acima de 10* copias gendmicas/mL e 86% dos pacientes que
desenvolveram nefropatia tubular intersticial possuiam quantificac@es de
DNA viral acima de 10* copias genémicas/mL. A quantificacéo de 10
copias gendbmicas/mL é comumente adotada como um ponto de corte
que reflete o risco de nefropatia. Assim, o limite de deteccdo
apresentado pela metodologia utilizando SYBR Green (3,6 x 10° c6pias
gendbmicas /mL) é capaz de detectar os valores normalmente
considerados de risco para nefropatia em pacientes transplantados
(POLLARA et al., 2011).

A gPCR utilizando SYBR Green mostrou resultados interessantes
e promissores para sua futura aplicacdo na clinica. Todas as amostras
analisadas corresponderam aos resultados qualitativos obtidos com um
kit comercial que emprega TagMan. Como beneficio em relacdo aos Kits
comerciais TagMan, a gPCR utilizando SYBR Green ¢ financeiramente
vantajosa, principalmente para as instituicbes que mantém grandes
rotinas de analises. O pequeno volume de reacdo utilizado na gPCR
utilizando SYBR Green também favorece a reducdo dos custos.
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Tabela 11. 1: Dados da avaliagdo de amostras clinicas por g°PCR com
SYBR Green.

BK Cop/mL | Cop/mL Cqg médio Cqg DP Média Tml Tm2 Observacio

Grupo 1 - Amplificacio positiva
NA [GI X202kl 5,20E+06 24,23 0,198 76,569

(+) 1,56E+04 gEkfuliy] 26,01 0,113 76,791
(+) 1,50E+04 gEhluiiy 25,41 0,064 76,638
[ X:x3:22 k) 2,30E+07 25,51 0,021 76,937
(+) 1,90E+04 EEENIE0T 24,44 0,049 76,568
(+) 5,05E+04 EENNIEDIE 29,43 0,304 76,646 73,964 Miiltiplos picos
(G ALkl 5,70E+06 26,32 0,057 76,646
(+) 4.23E+0Z gEEhIENL] 27,73 0,057 786,796 73.666 Miltiplos picos

NA (+) 6,36E+0Z gl 26,42 0,014 76,419

Grupo 2 - Amplificacio negativa

NA LLS | B LLsS Indeterm. ou >32 x 72,835
LLS Indeterm. ou >32 x 71,421
LLS Indeterm. ou >32 x 72,166 74,103 Miiltiplos picos
LLsS Indeterm. ou >32 X 71,269
LLsS Indeterm. ou >32 x 72,318
LLS Indeterm. ou >32 x 73,952
LLS Indeterm. ou >32 x 68,44
LLsS Indeterm. ou >32 X 73,954
LLS Indeterm. ou >32 x 72,312 67,543 Miltiplos picos
LLS Indeterm. ou >32 x 68,144

LLS Indeterm. ou >32 x 74,116 76.350 Multiplos picos
LLS Indeterm. ou >32 X 74,113
LLS Indeterm. ou >32 X 74,226
LLS Indeterm. ou >32 x 74,115

6,70E+07 23,768 0,100 76,345 73,97 Multiplos picos
LLS Indeterm. ou >32 X 74,044
LLS Indeterm. ou >32 X 73,82
LLS Indeterm. ou >32 x 73,967 81.863 Multiplos picos
ILLS Indeterm. ou >32 X 73,819
LLS Indeterm. ou >32 X 74,004

Legenda: Amostras ndo analisadas (NA); Inferior ao limite de sensibilidade (I.L.S); (+)
Amplificacédo positiva; Citomegalovirus humano (CMV); Poliomavirus BK (BK); Temperatura
de melting (Tm); Copias genémicas por mililitro (Cop/mL); (Cq DP); Quantification cycle (C).
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1.5 CONCLUSAO

A gPCR utilizando SYBR Green mostrou resultados promissores
gue possibilitam sua futura aplicacdo para diagnostico clinico. As
amostras clinicas analisadas apontaram resultados qualitativos
correspondentes aos obtidos com um kit comercial que emprega
TagMan e as quantificacdes assemelharam-se aos dados encontrados na
literatura. A metodologia apresentou sensibilidade suficiente para
determinar o risco de nefropatia em pacientes transplantados renais e
devido ao volume de reacdo e a técnica de deteccdo é permitida a
reducdo dos custos por amostra em relacdo a metodologia que utiliza
TagMan.
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1.6 PERSPECTIVA

e Inserir um padrdo interno de reagdo através do desenho de um
par de iniciadores para um gene constitutivo humano;

o Realizar testes com um grupo maior de amostras para eventuais
ajustes na metodologia;
Implantar a metodologia para diagnostico clinico;

e Analisar a relacdo entre valores de quantificagdo viral e
desenvolvimento de nefropatia.
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CONCLUSAO GERAL

O sistema repdrter desenvolvido neste trabalho consiste em uma
metodologia inovadora que abre caminhos para a modernizagdo dos
sistemas de pesquisa e diagnostico existentes, através da fusdo de
técnicas tradicionais com técnicas atuais de biologia molecular.
Adicionalmente ao uso para diagndstico, o sistema repérter pode ser
empregado na clinica para realizar testes de resisténcia aos antivirais e
na pesquisa para o desenvolvimento de novos medicamentos. J& a g°PCR
utilizando SYBR Green parece eficiente no diagnéstico clinico podendo
ser uma ferramenta para detectar risco de desenvolvimento de nefropatia
em pacientes transplantados renais.

As duas metodologias discutidas neste trabalho visam priorizar
pacientes imunodeprimidos, os quais desenvolvem doencas virais
oportunistas graves, de dificil diagndstico e que levam a morbidade e
mortalidade considerdvel. Através deste estudo, buscou-se contribuir
seja na forma de conhecimento ou de possivel aplicagdo pratica com as
areas da pesquisa e da clinica. Progressos na pesquisa € a reflexdo disto
em bens que atendam a sociedade, trazendo também beneficios para
salde, ddo a pesquisa sua verdadeira funcédo, a de contribuir através do
conhecimento para a melhoria da qualidade de vida e para a evolugao da
sociedade humana.
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