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RESUMO 

Os membros da família Paramyxoviridae são vírus que causam infecções em humanos 

e animais de importância econômica global. Entre os membros desta família incluem 

patógenos de importância mundial para os humanos, como o vírus respiratório sincicial  

humano (hRSV), o metapneumovírus humano (hMPV) e vírus de importância em Medicina 

Veterinária, como o vírus respiratório sincicial bovino (bRSV) e o metapnemovírus aviário 

(aMPV).  Os membros da família Paramyxoviridae, subfamília Pneumovirinae são vírus 

envelopados, não-segmentados dotados de genoma de RNA de fita simples com sentido 

negativo.  

Na primeira parte do estudo, desenvolvemos um adenovírus recombinante 

expressando a proteína F do aMPV. A expressão da proteína F foi determinada por Western 

Blot. Os níveis de transcrição do gene F foram avaliados por RT-PCR em tempo real, em 

células HEK-293 e células HEP-2. Foi realizada a imunização experimental de Ad-aMPV-F 

e foi analisada a indução de resposta de anticorpos em camundongas BALB/c. Os títulos de 

anticorpos neutralizantes foram detectados após a imunização com Ad-aMPV-F.  

Na segunda parte do trabalho o objetivo foi a construção de adenovírus 

recombinantes expressando a proteína F do bRSV. A proteína F parece ser um antígeno 

ideal para fins de diagnóstico. Utilizando anticorpo anti-V-5, uma banda de ~90 kDa foi 

detectada no sobrenadante de cultura de células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F.  

Na terceira parte do estudo, o objetivo foi a construção de dois vetores adenovirais 

expressando as proteínas G do aMPV e bRSV, a expressão destas proteínas em células 

HEK-293 infectadas foram analisadas pela expressão do gene repórter, da proteína verde 

fluorescente (GFP).  
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ABSTRACT 

The members of the family Paramyxoviridae are viruses that cause infectious in 

human and animals of importance to global economics. Among the member of this family 

include pathogens of importance global for humans such as human respiratory syncytial 

virus (hRSV), the human and metapneumovirus (hMPV) and of viruses importance in 

veterinary medicine, such as bovine respiratory syncytial virus (bRSV) and avian 

metapnemovírus (aMPV). The members of the Paramyxoviridae are enveloped, non-

segmented viruses, with negative-sense single stranded genomes. 

In the first part of the study, we developed a recombinant adenovirus expressing the F 

protein of AMPV. The expression of F gene was determined by Western Blot. The levels of 

transcription were evaluated by RT-PCR in real time in HEK-293 cells and HEP-2 cells. 

Immunization experiment was carried out Ad-AMPV-F was analyzed and the induction of 

antibody response in BALB/c mice. The neutralizing antibody titers detected after 

immunization with Ad-AMPV-F. 

In the second part, the objective was to construct recombinant adenoviruses 

expressing the F protein of bRSV. Protein F appears to be an ideal antigen for diagnostic 

purposes. Using the anti-antibody AdV-5, a single band of ~ 90 kDa was detected in the 

culture supernatant in 293 cells infected with Ad-bRSV-F. 

In the third part of the study, the objective was to build two adenoviral vectors 

expressing the G protein of aMPV and bRSV and the expression of these proteins in 

infected HEK-293 cells were analyzed for expression of the reporter gene, green 

fluorescent protein (GFP). 

Abstract 
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INTRODUÇÃO 

1.1. Família Paramyxoviridae  

Os membros da família Paramyxoviridae são vírus que causam infecções em 

humanos e animais de importância econômica global (CHANG & DUTCH, 2012). Entre os 

membros desta família incluem patógenos altamente contagiosos e de importância mundial 

para os humanos, como os vírus do sarampo (MeV),  da caxumba (MuV), o vírus 

respiratório sincicial  humano (hRSV), o metapneumovírus humano (hMPV), e os vírus de 

potencial zoonóticos Hendra (HeV) e Nipah (NiV) (CHANG & DUTCH, 2012).  

Os paramixovírus são responsáveis por algumas doenças de grande importância em 

Medicina Veterinária, pela sua prevalência e pelo impacto econômico na produção animal. 

São vírus que causam doenças em várias espécies, como o vírus respiratório sincicial bovino 

(bRSV), ovino (oRSV), o vírus da pneumonia murina (MPV), o vírus da parainfluenza 

bovina tipo 3 (bPiv-3), o vírus da cinomose canina (CV), o vírus da peste bovina (Rinderoest 

virus, RPV) e os vírus aviários, metapnemovírus aviário (aMPV) e o vírus da doença de 

Newcastle (NDV) (LE BAYON et al., 2013).  

Análises filogenéticas (Figura 1) distinguem esta família em duas subfamílias: a 

subfamília Paramyxovirinae que inclui cinco gêneros: Rubulavirus (MuV, PIV5), 

Avulavirus (NDV), Respirovirus (SeV, hPIV3), Henipavirus (HeV, NiV) e Morbillivirus 

(MeV); e a subfamília Pneumovirinae no qual incluem dois gêneros os Pneumovirus (hRSV, 

bRSV) e  Metapneumovirus (hMPV, aMPV) (LE BAYON et al., 2013).  
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Fig. 1- Árvore Filogenética representando os membros da família Paramyxoviridae. A subfamília 

Paramyxovirinae que incluem os gêneros, Rubulavirus, Avulavirus, Respirovirus, Henipavirus e 

Morbillivirus.  A subfamília Pneumovirinae inclui dois gêneros, Pneumovirus  e  Metapneumovirus 

(LE BAYON et al., 2013). 

 

O gênero Metapneumovirus difere do gênero Pneumovirus (Figura 2) na ausência das 

proteínas não estruturais NS1 e NS2 e na ordem dos genes F e M2 (COLLINS et al., 2001). 

O genoma do aMPV é constituído por oito genes virais dispostos na seguinte ordem: 

Nucleocapsídeo - Fosfoproteína - Matriz - Glicoproteína F - Segunda Matriz - Pequena 

proteína hidrofóbica - Glicoproteína G e Grande polimerase (3´-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5), 

flanqueado pelas sequências leader e trailer nas posições 3 e 5, respectivamente (EASTON 

et al., 2004). Cada um destes mRNAs contém uma única fase aberta de leitura (ORF, open 

reading frame), exceto o gene M2, que contém as ORFs M2-1 e M2-2 (COLLINS et al., 

2001).  
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Fig. 2- Estrutura esquemática dos genomas de vírus da subfamília Pneumovirinae, gêneros 

Pneumovirus e Metapneumovirus. Esta ilustração compara os genes em comum nos dois gêneros 

indicando à ausência das proteínas não estruturais NS1 e NS2 no gênero Metapneumovirus e a 

ordem dos genes F e M2. Modificada de LE BAYON et al., 2013. Review Medical Virology, 

23(1):15-34. 

 

1.2. Classificação 

O aMPV e bRSV são membros da família Paramyxoviridae, são classificados 

na ordem Mononegavirales e subfamília Pneumovirinae. São vírus envelopados, não-

segmentados dotados de genoma de RNA de fita simples com sentido negativo.  

 

1.3. Estrutura dos vírions 

Os membros da subfamília Pneumovirinae apresentam uma estrutura que 

consiste de um envelope lipoprotéico, derivado da membrana plasmática da célula 

hospedeira (COLLINS et al., 2001), um nucleocapsídeo e uma proteína de matriz. São 

vírus pleomórficos de tamanho variável: as partículas esféricas medem 150 a 300 nm de 

diâmetro; as partículas filamentosas medem entre 60 e 100 nm de diâmetro com 

aproximadamente 10 µm de comprimento (COLLINS et al., 2001).  

Sua superfície possui três glicoproteínas (Figura 3), a proteína de ligação ao 

receptor celular (G), a proteína de fusão (F) e a pequena proteína hidrofóbica  

Introdução 

16



(small hydrofobic; SH). As glicoproteínas F e G estão intimamente relacionadas com a 

proteína de matriz (M) localizada na camada interna do envelope viral (COLLINS et al., 

2001; EASTON et al., 2004).  

 

Proteína de ligação (G)                                      

Bicamada lípidica 

 

RNA + Nucleocapsídeo 

                                        Proteína de matriz (M) 

                                            Proteína de fusão (F) 

                    Proteína hidrofóbica pequena (SH) 

Fig. 3- Representação esquemática da partícula viral dos pneumovírus com as proteínas de matriz 

(M), de fusão (F), a hidrofóbica pequena (SH), de ligação (G), a bicamada lipídica, o RNA e as 

proteínas associadas ao nucleocapsídeo. Modificada de CHANG & DUCH (2012). Viruses Review, 

4:613-636 

 

1.4. O genoma 

O genoma dos metapneumovírus possui aproximadamente 13.000 nucleotídeos (nt)  

e genoma dos pneumovírus consiste de aproximadamente 15.000 nt. Por possuir polaridade 

negativa, o genoma desnudo não é infeccioso quando introduzido em células permissivas.  

O RNA genômico é utilizado por um lado na síntese de um mRNA, que por sua vez é 

traduzido em novas proteínas virais; por outro lado, ocorre à síntese de antigenomas que 

irão servir como moldes na síntese de um novo RNA genômico (EASTON et al., 2004).    
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Em ambos os vírus, a transcrição do genoma se processa no sentido 3’→5’. O 

genoma contém sequências não-codificantes na extremidade 3’ que consiste de uma região 

extragênica de aproximadamente 50 nt, conhecida como leader, onde se localiza o 

promotor viral havendo também uma região trailer com 50 a 160 nt na extremidade 5’ 

(MINK et al., 1991). Essas regiões são importantes para a transcrição e replicação do 

genoma.  

O início de cada gene contém um sinal de 10 nt, altamente conservado 3’ – 

CCCCGUUUA (U/C), exceto o gene L que apresenta diferenças em dois nt (negrito e 

sublinhado): 3’ – CCCUGUUUUA, e termina com um sinal de 12 a 13 nt, semiconservado 

que elicia a poliadenilação e a liberação do mRNA viral completo (COLLINS et al., 2001). 

Regiões intergênicas de 56 nt estão presentes entre os genes dos Pneumovirus - NS1, NS2, 

N, P, M, SH, G, F - à exceção dos genes M2 e L, no qual o gene L sobrepõe em 68 nt o 

gene M2 (VALARCHER & TAYLOR, 2007). Deste modo, a sobreposição em 68 nt, é 

transcrita duas vezes, uma durante a síntese do mRNA M2; a segunda, durante a síntese do 

mRNA L (COLLINS et al., 2001).   

 

1.5. A Proteína F  

A proteína F é uma glicoproteína transmembrana do tipo I (WEI et al., 2012), 

ou seja, a sua porção de ancoragem à membrana celular está localizada na porção carboxi-

terminal (localizada no citoplasma), e contém um sinal de clivagem próximo à porção 

amino-terminal (localizado externamente à membrana) (COLLINS et al., 1996). A proteína 

F está inserida no envelope viral sendo responsável pela fusão, penetração e formação de 

sincícios, portanto determinando características estreitamente associadas ao efeito 
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citopático do vírus (COLLINS et al., 2001). A proteína F dos pneumovírus apresenta 

características semelhantes com aquelas descritas em outros membros da família 

Paramyxoviridae (MORRISON, 1988; VAN DEN HOOGEN et al., 2002).  

A proteína F é sintetizada como um precursor inativo F0, posteriormente 

clivado por proteases celulares semelhantes à tripsina, no compartimento trans-Golgi, 

dando origem ao heterodímero F2 e F1, que consiste de subunidades protéicas ligadas por 

pontes dissulfeto (COLLINS et al., 2001). A clivagem libera o peptídeo de fusão 

(131KKRKRR136), um fragmento hidrofóbico localizado na porção amino-terminal da 

subunidade F1, estando diretamente envolvido à inserção da proteína na membrana celular 

(ELLIS et al., 1992; COLLINS et al., 2001; EARP et al., 2004; RUIZ-ARGUELO et al., 

2004; SCHICKLI et al., 2005). A subunidade F2 demonstrou-se como determinante de 

especificidade nas infecções por vírus respiratórios sinciciais (SCHLENDER et al., 2003).  

Adjacente à proteína F existem duas regiões contendo sequências repetidas de 

sete aminoácidos (aa) denominadas HR-N e HR-C. Estas regiões repetidas são necessárias 

para o processo de fusão viral (CHAMBERS, et al., 1990; BUCKLAND & WILD, 1989; 

LAMB, 1993; VAN DEN HOOGEN et al.; 2002; WEI et al., 2012).  As regiões HR-N e 

HR-C são consideradas candidatos, como alvo para o desenvolvimento de drogas 

direcionadas contra a proteína F, inibindo a ligação de peptídeos à região HR-C e 

prevenindo a mudança conformacional necessária para a fusão do envelope viral à 

membrana celular (LAMBERT et al., 1996).  

A proteína F também interage com uma proteína da família Ras chamada RhoA 

(PASTEY et al., 1999). RhoA é uma pequena GTPase que possui inúmeras funções 

biológicas, tais como: secreção de interleucinas (IL), especificamente IL-1β; IL-6 e IL-8; 
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interferência com a reorganização da actina no citoesqueleto; modulação da expressão 

gênica; alterações na morfologia, mobilidade e proliferação celular (NARUMIYA, 1996; 

PASTEY et al., 1999).   

 

1.6. A Proteína G 

A proteína G foi identificada como a principal responsável pela adesão do vírus 

à célula hospedeira, pela observação de que anticorpos específicos contra a mesma inibem 

esse processo (LEVINE et al., 1987; COLLINS et al., 2001). A proteína G é análoga às 

proteínas hemaglutinina (H) e neuroaminidase (N) presentes em membros da subfamília 

Paramyxoviridae, porém não possui ação hemaglutinante ou neuramínica  

(COLLINS et al., 2001). A glicoproteína G é uma proteína transmembrana do tipo II, ou 

seja, a mesma possui uma região hidrofóbica localizada próxima a sua porção  

amino-terminal, sendo esta localizada no citoplasma, enquanto seu fragmento  

carboxi-terminal permanece exposto externamente à membrana (LANGEDIJK et al., 

1998). A massa molecular da proteína G estimado é de 32 kDa, aumentando para 90 kDa na 

sua forma madura devido à intensa glicosilação do tipo mucin-like (ligação de glicídios por 

ligações glicosídicas do tipo O), existente nas regiões amino e carboxi-terminal da proteína 

(COLLINS et al., 2001; HACKING & HULL, 2002). O ectodomínio é altamente variável, 

sendo rico em serina, treonina, prolina e potenciais sítios de ligação de glicídios por 

ligações glicosídicas mucin-like e tipo N. As regiões mucin-like são separadas por uma 

região conservada de 13 aa (164 a 176) incluindo quatro resíduos de cisteína (C173, C176, 

C182, C186) e são conservados em praticamente todas as amostras do hRSV (COLLINS et 

al., 2001; HACKING & HULL, 2002). A proteína G não é essencial à replicação viral in 
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vitro; todavia, a mesma parece desempenhar importante papel na infecção in vivo 

(KARGER et al., 2001).              

A proteína SH é somente encontrada em alguns paramixovírus, como os vírus 

da caxumba, o parainfluenza do tipo 5, os pneumovírus e os metapenumovírus de 

importância para os humanos e animais (DENG et al., 2012).  

A proteína SH é uma proteína pequena, integral de membrana, inserida no 

envelope viral, sua região C-terminal é voltada ao compartimento interno do envelope, 

correspondente à face citoplasmática da membrana (COLLINS et al., 2001). A mesma pode 

ser encontrada em quatro formas diferentes: SH0, SHG, SHP e SHT (COLLINS et al., 2001).  

Tais conformações, exceto SHT, são encontradas nas células infectadas associadas entre si 

na forma de oligômeros (PEREZ et al., 1997), os quais se acumulam nas membranas do 

complexo de Golgi formando estruturas do tipo lipid-raft e a expressão de tais proteínas é 

capaz de alterar a permeabilidade de membrana. A função exata da proteína SH ainda 

permanece desconhecida; entretanto, a expressão da mesma em sistemas heterólogos induz 

a um desequilíbrio osmótico na célula que a expressa, sugerindo que a proteína SH forme 

canais de membrana, modificando também as propriedades do complexo de Golgi  

(RIXON et al., 2004).   

A proteína de matriz (M) é uma proteína pequena não-glicosilada, interna à 

partícula viral, sendo composta por 256 aa (COLLINS et al., 2001). A proteína M tem 

como função promover a associação do nucleocapsídeo com o envelope viral nascente  

(GHILDYAL et al., 2002; EASTON et al., 2004). A proteína possui um domínio 

hidrofóbico localizado na porção C-terminal da molécula, este domínio é responsável pela 

interação da mesma com membranas da célula hospedeira (GHILDYAL et al., 2006).  
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As proteínas N, P e L são proteínas do nucleocapsídeo viral. A proteína N se 

liga fortemente ao RNA genômico e antigenômico na formação do nucleocapsídeo 

resistente a RNAses (COLLINS et al., 2001). A proteína N do hRSV  possui alto nível de 

identidade com aquela encontrada em outros membros do gênero Pneumovirus, tais como o 

vírus da Pneumonia dos camundongos (BARR et al., 1991). A proteína possui regiões 

específicas na sua sequência de aa que apresentam identidade com as proteínas homólogas 

do aMPV e hMPV (LI et al., 1996; VAN DEN HOOGEN et al., 2002; EASTON et al., 

2004). 

A proteína P é uma fosfoproteína que atua como chaperonina para a forma solúvel 

da proteína N (COLLINS et al., 2001). A fosforilação da proteína P se deve ao alto teor de 

serina, constituindo aproximadamente 80% dos 241 aa (COLLINS et al., 2001). É aceito 

que a proteína P também atue como co-fator para a polimerase viral após sua fosforilação 

(COLLINS et al., 2001). Na ausência de fosforilação da proteína P, a polimerase produz 

uma série de curtos oligonucleotídeos a partir da extremidade 3' do genoma sugerindo que a 

proteína P funcional é necessária para converter a polimerase em um complexo estável 

(COLLINS et al., 2001).  A proteína L é a polimerase viral, componente do complexo RNA 

polimerase RNA – dependente; a proteína possui 2.165 aa constituintes no hRSV e 2.000 

aa constituintes para o hMPV (RANDHAWA et al., 1996; VAN DEN HOOGEN et al., 

2001).   

As proteínas N, P e L são responsáveis e suficientes para a replicação do RNA 

viral, requerendo a associação da proteína M2-1(COLLINS et al., 2001). A proteína M2-1 

funciona como um fator de elongação durante o processo de transcrição viral  
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(COLLINS et al., 2001). A proteína M2-2 tem como função a regulação da síntese do RNA 

viral (COLLINS et al., 2001).  

As proteínas não-estruturais NS1 e NS2 estão presentes somente nos membros 

do gênero Pneumovirus. O papel destas proteínas é de inibir a ação dos interferons (IFNs) 

alfa (α) e beta (β) pela célula hospedeira, por meio do bloqueio da ativação do fator 

regulatório 3 dos IFNs, e de inibir a expressão de Stat2, diminuindo a resposta da célula à 

ação dos IFNs (VALARCHER et al., 2003).        

 

1.7. Replicação viral 

A adsorção desses vírus à célula é mediada pela ligação da proteína G a receptores 

celulares. Após a ligação da proteína G, a proteína F promove a fusão do envelope viral à 

membrana celular da célula hospedeira através de um mecanismo no qual se envolve 

principalmente a porção hidrofóbica amino-terminal de F1. O processo de fusão introduz o 

nucleocapsídeo viral dentro do citoplasma da célula hospedeira. A replicação se inicia com 

a transcrição do genoma viral pela polimerase (COLLINS et al., 2001). Os genes são 

transcritos de forma sequencial a partir da extremidade 3', onde se localiza o promotor 

viral, terminando e reiniciando a cada uma das junções intergênicas. A expressão de cada 

mRNA está relacionada com a posição do gene no sentido 3'→5', ocorrendo um maior 

acúmulo dos mRNAs, quanto mais próximos se encontram do promotor viral (COLLINS et 

al., 2001; KREMPL et al., 2002).  Na junção entre a região intergênica não-transcrita e o 

gene seguinte, o complexo polimerase reinicia a transcrição, pelo reconhecimento de sítios 

indutores da replicação que estão presentes na região inicial de cada gene. Durante o 

processo de transcrição ocorre a síntese de mRNAs antigenômicos, que são cópias 
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complementares completas do genoma viral, com adição de um sítio CAP na extremidade 

5'.  Durante a atividade antiterminação durante o processo de transcrição, ocasionalmente 

acontece uma falha do complexo RNA polimerase em reconhecer o sinal de terminação dos 

genes localizados mais próximo à extremidade 5', no que pode resultar no acúmulo de 

mRNAs próximos à extremidade 3' (EASTON et al., 2004). Os antigenomas (genoma viral 

intermediário positivo) são 10 a 20 vezes menos abundantes no citoplasma de uma célula 

infectada que o genoma viral propriamente dito (COLLINS et al., 2001).    

A montagem dos nucleocapsídeos acontece no citoplasma, sendo que a mesma 

acontece em etapas distintas. Primeiramente ocorre com a associação da proteína N aos 

genomas ou antigenomas, formando o complexo ribonucleoproteína (RNP) subsequente às 

proteínas P e L se associam ao complexo formando o nucleocapsídeo. A proteína M 

direciona os nucleocapsídeos as regiões da membrana celular onde se localizam as 

glicoproteínas virais, já modificadas durante o seu transporte através do retículo 

endoplasmático e complexo de Golgi. O nucleocapsídeo alcança a superfície viral 

realizando então o processo de brotamento da partícula viral, com a liberação do vírus, no 

qual este adquire o envelope protéico na superfície da célula hospedeira  

(WECHSLER et al., 1985; KINGSBURY, 1990).    

     

2.1. O metapneumovírus aviário  

O aMPV é reconhecido como um dos principais patógenos de doenças respiratórias 

em aves, é o agente etiológico da Rinotraqueíte dos perus (TRT, do inglês Turkey 

rhinotracheitis) e está associado à Síndrome da cabeça inchada (SHS, do inglês Swollen 

head syndrom) em aves comerciais (DANI et al., 1999; DENG et al., 2012). O vírus causa 
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uma doença aguda e altamente contagiosa, que afeta o trato respiratório de aves comerciais e 

populações de aves silvestres com distribuição mundial (MUNIR & KAPUR, 2003). 

 

2.2. Epidemiologia 

Os primeiros relatos da presença do aMPV em produções avícolas de galinhas e 

perus foram realizados no final dos anos 70, na África do Sul (BUYS & DU PREEZ, 

1980a; DU PREEZ et al., 1989b). Logo após foram relatados casos em frangos na Espanha 

(DIAZ DE ESPADA & PERONA, 1984), em galinhas e galinhas d'Angola na França 

(DROUIN et al., 1985) em frangos de corte na Inglaterra (O’BRIEN, 1985; WYETH, et al., 

1987), em poedeiras e matrizes na Holanda (GOREN, 1985), e em matrizes em Israel 

(PERELMAN, et al., 1988).  

Sorologia positiva para o aMPV também foi descrita no Chile e América Central 

(JONES, 1996; TORO, et al., 1998), em avestruzes no Zimbabwe (CADMAN, et al., 1994) 

e em gaivotas no mar Báltico (HEFFELS-REDMANN, et al., 1998). Nos EUA, as 

primeiras confirmações de surtos por estes vírus ocorreram em perus, em 1997 (SEAL, 

1998). No Brasil, seu isolamento foi realizado a partir de material proveniente de matrizes 

antes da introdução da vacina no país (ARNS & HAFEZ, 1995).   

Embora não existam dados disponíveis sobre a circulação do aMPV em diversas 

áreas geográficas, dois países se declararam como livres destes vírus: Austrália (BELL & 

ALEXANDER, 1990) e Canadá (HECKERT & MYERS, 1993). 

A disseminação viral da África para Europa e o seu primeiro aparecimento na costa 

leste da Inglaterra sugere que as aves migratórias desempenham um papel importante na 

transmissão global do aMPV (STUART, 1989). Esta hipótese é corroborada pelo 
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aparecimento do vírus em Minnesota, EUA, onde há uma grande população de aves 

migratórias (ANON, 1998). 

Inicialmente, acreditava-se que havia apenas um sorotipo de aMPV, contendo dois 

subtipos A e B diferenciados pela análise da sequências de nt ou utilizando anticorpos 

monoclonais (COLLINS et al., 1993). Entretanto, o surgimento de um diferente tipo de 

aMPV nos Estados Unidos, designado como subtipo C, mudou essa situação (COOK, 

1999). Além disso, há um quarto subtipo encontrado na França, uma estirpe de aMPV 

geneticamente distinta dos subtipos A, B e C referida como tipo D (BÄYON-AUBOYER 

et al., 2000). Até o ano de 2005, todos os isolados brasileiros existentes foram descritos 

como similares ao isolado europeu CVL14/1 (ARNS & HAFEZ, 1995; DANI et al., 1999; 

D’ARCE et al., 2005) e, portanto, se enquadram no subtipo A descrito por JUHASZ & 

EASTON (1994). A evidência da presença do subtipo B no Brasil foi relatada por 

CHACÓN, et al. (2007) em isolados no Estado de São Paulo, sendo observados problemas 

respiratórios e na produção de ovos em aves comerciais.  

As infecções envolvendo os aMPV dos subtipos A, B e C em espécies de aves 

diferentes dos perus e das galinhas, foi relatado por CATELLI et al. (2001), no qual 

encontraram anticorpos em faisões de criações comerciais e de vida livre reativos aos 

subtipos A e B. O subtipo C tem sido encontrado em uma grande variedade de espécies de 

aves não domésticas, como pombas, ganso canadense, gansos da neve, marrecos de asas 

azuis, pardais e gaivotas (SHIN et al., 2000; BENNETT et al., 2002; BENNETT et al., 

2004; TURPIN et al., 2008). Em análises filogenéticas de diferentes fragmentos do genoma 

o aMPV C se demonstra mais relacionado ao hMPV do que aos demais subtipos do aMPV 

(VAN DEN HOOGEN et al., 2002).        
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FELIPPE et al. (2011) relatou em seu estudo a presença do aMPV dos subtipos A e 

B a partir de material proveniente de espécies de aves selvagens, pombos selvagens de 

espécimes diferentes de Columba livia e de  aves comerciais de diferentes regiões do 

Brasil. Os subtipos A e B do aMPV tem sido relatados na Europa, Ásia e Brasil, o subtipo 

C nos Estados Unidos, recentemente na França em isolados de anatídeos selvagens 

(TOQUIN et al., 2006) e em faisões na Coreia (LEE et al., 2007) e o subtipo D somente na 

França (CHACÓN, et al. 2011). 

 

2.3. Sinais Clínicos 

O aMPV causa infecção respiratória severa em perus. A enfermidade é caracterizada 

por espirros, estertores traqueais, edema dos seios infraorbitais, nasais e muitas vezes 

frontais, com descarga ocular abundante. A descarga nasal pode se tornar mucopurulenta 

devido à infecção bacteriana secundária. Apesar da replicação do vírus ocorrer na traquéia e 

pulmões, é mais limitado ao trato respiratório superior, onde as partículas virais podem ser 

detectadas mais facilmente (COOK, 2000). 

Em poedeiras e matrizes de perus, a infecção pelo aMPV provoca queda na 

qualidade e na produção de ovos (STUART, 1989; COOK et al., 1996). A recuperação 

pode ser alcançada em até três semanas, e um aumento na incidência de ovos com casca 

fina pode ser vista durante esse período. Peritonite por ruptura de ovos também já foi 

relatada (JONES et al., 1988). Ainda não está esclarecido se o tecido do oviduto é 

susceptível à infecção pelo vírus, ou se as alterações no trato reprodutivo são causadas por 

efeitos sistêmicos (COOK, 2000). O vírus já foi isolado a partir de frangos e galinhas em 

todas as idades (PICAULT et al., 1987; DU PREEZ et al., 1989b). 
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2.4. Perdas econômicas 

As doenças respiratórias são causadoras de grandes perdas econômicas na criação 

de aves em todo o mundo, tanto na produção de carne, quanto na produção de ovos. Tais 

perdas são representadas por gastos com o uso de medicamentos, aumento de mortalidade, 

elevação dos índices de condenação de carcaças, quedas na produção e incubabilidade de 

ovos férteis, diminuição da espessura da casca de ovos e diminuição da viabilidade das 

ninhadas.  

Com a criação intensiva de aves, grandes populações vivendo em espaços 

confinados, a entrada de patógenos virulentos podem causar alta mortalidade e grandes 

perdas econômicas, em especial alguns vírus respiratórios que afetam o plantel avícola 

(MORLEY & THOMSON, 1984; O’BRIEN, 1985). São doenças transmissíveis 

consideradas de importância sócio-econômica e de relevância em tratados internacionais no 

comércio de animais e produtos.   

 

2.5. Controle  

As boas práticas de manejo e a biossegurança são fundamentais para o controle de 

surtos causados pelo aMPV, especialmente em perus. Porém somente estas medidas por si 

só, não controlam a infecção causada pelo vírus, indicando que uma intervenção urgente 

para controlar a doença em aves comerciais era necessária. A erradicação da doença 

normalmente não é possível, provavelmente devido ao tamanho e a complexidade da 

indústria avícola na maioria das áreas afetadas. Apesar disso, existe um exemplo de 

erradicação da doença no Estado de Minessota-EUA, onde nenhum caso clínico ou 

isolamento do vírus é feito há mais de quatro anos (JONES et al., 2009).  

Introdução 

28



Curiosamente, enquanto na Europa considerava-se essencial vacinar 100% do lote, 

nos EUA resultados satisfatórios foram obtidos em lotes onde apenas duas aves em um 

grupo de 1000 receberam a vacina (GULATI et al., 2001). Contudo, em Minessota apenas 

as áreas ou granjas afetadas pela doença foram vacinadas e a administração da vacina foi 

cancelada assim que os surtos foram controlados. Aparentemente, em regiões onde a 

densidade nos lotes é baixa, a infecção por aMPV pode ser erradicada com a aplicação da 

vacina seguida de monitoramento cuidadoso e estrita atenção a bioseguridade (Cook, 2009; 

JONES, 2009). 

 

2.6. Proteção vacinal  

A utilização de vacinas vivas atenuadas através de passagens seriadas em culturas 

de células ou de vacinas inativadas é o principal método de controle da infecção pelo 

aMPV. O uso destas vacinas, se administradas cuidadosamente e corretamente, 

demonstram conferir excelente proteção em aves comerciais contra o aMPV (COOK, 

2009). Uma única dose de vacina pode oferecer proteção aos perus durante toda a vida. 

Entretanto, pode ocorrer re-infecção na fase tardia da vida. Por isso, em alguns casos, os 

perus são revacinados depois de aproximadamente 10-12 semanas (COOK, 2000). Em 

frangos, a proteção é durante toda a vida e também pode ser obtida com uma única dose de 

vacina. 

Em galinhas, as vacinas vivas contra o aMPV e o Vírus da bronquite infecciosa 

(VBI) devem ser administradas em momentos diferentes, devido à ocorrência de 

interferência na proteção contra ambas (COOK et al., 2001), entretanto a vacinação 
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simultânea contra aMPV e o NDV, não interfere a eficácia de nenhuma das duas vacinas 

(GANAPATHY et al., 2005).  

O programa completo de vacinação composto por uma dose de vacina viva seguida 

de uma vacina inativada é necessário para uma proteção completa de aves adultas (COOK 

et al., 1996). O que se observa que após a administração da vacina viva, a vacina inativada 

oferece uma redução dos efeitos da infecção pelo aMPV durante o período de postura. No 

Brasil estão disponíveis vacinas dos subtipos A e B do aMPV. As vacinas contra os 

subtipos A e B têm sido utilizadas com sucesso na maioria dos países afetados pela doença 

e oferecem boa proteção cruzada entre os dois subtipos (COOK et al., 1995; 

ETERRADOSSI et al., 1995; TOQUIN et al., 1996; VAN DE ZANDE et al., 2000).  

Estas vacinas também oferecem proteção contra o isolado do subtipo C, porém a 

proteção não ocorre no sentido contrário (COOK et al., 1999). Vários relatos sugerem que 

uma maior atenção deve ser dada ao desenvolvimento e método de administração das 

vacinas contra o aMPV. Por exemplo, em perus, algumas semanas após a vacinação contra 

o aMPV, observou-se a ocorrência de doença respiratória diagnosticada como TRT. 

Segundo CATELLI et al. (2006) este fenômeno acontece devido à recirculação do 

vírus vacinal entre as aves que não receberam ou receberam uma dose inadequada da 

vacina, levando à reversão de sua virulência. Um estudo epidemiológico longitudinal feito 

em Israel revela que tanto amostras vacinais quanto amostras de campo do aMPV dos 

subtipos A e B podem ser detectados simultaneamente em perus (BANET-NOACH et al., 

2009). No Brasil (VILLARREAL et al., 2009) e na Itália (CECCHINATO et al., 2009) 

evidências a campo sugerem que as vacinas existentes no mercado podem não oferecer 

proteção completa (CHACÓN et al., 2011) contra novas amostras circulantes do vírus. E 
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finalmente, na Itália o desafio de aves vacinadas com uma amostra viral recente 

demonstrou que a proteção é inferior à conferida para uma amostra viral isolada em 1987. 

Os autores sugerem que as mudanças ocorridas em regiões antigênicas 

fundamentais do vírus, permitindo que este se replique e cause doença em animais 

vacinados (CATELLI et al., 2010). As falhas no desempenho vacinal podem ser atribuídas 

a uma série de fatores, incluindo: atenuação exacerbada da amostra vacinal (a baixa 

replicação implica em incapacidade de induzir resposta imune protetora), atenuação 

insuficiente (com possível reversão da virulência do vírus vacinal), administração vacinal 

inadequada (ocorrência de falha na proteção ou reação severa) e em alguns casos, 

divergência genética entre as amostras vacinais e de campo (COOK, 2009; CATELLI et al., 

2010). As vacinas em circulação são eficazes se administradas corretamente, mas 

problemas relacionados à reversão de virulência podem surgir e existe evidência de 

possível evolução viral. 

Embora estas vacinas vivas e atenuadas sejam eficazes quando administradas com  

precisão, esforços têm sido feitos para o desenvolvimento de novas vacinas mais seguras e 

eficazes e que não revertam à virulência.  

A imunidade de curta duração, conferida após a infecção natural, deixa dúvidas 

sobre a durabilidade da proteção conferida pelas vacinas. E a necessidade de que a vacina 

induza imunidade protetora contra as diferentes variantes antigênicas encontradas a campo.      

 

3.1. O vírus respiratório sincicial bovino  

O bRSV foi isolado pela primeira vez em 1967 (PACCAUD & JACQUIER, 1970), 

o vírus apresenta distribuição mundial e causa severa doença respiratória em bovinos 
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jovens, caracterizada por bronquiolite e pneumonia intersticial, de forma similar à 

enfermidade decorrente da infecção pelo hRSV em crianças (BAKER, 1991; KIMMAN, 

1993).   

 

3.2. Epidemiologia  

Independentemente da localização geográfica, taxas de infecção pelo bRSV são 

geralmente bastante elevada, sugerindo que a transmissão viral é um evento comum entre 

os rebanhos. Os bovinos são o principal reservatório de infecção, no entanto, as ovelhas 

também podem ser infectados (MASOT et al., 2000; SARMIENTO-SILVA et al., 2012). 

A transmissão do bRSV, provavelmetne ocorre por aerossóis por via aérea o contato 

direto entre animais (intra-rebanho) (LARSEN, 2000). Após a infecção natural  pelo bRSV, 

a proteção contra reinfecções é de curta duração e as reinfecções são comuns.  Em humanos 

as reinfecções apresentam sinais clínicos brandos, sugerindo que a severidade da doença 

diminui após reinfecções consecutivas (VAN DER POEL et al., 1994). Em bovinos, os 

sinais clínicos evidentes normalmente só são observados na primeira infecção (VAN DER 

POEL et al., 1994).    

Os surtos de bRSV ocorrem geralmente durante o inverno (VALARCHER & 

TAYLOR, 2007). Em climas temperados, a maioria dos surtos associados ao vírus ocorre 

durante o outono e inverno (BIDOKHTI et al., 2012). No entanto, tem sido observada 

infecção causada pelo bRSV durante o verão (BIDOKHTI et al., 2012)  Alterações 

climáticas podem aumentar a incidência da infecção principalmente o clima úmido e a 

presença de vento.  
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A morbidade da doença pode atingir 80 a 100% dos animais. A taxa de mortalidade 

observada é de aproximadamente 5 a 10%, dependendo das condições sanitárias do 

rebanho.  No entanto a soroprevalência da infecção varia muito entre as diferentes regiões 

geográficas (SAA et al., 2012).  Os rebanhos que foram previamente expostos ao vírus 

tendem a ter infecções que são limitadas a animais mais jovens no qual são mais 

susceptíveis. Em consequência, a morbidade é geralmente elevada, durante a ocorrência de 

focos (RAAPERI et al., 2012).     

No Brasil, o bRSV foi detectado pela primeira vez por GONÇALVES et al. (1993), 

a partir de amostras de pulmões de bezerros no Estado do Rio Grande do Sul (RS). O 

isolamento e a caracterização ocorreram em 1995 por ARNS et al., (2003), a partir de 

amostras de secreção naso-traqueais de animais com sintomas respiratórios procedentes do 

RS. Há relatos de casos de infecção por bRSV nas regiões Sudeste e Norte do país (SPILKI 

& ARNS, 2008). A doença em nosso país ocorre em bovinos de corte e em animais 

destinados à produção leiteira, envolvendo animais alojados tanto em criações extensivas 

quanto em condições semi-extensivas (SPILKI & ARNS, 2008). 

 

3.3. Sinais Clínicos 

A infecção primária pelo vírus induz severa doença respiratória do trato inferior em 

bovinos suscetíveis, tanto jovens quanto adultos.  Após a infecção natural pelo bRSV, os 

sinais clínicos incluem apatia, anorexia, aumento de temperatura corporal (>39,5°C), 

descargas nasais abundantes, tosse, taquipnéia, respiração bucal e abdominal, enfisema 

pulmonar e subcutâneo, e acarretando na  morte do animal (VERHOEFF et al., 1984, 

DRIEMEIER et al., 1997; ALMEIDA et al., 2005).   
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Os animais, muitas vezes, apresentam dor ao toque da parede torácica e abdominal 

anterior. É comum encontrá-los em posição ortopnéica, com membros torácicos e pescoço 

estendido para frente, respirando quase exclusivamente pela boca. Infecções bacterianas 

secundárias são frequentes em surtos de bRSV, bem como o isolamento concomitante de 

outros vírus, formando o que constitui, no hemisfério norte, no chamado Complexo da 

Doença Respiratória dos Bovinos (CDRB) (ELLIS et al., 2001).  

 

3.4. Perdas econômicas 

O impacto da infecção causada pelo bRSV resulta para a indústria de gado em 

perdas econômicas devido à morbidade, mortalidade, gastos com tratamento e prevenção. 

Ocasionando, eventualmente à perda de produção e o valor da carcaça é reduzida 

(SARMIENTO-SILVA et al., 2012). 

 

3.5. Controle  

Os programas de controle são baseados em melhorias de manejo, biossegurança, no 

controle do trânsito de animais e na utilização de vacinas.   Apesar de a vacinação prevenir 

a doença e suas consequências econômicas, não garante que a circulação viral seja 

suprimida (mesmo que em pequenas quantidades). 

 

3.6. Proteção vacinal  

Inúmeras são as vacinas inativadas e vivas disponíveis comercialmente para o 

controle das infecções pelo bRSV. Estudos utilizando o desafio experimental e a campo 
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têm levado a resultados inconclusivos quanto à eficácia destas vacinas (VAN 

DONKERSGOED et al., 1991; FRANKENA et al., 1994; WEST et al., 1999). 

Recentemente, uma vacina utilizando o herpesvírus bovino tipo 1 (BHV-1) como 

vetor para a proteína G do bRSV diminuiu os sinais clínicos e a excreção viral após o 

desafio por bRSV (SCHRIJVER et al., 1997; TAYLOR et al., 1998). A proteína G como 

antígeno alvo de uma vacina de DNA também foi testada com relativo sucesso 

(SCHRIJVER et al., 1997; TAYLOR et al., 2005).  

A literatura apresenta poucas informações a respeito do potencial uso 

imunorregulador de adjuvantes em vacinas para bRSV; assim fazem-se necessários estudos 

quanto ao uso potencial de adjuvantes, hoje utilizados em larga escala em outras vacinas 

para a espécie bovina tais como o óleo mineral e saponinas (ELLIS et al., 2001; ELLIS et 

al., 2005). 

 

4.1. Os vetores adenovirais  

Os vetores adenovirais são ferramentas versáteis na investigação da expressão e 

regulação gênica assim como na terapia gênica. Diversas são as vantagens para a utilização 

destes vetores. Uma destas vantagens inclui a incapacidade dos adenovírus de integrar o 

genoma da célula alvo. Sendo descritas outras vantagens como o amplo espectro de 

aplicações, o alto nível de expressão do gene de interesse, a capacidade de produzir altos 

títulos do vírus recombinante, e a capacidade de transferir o gene independente da divisão 

da célula (TAN et al., 2006).  

Muitas técnicas têm sido desenvolvidas para a construção direta ou indireta de 

adenovírus recombinantes (MULLAN et al., 2004). Em geral, a construção direta utiliza-se 
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somente de uma etapa de clonagem em plasmídeo, são construções limitadas na escolha dos 

sítios de enzimas de restrição e são encontradas dificuldades na manipulação de grandes 

plasmídeos.  Na construção indireta utilizam-se dois sistemas de plasmídeos, um plasmídeo 

do tipo pShuttle, contendo o cassete de expressão, e após uma segunda clonagem em um 

segundo plasmídeo contendo o genoma de adenovírus, usualmente com deleções dos genes 

promotores da transcrição E1 e E3.  

O vetor de adenovírus humano sorotipo 5 (Ad5) pertencem à primeira geração, 

possuindo as deleções dos genes E1 e E3 (RUSSEL, 2000). Estes vetores têm a capacidade 

de expressar genes de até 6.5 kb (kilo base) de DNA sob um controle de um promotor 

heterólogo, neste sistema, o citomegalovírus (CMV). O vetor é incapaz de se replicar em 

células in vitro ou in vivo, a menos que a célula infectada contenha a região E1, já que este 

gene é indispensável para a sua replicação. As células HEK-293, que são utilizadas para a 

replicação do Ad5 defectivo, possui, em seu genoma a região E1 (GRAHAN et al., 1977). 

Devido a deleção dos genes da região E1 onde se encontram as defesas pró-

apoptóticas bem como a região E3 que tem funções semelhantes, as células hospedeiras se 

tornam um alvo para as defesas inatas do sistema imune.   

A expressão gênica dos adenovírus divide-se em duas fases: iniciais e tardias. As 

proteínas que são necessárias para a transcrição dos genes virais e replicação do DNA, 

também estão envolvidas com a interferência nos mecanismos inflamatórios e de apoptose 

desencadeados pelo hospedeiro.  

Os produtos dos genes de expressão imediata (E1A) estão envolvidos no controle do 

ciclo celular, pela expressão de fatores de transcrição e de replicação. Nesta região se 

encontram os genes que modulam a resposta imune inata do hospedeiro e o ciclo celular 
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interferindo na atividade de interleucinas (IL), como o fator de necrose tumoral (TNF), na 

produção de moléculas de complexo de histocompatibilidade maior tipo 1 (MHC-I). 

As proteínas E1A desempenham um papel importante na indução do ciclo celular, 

focalizando a sua ação nos reguladores principais do ciclo celular, os genes pRb e p53. A 

interação entre E1A e pRb resulta na dissociação dos complexos E2F-pRb e na ativação da 

transcrição de genes que promovem a entrada na fase S do ciclo celular. A E2F também se 

liga e ativa os promotores das regiões E1 e E2, o que provavelmente represente um 

mecanismo do vírus para coordenar a progressão do ciclo celular com a expressão gênica e 

replicação do DNA viral. 

Nas fases iniciais da infecção, os adenovírus induzem apoptose na célula hospedeira, 

principalmente através de efeitos indiretos da E1A e também várias proteínas virais, como 

as E1B/55kDa, E1B/19kDa e E4orf6, atuam bloqueando a apoptose por vários mecanismos. 

A E1B e E4orf6 bloqueiam o mecanismo pró-apoptótico dependente da p53, ligando-se e 

inativando essa proteína. A E1B/19kDa é semelhante à proteína celular antiapoptótica Bcl-

2, que se localiza na membrana mitocondrial e impede a ativação da caspase 9, uma efetora 

da apoptose. 

A sobrevivência das células infectadas também depende da interferência com sinais 

de morte celular induzidos pela resposta imune. A região E3 19kDa é uma glicoproteína 

transmembrana que fica retida no retículo endoplasmático (RE), o seu domínio luminal se 

liga em moléculas do MHC-I, provocando a sua retenção no RE. Essa região também se 

liga no complexo TAP e o impede de transferir peptídeos ao MHC-I. O efeito destas 

atividades é a proteção das células infectadas do reconhecimento e lise mediada por 

linfócitos T citotóxicos (CTLs). Os CTLs também podem induzir lise celular, 
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desencandeando sinais através do receptor de Fas, induzindo a degradação do seu receptor. 

Esse complexo também inibe a lise celular pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFα), uma 

citoquina antiviral potente.  

Umas das respostas mais precoces contra infecções virais é aquela mediada pelos 

interferons (IFNs) α e β, que agem de forma autócrina e parácrina, induzindo um estado de 

resistência antiviral nas células. Os IFNs atuam por meio de seu receptor, provocando a 

ativação da transcrição de genes cujos os seus produtos possuem ações antivirais. E os 

elementos nesse mecanismo são as quinases citplasmáticas denominadas STATs, uma vez 

ativadas, são translocadas para o núcleo, onde se ligam e ativam os promotores responsivos 

ao IFN. As proteínas E1A atuam diretamente nos mecanismos mediados pelos IFNs, 

ligando-se e inativando a STAT1 e, bloqueando a ativação dos genes responsáveis aos IFNs 

(MORAES & COSTA 2007).                

Os Ad5 tem sido amplamente utilizados como vetores para o desenvolvimento de 

vacinas para a Medicina Veterinária. Os mesmos têm sido utilizados para os vírus da 

imunodeficiência felina, vírus da raiva, vírus da bronquite infecciosa, vírus da diarréia 

bovina, vírus parainfluenza bovino do tipo 3, herpes vírus bovino 1 e o vírus da febre aftosa 

(FERREIRA et al., 2005, DRAPPER & HEENEY, 2009). O Ad5 tem sido usado como um 

vetor para febre aftosa, conferindo proteção completa em suínos contra o sorotipo A após 

uma única dose (MORAES et al., 2002). 

 

4.2. Os Ad5 infectam células de galinhas  

 O Ad5 com deleções dos genes E1/E3 foi utilizado como vetor para a expressão do 

gene hemaglutinina (HA) do vírus Influenza aviária (VIA) cepa A/Vietman/1203/2004, foi 
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testada a sua habilidade em proteger camundongos e galinhas após desafio com a amostra 

virulenta H5N1 (GAO et al., 2006).  Neste estudo a utilização de vacinas baseadas em Ad5, 

demonstrou uma resposta rápida na indução de imunidade protetora. As galinhas podem ser 

protegidas contra a cepa H5N1 por administração em ovos com vetor Ad5 contendo o gene 

HA (H5) em uma dose única, utilizando a administração em massa (TORO et al., 2007).  

A imunidade protetora contra o VIA foi demonstrada no trabalho citado acima 

(TORO et al., 2007) e TORO et al., (2008) em seu segundo trabalho utilizou vacinas 

administradas em ovos, demonstraram que esta metodologia pode ser utilizada  em 

populações de aves dentro de um perfil de segurança e de uma alta resposta a uma 

pandemia emergente do VIA. O uso de Ad5 na imunização de aves poedeiras fornece uma 

barreira imunológica contra as várias cepas do VIA. Essa barreira imunológica não só 

poderá proteger esta importante fonte de proteína para o consumo humano, como também 

significativamente reduziria o risco de uma pandemia em humanos do vírus. 

TANG et al. (2009) concluíram em seu trabalho, que o rápido e custo efetivo da 

produção de vacinas para VIA utilizando o vetor Ad5 em conjunto com a administração em 

massa é uma importante ferramenta para a imunização tanto para humanos quanto para a 

avicultura no caso de uma pandemia de influenza aviária (IA).  

SINGH et al. (2010) avaliaram vacinas utilizando Ad5 o gene HA do VIA e o mesmo 

induziu resposta imune humoral e celular contra o vírus em galinhas. Já RAMOS et al. 

(2010) exploraram em seu estudo a possibilidade de exarcebar a resposta imune utilizando 

como adjuvante o gene CD154, uma glicoproteína integral de membrana do tipo II 

estimulador da ativação de células apresentadoras de antígenos (APCs), fusionada ao gene 

da HA do VIA.    
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ZESHAN et al. (2010) demonstraram pela primeira vez a construção de adenovírus 

recombinantes expressando a proteína S1 do VBI das galinhas, induzindo resposta humoral 

e celular, além da proteção após o desafio com cepa virulenta depois da administração em 

ovos.  
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OBJETIVOS 

1.1. Objetivos gerais 

 Construir recombinantes adenovirais expressando as glicoproteínas F e G do 

aMPV e bRSV. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. Propagação viral 

A estirpe viral SHS/669/03 isolada por D’ARCE et al., 2005 (pertencente ao subtipo 

A do aMPV), foi replicada em células da linhagem CER (Chicken embryo related), 

gentilmente doadas por Hafez Mohamed Hafez (Institute for Poultry Diseases, Free 

University of Berlin, Alemanha), seguindo metodologia previamente descrita (SMITH et 

al., 1977; COSWIG et al., 2010). 

A estirpe viral bRSV-25-BR isolada por ARNS & CAMPALANS, proveniente de 

casos clínicos de bRSV ocorridos no Rio Grande do Sul em 2003, foi replicada em células 

da linhagem CRIB (Cell resistant to the infection with BVDV), um clone de células MDBK 

(ATCC CRL-11883), resistente à contaminação pelo Vírus da Diarréia Viral Bovina 

(FLORES & DONIS, 1996).   

As titulações da infectividade viral, foram realizadas seguindo o método recomendado 

por REED & MUNCH (1938). 

 

1.2. Amplificação do gene F do aMPV e bRSV 

O RNA de cultivos de aMPV e bRSV com 72 horas após a inoculação foi extraído 

por meio do kit de extração High Pure Viral Nucleic Acid Extraction Kit® (Roche 

Diagnostics, Alemanha), seguindo as instruções do fabricante.  

O RNA viral dos vírus foram convertidos a uma cópia complementar de DNA 

(cDNA), por amplificação enzimática utilizando o kit (High capacity cDNA kit Applied 

Biosystems™, Foster City, USA), seguindo as instruções do fabricante. 
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1.4. Oligonucleotídeos Iniciadores  

Foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores específicos para flanquear toda 

Open Reading Frame (ORF) do gene codificador da glicoproteína F do aMPV e bRSV 

(quadro 1) e (quadro 2) respectivamente, a partir das sequências completas dos genes 

depositadas no GenBak  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) e com o 

auxilio do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).  

 

Quadro 1 - Descrição dos iniciadores utilizados para a amplificação do gene que codifica 

para a glicoproteína F do aMPV 

 
primers  

 
sequência (5’→3’) posição 

 
 FF2+ 

ATGGATGTAAGAATCTGTCTCC 

 
FR2- 

TTAACTGACATAAGCCATGC 
1-1617 

 

Quadro 2 - Descrição dos iniciadores utilizados para a amplificação do gene que codifica 

para a glicoproteína F do bRSV 

 
primers  

 
sequência (5’→3’) posição 

 
bRSVF5+ 

ATAAGGATGGCGACAACAGC  

 
bRSVF3- 

AGGCCAGGCTTTGGTTTATT  
1-1538 

 

1.5. PCR para o gene F do aMPV  

A reação de PCR consistiu de 1µL de cDNA diluído em 14,5µL de H2O, 2,5µL de 

tampão 10X, 2µL (4 mM) de MgCl2
 50 mM, 0,75µL (0,3 mM) de dNTP 10mM, 2µL 
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(0,8pmol) de primer  FF2+ (10pmol) e 2µL (0,8pmol) de primer FR2- (10pmol) e 0,25µL 

(1,25 unidade) Taq Polimerase  (5 unidades) Invitrogen.  

A reação compreendeu uma etapa inicial de 3 minutos a 94ºC, 35 ciclos de 30 

segundos a 94ºC para desnaturação das cadeias, 30 segundos seguindo de 54°C de T° de 

anelamento dos iniciadores e 1 minuto a 72ºC para extensão das cadeias, além de 7 minutos 

a 72ºC para extensão final.  

Após a reação, o produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TEB 1X com adição de Brometo de etídio numa concentração final de 0,5µg/mL e 

posteriormente visualizados sob luz ultravioleta (UV). 

 

1.5.1. PCR para o gene F do bRSV  

As reações foram realizadas em volume final de 50µL, contendo 5µL de cDNA diluído 

em 31,8µL de H2O, 5µL de tampão 10X, 1,5µL (4 mM) de MgSO4
  50mM, 1,5µL (0,2mM) de 

dNTP 10mM, 2,5µL (0,5pmol) de primer  bRSVF5+ (10pmol) e 2,5µL (0,5pmol) de primer 

bRSVF3- (10pmol) para o gene F e 0,2µL (1unidade) Taq Platinum Pfx  (5 unidades) 

Invitrogen.  

A reação compreendeu uma etapa inicial de 5 minutos a 95ºC, 35 ciclos de 1 minuto a 

94ºC para desnaturação das cadeias, 1 minuto a 56ºC para anelamento dos primers e 1 

minuto a 72ºC para extensão das cadeias, além de 7 minutos a 72ºC para extensão final.  

Após a reação, o produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TEB 1X com adição de Brometo de etídio numa concentração final de 0,5µg/mL e 

posteriormente visualizados sob luz UV. 
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Construção Indireta dos adenovírus recombinantes 

2. Primeira clonagem do Gene F do aMPV e bRSV  

2.1. Vetor de Clonagem do produto de PCR  

O primeiro vetor utilizado foi pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® (Invitrogen), 

possui duas sequências denominadas AttL1 e AttL2, que possibilita a recombinação deste 

vetor com o vetor adenoviral que possui as regiões AttR1 e AttR2 (Figura 4). O fragmento 

codificante dos genes F foram clonados no vetor pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® 

conforme as instruções do fabricante. Bactérias Escherichia coli da linhagem DH5α 

(Clontech, Heidelberg, Germany) competentes foram transformadas com o vetor 

recombinante por choque térmico. Os clones bacterianos contendo os plasmídeos dotados 

dos insertos dos genes F foram selecionados pelo crescimento em meio contendo o 

antibiótico spectinomycin (Sigma). Após extração do DNA plasmidial com a utilização do 

Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), seguindo as instruções do 

fabricante. A presença dos insertos foi confirmada pela técnica de PCR, seguindo o 

protocolo anteriormente descrito. 
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Fig. 4- A figura ilustra o Vetor de Clonagem  pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® 

 

2.2. Sequenciamento de nucleotídeos do produto de PCR e do inserto gênico nos 

clones bacterianos transformantes selecionados  

Para confirmar a identidade e orientação dos fragmentos clonados, o sequenciamento 

dos produtos de PCR e dos clones transformantes foram realizados utilizando-se os primers 

sentido positivo e negativo específicos para os genes e os  primers M13 para o vetor, 

fazendo cada sentido em triplicata para os primer específicos e para os primers do vetor. 

As reações foram realizadas utilizando sequenciador automático ABI PRISM 3700 

DNA (Applied Biosystems, Foster - City, EUA), com o kit ABI PRISM Dye TM Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Big Dye - Applied Biosystems), seguindo as 

instruções do fabricante. As sequências de nucleotídeos foram  manipuladas utilizando o 

programa Bioedit versão 7.0.5.2 (HALL et al., 1999), alinhadas usando-se o programa 
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Clustal W versão 1.83 (THOMPSON et al., 1994) e  foram comparadas, a similaridade dos 

produtos de PCR e de cada clone, com as sequências depositadas no GenBak. 

 

3. Segunda clonagem do Gene F do aMPV e bRSV  

3.1. Preparação de Bactérias Eletrocompetentes 

Para a preparação das bactérias eletrocompetentes foi utilizada a bactéria Escherichia 

coli da linhagem DH10B seguindo o protocolo AUSUBEL et al (1995), com modificações 

para as melhores condições ideais para preparação, transformação e crescimento da bactéria 

com o plasmídeo recombinante. 

Foi realizado um pré-inóculo da bactéria crescido overnight em 5mL de meio LB 

(Luria-Bertani) a 37ºC por 250 g, foi feito um repique da bactéria do pré-inóculo de 1/100 

em 100mL de meio LB com crescimento aproximadamente de três horas durante este 

período foi medido a OD600. As bactérias foram crescidas sob agitação vigorosa até atingir 

a OD600 (absorbância 0,6), após o frasco contendo as bactérias foi colocado em banho de 

gelo por 30 minutos. As bactérias foram então centrifugadas a 4200 g por 15 minutos a 4ºC. 

Neste passo foi removido o máximo possível do sobrenadante e o pellet foi ressuspendido 

em 20mL de glicerol 10%, seguido de uma centrifugação a 4200 g por 15 minutos a 4ºC. 

Novamente, o sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 2mL de 

glicerol 10%, seguindo a centrifugação a 4200 g por 15 minutos a 4ºC. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 200µL de 

glicerol 10%. Foram preparadas alíquotas de aproximadamente 40µL de bactérias, sendo 

utilizadas em seguida para a transformação por eletroporação dos plasmídeos pShuttle F 
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aMPV e bRSV. Para verificar a eficiência das bactérias eletrocompetentes foi utilizado o 

vetor PUC 18.  

 

3.2. Vetor de expressão pAd/CMV/V-5-DESTM Gateway Vectors 

Para expressar a proteína F do aMPV e bRSV foi utilizado o sistema PA d/CMV/V-5-

DESTM Gateway Vectors (Invitrogen) (Figura 5). Os genes foram inseridos no primeiro 

plasmídeo pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kits (Invitrogen) e denominados pShuttle F: 

paMPV-F e pbRSV-F. Após esta etapa, foram inseridos do primeiro para o segundo 

plasmídeo (através de recombinação) utilizando a enzima Gateway® LR ClonaseTM II 

Enzyme Mix (Invitrogen), seguindo o protocolo abaixo. 

Os plasmídeos pShuttle foram utilizados em concentrações de 50 a 150ng por reação, 

1µL do vetor, a reação foi completada com tampão TE pH 8.0 para um volume de 8µL. Em 

seguida, foi adicionada a esta reação 2uL da enzima Gateway® LR ClonaseTM II Enzyme 

Mix (Invitrogen) e a reação foi incubada por 8 horas a 25ºC. Após este período, foi 

adicionada 1µL de proteinase K na reação, sendo incubada novamente por 10 minutos a 

37ºC. As bactérias foram transformadas através de eletroporação, em seguida as células  

foram incubadas por 1 hora em estufa a 37ºC, e plaqueadas em meio LB-Ágar contendo 

100µg de ampicilina para a seleção dos clones de expressão. Após o crescimento dos clones 

de expressão, os mesmos foram plaqueados novamente por duas vezes em meio LB-Ágar 

contendo 100µg de ampicilina para a verificação da presença de colônias satélites e 

contaminação.  

Confirmação dos clones de expressão, foi realizada após extração do DNA plasmidial 

com a utilização do Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), seguindo as 
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instruções do fabricante. A presença dos insertos foi confirmada pela técnica de PCR, 

seguindo o protocolo para a amplificação do gene F do aMPV e bRSV, utilizando os 

primers específicos descritos nos quadros 1 e 2. A reação foi realizada como citada nos 

itens:  1.5. PCR para o gene F do aMPV e 1.5.1. PCR para o gene F do bRSV.  

 

Fig. 5- A figura ilustra o mapa do Vetor pAd/CMV/V-5-DESTM (Invitrogen). 

 

3.3 Sequenciamento de nucleotídeos do inserto gênico nos clones de expressão 

selecionados  

Para confirmar a identidade e orientação dos clones de expressão foram  utilizados os 

primers sentido positivo e negativo específicos para o gene e os primers T7 para o vetor, 

fazendo cada sentido em triplicata. As reações foram realizadas utilizando sequenciador 

automático ABI PRISM 3700 DNA (Applied Biosystems, Foster - City, EUA), com o kit 

ABI PRISM Dye TM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Big Dye - Applied 

Biosystems), seguindo as instruções do fabricante. As sequências de nt foram analisadas 

como descrito no item 2.2. sequenciamento de nt.     
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3.4. Transfecção em células da linhagem HEK-293 (Rim de embrião humano) 

3.4.1. Preparação para transfecção  

Pré-Transfecção: Extração DNA plasmidial "Midi Prep" 

Para a extração do plasmídeo foi utilizado o kit S.N.A.PTM  (Invitrogen), seguindo as 

instruções do fabricante. Seguindo o protocolo acima, foi adicionado no DNA plasmidial 

1mL de fenol, misturado vigorosamente por 5 minutos a temperatura ambiente, e foi 

centrifugado a 14000 g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e transferido 

para um novo tubo  e adicionado 1mL de clorofórmio, em seguida foi misturado 

vigorosamente por 5 minutos à temperatura ambiente, seguida de centrifugação de 14000 g 

por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante  foi transferido para um tubo novo e adicionado 10µL 

de 3M de acetato de sódio pH 5,2 e 1mL de etanol absoluto gelado o conteúdo foi 

misturado gentilmente e incubado  overnight a -20ºC. 

Seguida de centrifugação a 14000 g por 30 minutos a 4ºC e, o pellet lavado com 

etanol 70%, deixando secar o DNA plasmidial, e então ressuspendido em 20µL de água 

destilada (MilliQ, RNAse/ DNAse free water system).  

Para a digestão com a enzima PacI (New England Biolabs), o DNA plasmidial 

precipitado foi quantificado utilizando Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e foi utilizado 

na concentração de 5µg/µL, a reação foi incubada por 3 horas seguindo as orientações do 

fabricante. A  digestão do vetor com a enzima PacI expõem as regiões invertidas repetidas 

(ITRs) do adenovírus e remove as sequências da bactéria. Após a digestão o DNA 

plasmidial foi purificado por fenol/clorofórmio e em seguida quantificado novamente 

utilizando NanoDrop 2000. 
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Para a transfecção foi utilizado Lipofectamine 2000TM (Invitrogen), e DNA 

plasmidial na concentração 1µg/µL. A reação compreendeu um volume final de 250µL 

(230µL de Opti-MEMTM Invitrogen + 20µL de  Lipofectamine 2000TM) que foi incubada 

por 30 minutos a temperatura ambiente. O DNA plasmidial foi então adicionado  formando 

o complexo e novamente incubado por 40 minutos a temperatura ambiente. A mistura foi 

colocada em placa de seis orifícios contendo células HEK-293 semi-confluente. E seis 

horas após a transfecção foi adicionado 10% de soro fetal bovino (SFB). Após 48 horas, foi 

realizada a tripsinização das células transfectadas, sendo diariamente observadas para a 

verificação do início do efeito citopático (ECP) dos adenovírus recombinantes.    

 

3.5. Western Blot 

Para a confirmação da tradução das proteínas transfectadas foi realizado a técnica de 

Western Blot. Para o gene F do aMPV,  foi utilizado o PCR em tempo real para quantificar 

o RNA mensageiro nas células HEK-293 transfectadas e o Western Blot da proteína, foi 

realizado a partir da produção de antissoro policlonal anti-aMPV inoculado com a cepa 

SHS/669/03 em camundongas da linhagem BALB/c por via intraperitoneal.    

Para o gene F do bRSV, não inserimos stop codon na sequência dos primers e como 

apresentado na figura 2 o mapa do vetor, este possui uma região denominada epítopo V-5. 

Para a proteína F do bRSV foi utilizado anticorpo contra o epítopo V-5 Anti-V5-HRP 

AntibodyTM (Invitrogen) na diluição 1:1000 para as análises do o Western Blot. 

As amostras transfectadas foram coletadas da seguinte forma: as transfecções foram 

realizadas em placas de seis orifícios, um dos orifícios era um controle de célula, outro 

orifício um controle somente com lipofectamina e quatro ofícios com amostra.  
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Para o gene F do aMPV foi utilizado DNA plasmidial na concentração de 5µg/µL 

onde foram coletadas amostras de controle de célula, de lipofectamina e com duas coletas 

diferentes de amostra, a saber: 1) após 48 horas de transfecção o sobrenadante foi coletado 

e realizado a inoculação em garrafa de 25cm2 contendo células HEK-293 semi-confluente. 

O sobrenadante (1mL) foi adicionado às células e incubadas  do sobrenadante por 1 

hora para adsorção das partículas virais nas células e adicionado meio completo Meio 

Dulbecco MEM (DMEM - enriquecido com alta glicose) contendo 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e após 48 horas, foi coletada a amostra; 2) a segunda  coleta foi realizada 

também após 48 horas da transfecção de forma diferente da primeira, ou seja, foi realizada 

a tripsinização das células e colocadas em garrafa 25cm2.  Após seis dias da transfecção foi 

realizado um raspado da monocamada e coletada a amostra.  

Para o gene F do bRSV foi utilizado DNA plasmidial também na concentração de 

5µg/µL. Foram realizadas coletas do controle de célula e lipofectamina, e foram realizadas 

quatro coletas das amostras, a saber: 1)  24 horas após a transfecção; 2) após 48 horas de 

transfecção o sobrenadante foi coletado e realizado a inoculação em garrafa de 25cm2 

contendo células HEK-293 semi-confluente. Após este passo, foi adicionado 1mL do 

sobrenadante seguido de incubação por 1 hora para adsorção das partículas virais nas 

células e adicionado meio completo DMEM contendo 10% de SFB e após 48 horas foi 

coletada a amostra; 3) 48 após a transfecção foi realizado a  tripsinização das células e 4) a 

coleta foi após 48 horas da transfecção utilizando células HEK-293 doadas pelo 

Laboratório Nacional Luiz Sincrotron (LNLS). 

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida-bis-acrilamida a 

12%, juntamente com o padrão de massa molecular. Após corrida em tampão TrisHCl-
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Glicina pH8,3 e 1% de SDS, foi realizada a transferência para a membrana de nitrocelulose 

(Hybond C-Amersham Life Science). Para controle das proteínas foi utilizado o anticorpo 

contra a proteína GADPH para a proteína F do aMPV e β-actina para F do bRSV.  

A imunomarcação com anticorpo foi realizada após bloqueio da membrana com leite 

desnatado a 5% em TBS-T (Tris HCl 0,1M pH7,5, NaCl 0,9%. Tween 20 0,1%). A reação 

com anticorpo diluído 1:1000 em TBS por 120 min em estufa umida a 37ºC, a reação 

antígeno e anticorpo foi revelada com anticorpo anti IgG de camundongo  

 

4. Construção direta dos adenovírus recombinantes 

4.1. Desenho dos iniciadores  

Os iniciadores foram desenhados para a proteína G do aMPV e bRSV (quadro 3) e 

(quadro 4) respectivamente, a partir das sequências completas dos genes depositadas no 

GenBak e com o auxilio do programa DNASTAR (http:// http://www.dnastar.com), sendo 

inserida 15 bases de sequência com homologia com o vetor.  

 

Quadro 3 - Descrição dos primers utilizados para a amplificação do gene que codifica para 

a proteína G do aMPV 

 
primers  

 
sequência (5’→3’) Posição 

 
 G aMPV+ 

gtaactataacggtcATGGGGTCCAAACTATATATGG 

 
G aMPV- 

attacctctttctccTTAACTAGTGCAACACCACTCAA 
1-1175 
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Quadro 4 - Descrição dos primers utilizados para a amplificação do gene que codifica para 

a proteína G do bRSV 

 
primers  

 
sequência (5’→3’) posição 

 
G bRSV+ 

gtaactataacggtcATGTCCAACCATACCCACCATCT 

 
G bRSV- 

attacctctttctccTTAGATCTGTGTAGTTGATTGAT 
1-773 

 

Após a amplificação dos genes, os produtos destas reações foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose, seguido da purificação dos mesmos utilizando NucleoSpin 

Gel and PCR Clean-Up,  seguindo as instruções do fabricante.  

 

4.2. Vetor de expressão Adeno – X Adenoviral Systems (Clontech) e In-Fusion® 

reação. 

Para expressar as proteínas G do aMPV e bRSV foi utilizado o sistema Adeno – X 

Adenoviral Systems 3TM (Clontech) In-Fusion no qual os genes foram inseridos 

diretamente no vetor de expressão utilizando a enzima In-FusionTM (Clontech), seguindo as 

instruções do fabricante. 

Após foi feita a transformação das bactérias StellarTM (Clontech) quimicamente 

competentes seguindo as instruções do fabricante. A confirmação dos clones de expressão 

foi realizada após triagem por intermédio de PCR de 10 a 11 colônias utilizando os primers 

específicos para cada gene.  

Os insertos foram confirmados através de PCR de colônias foi feita a extração do 

DNA plasmidial com o NucleoBond Xtra MidiTM  e para confirmação novamente dos 

clones  foram realizadas digestões individuais com as enzimas de restrição XhoI e NheI.  
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4.3. Digestão com a enzima PacI foi realizada como citado no item 3.4.1. Pré-

Transfecção. 

4.3.1.  Transfecção      

Para a transfecção foi utilizado Lipofectamine 2000TM (Invitrogen), e DNA 

plasmidial na concentração 5µg/µL, seguindo as orientações do fabricante e como foi 

citado no item 3.4.1. Pré-Transfecção. 

Com a expressão do gene GFP foi possível verificar a produção de adenovírus 

recombinantes nas células transfectadas, o uso do microscópio de fluorescência foi 

realizado no Laboratório de Proteômica (IB-UNICAMP), utilizando contraste de fase Axio 

Observer Z1 (Zeiss) com filtros Brightfield e GFP, com o auxílio da Profa Dra Cristina 

Vicente Pontes.  

 

4.5. Efeito Citopático dos adenovírus recombinantes expressando a proteína F 

do aMPV em células HEK-293 

Para a produção dos vetores adenovirais, as células HEK-293 foram cultivadas em  

garrafas (25cm2) e infectadas com os vetores e, após a completa destruição da monocamada 

de células (aproximadamente 72 horas após a infecção), o meio de cultura contendo as 

células foi congelado a -80ºC. Após o congelamento foram realizados três ciclos de 

congelamento e descongelamento em banho a 37 ºC com a suspensão de células, com a 

finalidade de romper as membranas das células e liberar as partículas virais. Esse material 

foi centrifugado a 2000 g por 15 min e o sobrenadante foi coletado.  

Foram realizadas passagens em células permissivas HEK-293 até o aparecimento do 

efeito citopático (ECP) na segunda passagem. Após a segunda passagem e a confirmação 
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do ECP dos adenovírus recombinantes foram realizadas duas passagens em células não-

permissivas HEp-2.    

 

4.6. PCR em tempo real  

 As reações de PCR em tempo real (Real time PCR) foram realizadas utilizando o 

equipamento ABI7500 ® (Applied Biosystems, CA, EUA). Os iniciadores utilizados foram 

direcionados para as regiões do gene F do aMPV, descritos no quadro 5 (FERREIRA et  

al., 2007). Os primers foram desenhados a partir de sequências completas do gene com o 

auxílio do software Primer Express 2.0. 

 

Quadro 5 - Descrição dos iniciadores e probes desenhados para a amplificação do gene que 

codifica para a proteína F do aMPV 

Iniciador sequência (5’→3’) 

Primer AMPVF+3643 f ATGCCAACTTCATCAGGACAGA 

Primer AMPV -3721 r TCAATATACCAAACCCCTTCCTTCT 

Probe AMPV+3667 FAM –AGTTTGATGTTGAACAATCGTGCCATGGT- TAMRA 

 

Foram realizados dois experimentos diferentes um para verificar a transcrição do 

gene F do aMPV em células permissivas e não-permissivas utilizando como material a 

extração do RNA total das células infectadas com os adenovírus recombinantes utilizando 

kit de extração de RNeasy Mini, RNA isolation kit (Qiagen), foi utilizado como controle 

interno da reação de PCR em tempo real o gene GAPDH (human glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase) como house keeping gene.  
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O segundo experimento foi realizado a partir da extração de DNA total das células 

permissivas e não-permissivas infectadas, com o intuito de quantificar o número partículas 

virais, foi utilizado o kit DNA preparation kit (Qiagen), utilizando os iniciadores descritos 

no quadro 5, neste experimento foi realizado curvas Standard utilizando diluições seriadas 

na base 10 do primeiro plasmídeo contendo o gene F do aMPV (paMPV-F) descrito no 

item 2.1. Vetor de Clonagem do produto de PCR.  

A amplificação foi realizada utilizando o kit Quantitec Probe PCR kit (Qiagen, 

Hilden, Germany), com as concentrações de 900nM para cada primer e 300nM para a probe 

Taqman. Os experimentos foram realizados em duplicata.  

 

4.7. Titulação dos adenovírus recombinantes  

As titulações dos mesmos foram determinadas utilizando o Adeno-X rapid titer kit® 

(Clontech), e seguindo o método de REED & MUENCH (1938).  

 

4.8. Imunização experimental de camundongas BALB/c  

A imunização foi realizada utilizando camundongas da linhagem BALB/c com seis a 

oito semanas de vida. Estes foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório da UNICAMP (CEMIB). Os 

animais foram acondicionados em microisoladores de policarbonato em racks ventilados 

(Alesco, Brasil), em condições livres de patógenos, no Laboratório de Experimentação 

Animal, composto por uma sala com ciclo claro/escuro de 12 horas. Durante o período 

experimental, os animais foram alimentados com ração comercial (Labina-Purina, Brasil) e 

água a vontade, ambos esterilizados por autoclavagem.  
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Os animais foram imunizados experimentalmente, com duas doses via intramuscular 

(IM). Foram realizados três grupos, cada grupo com cinco animais. O primeiro grupo: os 

animais foram inoculados com 50µL Ad-aMPV-F com TCID50105,3/mL (Dose infectiva 

para 50% dos cultivos celulares), segundo grupo: animais inoculados com adenovírus 

expressando GFP foi utilizado como grupo controle Ad-GFP com TCID50105,8/mL no 

volume de 50µL, e o terceiro grupo: foi inoculado 50µL PBS grupo controle da 

imunização. Após 14 dias da primeira imunização os animais receberam um booster 

seguindo a mesma via de inoculação e dose. As coletas de soros foram realizadas nos dias 

0, 7, 14 e 21 dias de experimentos pela via retro-orbital. 

 

4.9. Elisa Indireto  

As placas de Elisa foram sensibilizadas com 100µL do antígeno SHS/669/03 log 10 

TCID50105,8/mL, previamente diluído em tampão carbonato 0,015M Bicarbonato 0,035M 

pH 9.6),  e mantida a 4 ºC por 18 horas. Após a incubação a placa foi lavada duas vezes 

(200µL cada) com PBS 1X + Tween 20 (0,05%).  Após as lavagens, foi realizado bloqueio 

dos sítios inespecíficos de ligação, incubando-se com  PBS 1X adicionado de 5% SFB por 

1 hora a temperatura ambiente. Novamente, foram  realizadas duas lavagens (200µL cada) 

com PBS +  Tween 20 (0,05%). Em seguida as diluições seriadas  dos soros dos animais,  

(1:25 a 1:1280) foram realizadas em PBS 1 X adicionado de 2% SFB, e 100µL de cada 

diluição, foram adicionados em cada orifício da placa deixando por 1 hora a temperatura 

ambiente.   

Seguiram-se  três lavagens com PBS 1 X + Tween 20 (0.05%), e foi utilizada a 

diluição de 1:2000  do conjugado (HRP Conjugated Goat anti-Mouse - Sigma) em 100µL 
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de PBS 1 X adicionado  de 2% SFB, em cada orifício da placa, deixando  reagir  por 1 hora 

em temperatura ambiente. Três novas lavagens foram realizadas com PBS 1X + Tween 20 

(0.05%) e foi adicionado em cada orifício 100µL do revelador o-Phenylenediamine 

dihydrochloride (oPd) (Sigma Aldrich, VA, USA),  incubando-se  por 15 minutos.  Seguido 

este período foi realizada a leitura a OD492nm.. Todos os soros foram avaliados em duplicata.  

A determinação do ponto de corte (“cut off point”), para soro não-reagente definido 

foi calculada utilizando a média de dois soros pré-imunes multiplicado por três, deste modo 

aumentando a confiabilidade do teste.  
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RESULTADOS 

1. Construção indireta dos adenovírus recombinantes 

1.1. Clonagem do gene F do aMPV e bRSV 

1.2. Obtenção dos genes F do aMPV e bRSV 

O RNA viral foi obtido a partir das células infectadas, conforme descrito em Material 

e Métodos, e submetido a uma reação de RT-PCR utilizando gradiente de temperatura e 

iniciadores desenhados visando à amplificação do gene alvo para ambos os vírus.   

Para a amplificação da região codificante completa do gene F, e avaliação dos 

produtos de RT-PCR revelou a amplificação do fragmento de acordo com o tamanho 

esperado a região do gene F correspondente de 1617 pb (oligonucleotídeos FF2+ For e FF2- 

Rev (quadro 1) do aMPV) (Figura 6) a partir da amostra SHS/669/03. 

 

  1617 pb 

Fig. 6- Obtenção do gene de fusão (F) do aMPV. Eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídio mostrando o produto de amplificação do RT-PCR utilizando os 

oligonucleotídeos FF2+ For e FF2- Rev (Poço 2) e marcador de massa molecular 1Kb PlusTM 

(Invitrogen) (Poço 1). A seta indica o fragmento de 1617 pb referente ao tamanho do gene F. 

 

Resultados 

60



Para a amplificação da região codificante completa do gene F do bRSV, e avaliação 

dos produtos de RT-PCR revelou a amplificação do fragmento de acordo com o tamanho 

esperado a região do gene F correspondente de 1538 pb (oligonucleotídeos bRSVF5+ For e 

bRSVF3- Rev (quadro 2) do aMPV) (Figura 7) a partir da amostra bRSV-25-BR. 

 

 

  1538 pb 

Fig. 7- Obtenção do gene de fusão (F) do bRSV. Eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídio mostrando o produto de amplificação do RT-PCR utilizando os 

oligonucleotídeos bRSVF5+ For e bRSVF3- Rev (Poço 2) e marcador de massa molecular 

1Kb PlusTM (Invitrogen) (Poço 1). A seta indica o fragmento de 1538 pb referente ao 

tamanho do gene F. 

 

1.3. Clonagem e sequenciamento dos genes F do aMPV e bRSV 

Os fragmentos amplificados para os genes F  (1617 pb e 1538 pb do aMPV e bRSV, 

respectivamente) foram clonados no plasmídeo pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® 

(Invitrogen). Os dois plasmídeos obtidos após a transformação de células competentes 
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(paMPV-F e pbRSV-F) foram avaliados por sequenciamento. Os clones foram 

sequenciados (Figuras 8 e 9) e a análise da sequência mostrou que os clones paMPV-F e 

pbRSV-F possuíam a sequência correta.     

 

         

paMPV-F                GCTCCGAATT CGCCCTTATG GATGTAAGAA TCTGTCTCCT ATTGTTCCTT 
  

AY640317/LAH  -----GGGAC AAGTAGGATG GATGTAAGAA TCTGTCTCCT ATTGTTCCTT  

        

              

paMPV-F                ATATCTAATC CTAGTAGCTG CATACAAGAA ACATACAATG AAGAATCCTG  
 

AY640317/LAH  ATATCTAATC CTAGTAGCTG CATACAAGAA ACATACAATG AAGAATCCTG  

 

              

paMPV-F                CAGTACTGTA ACTAGGGGTT ATAAGAGTGT GTTAAGGACA GGGTGGTATA  
 

AY640317/LAH  CAGTACTGTA ACTAGGGGTT ATAAGAGTGT GTTAAGGACA GGGTGGTATA  

 

              

paMPV-F                CGAATGTATT TAACCTCGAA ATAGGGAATG TTGAGAACAT CACTTGCAAT 
  

AY640317/LAH  CGAATGTATT TAACCTCGAA ATAGGGAATG TTGAGAACAT CACTTGCAAT  

 

 

paMPV-F                GATGGACCCA GCCTAATTGA CACTGAGTTA GTACTCACAA AGAATGCTTT 
  

AY640317/LAH  GATGGACCCA GCCTAATTGA CACTGAGTTA GTACTCACAA AGAATGCTTT  

 

Fig. 8- Sequência gênica parcial da região dos genes de fusão (F) do aMPV SHS/669/03 e da 

amostra referência LAH (AY640317).  Na confirmação das sequências de nt obtidas através de 

sequenciamento utilizando os oligonucleotídeos M13 forward e reverse e os oligonucleotídeos 

específicos para o gene (1-1617 nt). 
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ATGAGCTGAC ATCAGCATTA TCCTCATCTC TACCTATGTG CCACATATCA CTTTATGCCA 

GAACATAACA GAAGAATTTT ATCAATCGAC ATGCAGTGCA GTTAGTAGAG GTTACCTTAG 

TGCATTAAGA ACTGGATGGT ATACAAGTGT GGTAACAATA GAGTTGAGCA AAATACAAAA 

AAATGTATGT AACGGTACTG ATTCAAAAGT GAAATTAATA AAGCAAGAAC TAGAAAGATA 

CAACAATGCA GTAGTGGAAT TGCAATCACT TATGCAAAAT GAACCGACCT CCTCTAGTAG 

AGCAAAAAGA GGGATACCAG AGTCGATACA TTATACAAGA AACTCTACAA AAAAGTTTTA 

TGGACTAATG GGCAAAAAGA GAAAAAGGAG ATTTTTAGGA TTCTTGCTAG GTATTGGATC 

TGCTATTGCA AGTGGTGTAG CAGTGTCCAA AGTACTACAC TTGGAGGGAG AGGTGAACAA 

AATTAACAAT GCACTGCTAT CCACAAATAA AGCAGTGGTT AGTCTGTCCA ATGGAGTTAG 

TGTCCTTACT AGCAAAGTAC TTGATCTAAA AGACTATATA GACAAAGAGC TTCTACCTAA   

AGTTAACAAT CATGATTGTA GGATATCCAA CATAGCAACT GTGATAGAAT TCCAACAAAA 

AAACAATAGA TTGTTGAAAA TTGCTAGGAA TTTTTTAGTG TAAATGCTGG TATTACCACA 

CCCTTCAGTA CATACATGTT ACCCAAATAG GTGAGTACTA TTAAATAATT AAAGATATGT 

CCTTTAACGA ATGACCCACA AAATTCCAGT ATGTCATATG TCAGCTAACA GAGTGTTGCA 

TCATGTCAGT GCTAAAGAAG AGTCATAAGC TTATGTAGTA CACTCGCCTC TCTATGGAGT   

CATAGACTAC CCCTCGTTGG ATACTACGCA CCTTTCCTTT ATGCACAGCT GATACTAAAG 

AAGGGTCAAG CATCTGCTTA CTTAGGACAG ATCGTGCGTG GTATTGTGAT AATGCAGGCT 

CTGTGTCTCT GCTCCCACAC GCAGAGTCGT GTAAGGTACA ATCAACCAGA GTGTTCTGTG 

ACACAATGAA CAGTTTAACT TTGCCTACTG ATGTTAACTT ATGCAACACT GACATATTCA 

ATGCAAAGTA TGATTGTAAA ATAATGACAT CTAAAACTGA CATAAGTAGC TCTGTGATAA   

CTTCAATAGG AGCTATTGTA TCATGCTATG GGAAGACAAA ATGTACAGCC TCTAATAAAA 

ATCGTGGAAT CATAAAGACT TTTTCCAATG GGTGTGATTA TGTATCAAAC AAAGGAGTTG 

ATACTGTATC AGTTGGTAAC ACACTATATT ATGTAAATAA ACTAGAGGGG AAAGCACTCT 

ATATAAAGGG TGAACCAATT ATTAATTACT ATAATCCACT AGTATTTGCT TCTGATGAGT 

TTGATGCATC AATTGCTCAA GGAAACAACG   

 

Fig. 9- Sequência gênica completa do gene de fusão (F) do bRSV da amostra bRSV-25-BR. 

Na confirmação das sequências de nt obtidas através de sequenciamento utilizando os 

oligonucleotídeos M13 forward e reverse e os oligonucleotídeos específicos para o gene (1-1538 nt). 

 

  

 

 

Resultados 

63



1.4. Obtenção dos adenovírus recombinantes utilizando o vetor pAd/CMV/V-5-

DESTM

Os plasmídeos paMPV-F e pbRSV-F foram utilizados na transformação de bactérias 

E. coli DH10B competentes e, através de um evento de recombinação, os insertos foram 

transferidos para o genoma de um adenovírus presente na forma plasmidial. A 

recombinação pôde ser confirmada com a realização de uma reação de PCR.  

A reação de PCR utilizando 1µL do DNA do adenovírus recombinante Ad-aMPV-F 

amplificou um fragmento de 1617 pb conforme esperado quando os oligonucleotídeos FF2+ 

For e FF2- Rev foram utilizados. Já a reação de PCR utilizando 1µL do DNA do 

adenovírus recombinante Ad-bRSV-F amplificou um fragmento de 1538 pb quando os 

oligonucleotídeos bRSVF5+ For e bRSVF3- Rev, foram utilizados.  A confirmação dos 

genes que codificam as proteínas F do aMPV e bRSV nos adenovírus recombinantes, 

também foram avaliadas por sequenciamento. E a análise das sequências mostrou que os 

Ad-aMPV-F e Ad-bRSV-F possuíam a sequência correta.  

 

         

1.5. Análise dos genes F expressos em células HEK-293 

1.5.1.Preparação para transfecção 

Para a transfecção dos genes F nas células HEK-293, cinco micrograma de DNA do 

Ad-aMPV-F foram digeridos com a enzima PacI. A enzima expõe as regiões invertidas 

repetidas (ITRs) dos adenovírus e remove as sequências da bactéria, gerando um fragmento 

de aproximadamente 2 Kb (Figura 10).  

O mesmo foi feito com cinco micrograma de DNA do Ad-bRSV-F que, uma vez 

transfectado em células HEK-293, deu origem aos adenovírus recombinantes.  
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Fig. 10- Análise de cinco micrograma de DNA do Ad-aMPV-F digeridos com a enzima PacI, 

gerando um fragmento de aproximadamente 2 Kb. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. 

(Poço 1) Marcador de massa molecular de 1Kb (Novargen); (Poço 2) tamanho do Ad-aMPV-

F intacto e  (Poço 3) tamanho do Ad-aMPV-F digerido com a enzima PacI.   

 

1.5.2.Transfecção em células da linhagem HEK-293 

A transfecção em células da linhagem HEK-293 foi utilizado Lipofectamine 2000TM 

(Invitrogen), foram utilizadas as concentrações de cinco microgramas e as células foram 

coletadas com 48, 72 e 96 horas após a inoculação a 37oC.  

 

1.6.Análise da expressão da proteína F do aMPV e do bRSV em Imuno-detecção 

(Western Blot) 

As células HEK-293 foram utilizadas para a análise da expressão das proteínas F em 

dois géis desnaturantes de poliacrilamida SSD-PAGE a 12% para cada análise de 

expressão. Foram analisados, também extrato de células (HEK-293) não infectadas, extrato 
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de células infectadas com Ad-aMPV-F (contendo o gene F do aMPV) e o extrato de células 

infectadas com Ad-bRSV-F (contendo o gene F do bRSV). Os géis foram corados e fixados 

em solução de 40% de metanol e 10% de ácido acético e Coomassie blue e posteriormente 

descorado e utilizado para transferência das proteínas para uma membrana de Nitrocelulose 

para o experimento de imuno-detecção.  

A membrana foi marcada com antissoro policlonal anti-aMPV inoculado com a cepa 

SHS/669/03 em camundongas da linhagem BALB/c por via intraperitoneal.  A imuno-

marcação com antissoro policlonal anti-aMPV foi capaz de detectar uma banda 

correspondente à massa molecular de 50 kDa (Figura 11). Contudo, a proteína F do aMPV 

possui uma massa molecular de 70 kDa  e o que observamos foi uma proteína de tamanho 

correspondente à proteína na sua forma F1 com massa molecular de aproximadamente 47 

kDa. A proteína F é sintetizada primeiramente em F0, que se torna ativa por uma clivagem 

em duas subunidades F1 e F2 (COLLINS, et al., 1984; GONZÁLEZ-REYES, et al., 2001). 

Para o gene F do bRSV a membrana foi marcada com anticorpo contra o epítopo V-5 

Anti-V5-HRP AntibodyTM (Invitrogen). A imuno-marcação com anticorpo contra o epítopo 

foi capaz de detectar uma banda correspondente à massa molecular de 90 kDa (Figura 12). 

No entanto, a proteína F do bRSV possui uma massa molecular de 70 kDa, indicando 

possíveis alterações na estrutura protéica da proteína, durante o processo de replicação 

viral, como glicosilação e processamento pós-tradução.  
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A) B)

 
 

Fig. 11- Análise da expressão da proteína F do aMPV, utilizando antissoro do aMPV 

produzido em camundonga. Imuno-marcação de extratos de células HEK-293 infectadas com 

Ad-aMPV-F. (A) A imuno-marcação com anticorpo anti-GADPH. Poço 1: Marcador de 

massa molecular; Poço 2: células HEK-293 não infectadas; Poço 3: controle de 

lipofectamina; Poço 4: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 48 horas após inoculação 

e Poço 5: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 6 dias após inoculação.    

(B) A imuno-marcação com antissoro policlonal anti-aMPV. Poço 1: Marcador de 

massa molecular; Poço 2: células HEK-293 não infectadas; Poço 3: controle de 

lipofectamina; Poço 4: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 48 horas após inoculação 

e Poço 5: células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV 6 dias após inoculação. A seta indica a 

marcação na altura de 50 kDa.  
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      A) Epítopo V-5 

 

  

      B) β-Actina  

90kDA

Fig. 12- Análise da expressão da proteína F do bRSV, utilizando anticorpo contra o epítopo 

V-5. Imuno-marcação de extratos de células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F. (A) A 

imuno-marcação com anticorpo anti- β-actina (Sigma). Poço 1: células HEK-293 não 

infectadas; Poço 2 controle de lipofectamina; Poço 3: células HEK-293 infectadas com Ad-

bRSV-F 48 horas após inoculação; Poço 4: células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F 24 

horas após inoculação coletadas do sobrenadante; Poço 5: células HEK-293 infectadas com 

Ad-bRSV-F 48 horas após inoculação e Poço 6:  células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-

F 48 horas após inoculação células doadas pelo Laboratório Nacional Luis Sincrotron 

(LNLS).    

(B) A imuno-marcação com anticorpo anti- V-5. Poço 1: células HEK-293 não 

infectadas; Poço 2 controle de lipofectamina; Poço 3: células HEK-293 infectadas com Ad-

bRSV-F 48 horas após inoculação; Poço 4: células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-F 24 

horas após inoculação coletadas do sobrenadante; Poço 5: células HEK-293 infectadas com 

Ad-bRSV-F 48 horas após inoculação e Poço 6:  células HEK-293 infectadas com Ad-bRSV-

F 48 horas após inoculação células doadas pelo Laboratório Nacional Luis Sincrotron 

(LNLS). A seta indica a marcação na altura de 90 kDa.  
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2. Construção direta do vetor de expressão pAdeno-X Adenoviral Systmes 3TM  

In-Fusion 

O fragmento dos genes G do aMPV (1175 pb)  e bRSV (773 pb), foram clonados no 

vetor de expressão pAdeno-X Adenoviral através de recombinação. A recombinação foi 

confirmada por meio de reação de PCR utilizando os oligonucleotídeos específicos para os 

genes G aMPV+ For e G aMPV- Rev para o aMPV e G bRSV+ For e G bRSV- Rev para o 

bRSV. Os produtos amplificados deram origem a bandas já esperadas de 1175 e 773 pb 

respectivamente aMPV e bRSV (Figuras 13 e 14). A confirmação dos genes que codificam 

as proteínas G do aMPV e bRSV nos adenovírus recombinantes, também foram avaliadas 

por sequenciamento. E a análise das sequências mostrou que os Ad-aMPV-G-GFP e Ad-

bRSV-G-GFP possuíam a sequência correta. E também foram cortados com as enzimas 

XhoI e NheI para a confirmação da clonagem dos genes. 

   

 

                     1     2     3    4     5     6     7      8    9    10   11   12 

        1175pb 

Fig. 13- Confirmação da clonagem do gene G do aMPV em pAdeno-X Adenoviral.   Gel 

de agarose 1%. Poço 1: Marcador de massa molecular 1Kb PlusTM (Invitrogen); Poço 2 a 12, 

produto de PCR a partir de colônias dos clones utilizando oligonucleotídeos específicos G aMPV+ 

For e G aMPV- Rev  para o gene G do aMPV e confirmando a inserção do gene pela banda de 1175 

pb (indicada pela seta). O tamanho corresponde ao gene G (1175 pb). 
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               1     2      3     4      5      6     7        8      9     10  11    12 

          773pb 

Fig. 14- Confirmação da clonagem do gene G do bRSV em pAdeno-X Adenoviral.   Gel de 

agarose 1%. Poço 1: Marcador de massa molecular 1Kb PlusTM (Invitrogen); Poço 2 a 12, produto 

de PCR a partir de colônias dos clones utilizando oligonucleotídeos específicos G bRSV+ For e G 

b-BRSV Rev  para o gene G do bRSV e confirmando a inserção do gene pela banda de 773 pb 

(indicada pela seta). O tamanho corresponde ao gene G (773 pb).  

 

2.1. Análise dos genes G em células HEK-293 

2.1.1.Preparação para transfecção 

Para a transfecção dos genes G nas células HEK-293, cinco micrograma de DNA do 

pAdeno-GaMPV-GFP foram digeridos com a enzima PacI, gerando um fragmento de 

aproximadamente 3 Kb (Figura 15).  

O mesmo foi feito com cinco micrograma de DNA do pAdeno-GbRSV-GFP que, 

uma vez transfectado em células HEK-293, deu origem aos adenovírus recombinantes.  
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2.1.2.Transfecção em células da linhagem HEK-293 

A transfecção em células da linhagem HEK-293 foi utilizado Lipofectamine 2000TM 

(Invitrogen), foram utilizadas as concentrações de cinco microgramas e as células foram 

coletadas com 48 e 96 horas após a inoculação a 37oC.  

Apesar da confirmação do gene, após infectar as células permissivas HEK-293, a 

recombinação homóloga entre o genoma viral e o cassete de expressão contendo o 

transgene foi verificada através do aparecimento de fluorescência devido à expressão do 

gene repórter GFP (Figura 16). 

 

           M     1 

  3 Kb 

Fig. 15- Análise de cinco micrograma de DNA do pAdeno-GaMPV-GFP digeridos com a 

enzima PacI, gerando um fragmento de aproximadamente 3 Kb. Eletroforese em gel de 

agarose 0,8%. (Poço 1) Marcador de massa molecular de 1Kb (Novargen); (Poço 2) tamanho 

do pAdeno-GaMPV-GFP digerido com a enzima PacI.   
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Brightfield                                  GFP                                              Brightfield +   GFP 

    
     A) 

   

                    B) 

 

                 C) 

 

                    D) 

Fig. 16- Células HEK-293 infectadas com pAdeno-GaMPV-GFP e pAdeno-GbRSV-GFP. A) 

células HEK-23 não infectadas; B) células HEK-293 infectadas com adenovírus sorotipo 5; 

C) células HEK-293 infectadas com  pAdeno-GaMPV-GFP e D) células HEK-293 infectadas 

com pAdeno-GbRSV-GFP.  As células foram mantidas a 37oC por 48 horas (Objetiva 

20X).  
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3. Efeito citopático dos adenovírus recombinantes expressando a proteína F do 

aMPV e análise transcricional dos em células permissivas e em células não-

permissivas  

Os adenovírus recombinantes expressando a proteína F do aMPV, foram observadas 

por microscopia óptica o aparecimento do ECP na segunda passagem dos vírus 

recombinantes nas células permissivas HEK-293, após 24 horas de inoculação (Figura 17). 

Por base de comparação, das células HEK-293 não infectadas e células infectadas com 

adenovírus recombinantes.  

Somente, em duas passagens dos vírus recombinantes nas células HEp-2, não foram 

observados o ECP, o que já era esperado neste sentido, pois o vetor é incapaz de se replicar 

em células que não contenha a região E1, que é indispensável para a sua replicação.  

 

 

Fig. 17- Células HEK-293 infectadas com paMPV. A) células HEK-293 não infectadas; B) 

segunda passagem dos vírus recombinantes nas células permissivas HEK-293, após 

24 horas de inoculação. As células foram mantidas a 37oC por 24 horas (Objetiva 20X).  

A) B)
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3.1.  PCR em tempo real  

Células permissivas HEK-293 e células não-permissivas Hep-2 foram infectadas com 

adenovírus recombinantes expressando a proteína F do aMPV. A partir do RNA foi obtido 

o cDNA,  das células infectadas com os adenovírus recombinantes. Foi feita uma reação de 

PCR em tempo real para amplificar o cDNA correspondente ao RNA mensageiro do gene 

F. O par de oligonucleotídeos e probe utilizado (Materiais e métodos quadro 5) e como 

controle interno da reação foi utilizado o gene GAPDH como house keeping gene.  

Neste experimento das passagens nas células HEK-293, foi observado um aumento 

na transcrição do gene F, na primeira passagem para a segunda passagem (Figura 18), 

momento em que foi visualizado o ECP nas células, as passagens foram comparadas com o 

controle de células não infectadas.   
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Fig. 18- Comparação dos níveis de transcrição do gene F do aMPV nas passagens em células 

HEK-293 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) Controle de Células; (2) Ad-aMPV-F primeira 

passagem; (3) Ad-aMPV-F segunda passagem; (4) Ad-aMPV-F terceira passagem; (5) Ad-aMPV-F 

quarta passagem. 
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Nas passagens nas células HEp-2, também foi observado um aumento no nível de 

transcrição do gene F do aMPV, da primeira passagem para a segunda passagem (Figura 

19). No entanto, a transcrição transiente do gene F nas células não-pemissivas, acontece 

somente na presença da precursora proteína terminal (pTP), que se encontra ligada 

covalentemente às extremidades do genoma viral dos adenovírus no qual a mesma ajuda a 

estabilizar o genoma viral no núcleo da célula infectada (RUSSEL, 2000).  
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Fig. 19- Comparação dos níveis de transcrição do gene F do aMPV nas passagens em células 

HEp-2 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) Controle de Células; (2) Ad-aMPV-F primeira passagem; 

(3) Ad-aMPV-F segunda passagem. 

 

O segundo experimento foi realizado a partir da extração de DNA total das células 

permissivas e não-permissivas infectadas, com o intuito de quantificar o número partículas 

virais para a análise da transcrição do gene F do aMPV. Neste experimento, foi observado o 

menor número de Ct na quarta passagem nas células HEK-293 (Figura 20) (o Ct é 

proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressão do gene alvo em uma 

determinada amostra, quanto menor o número inicial do Ct obtido do gene-alvo existente 

na amostra, comparativamente com outro gene, acontece porque houve uma maior 
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amplificação do gene-alvo, o mesmo apresenta maior transcrição). Quando foi observado o 

resultado nas células HEP-2 o Ct apresentou um menor valor na primeira passagem quando 

comparada com a segunda passagem (Figura 21). Demonstrando um maior número de 

partículas virais presentes na primeira passagem. 
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Fig. 20- Comparação da quantificação do número de cópias de DNA do Ad-aMPV-F. 

Passagens em células HEK-293 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) controle de células; (2) Ad-

aMPV-aMPV-F primeira passagem; (3) Ad-aMPV-F segunda passagem; (4) Ad-aMPV-F 

terceira passagem; (5) Ad-aMPV-F quarta passagem.    
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Fig. 21- Comparação da quantificação do número de cópias de DNA do Ad-aMPV-F 

Passagens em células HEp-2 infectadas com Ad-aMPV-F; (1) controle de células; (2) Ad-

aMPV-F primeira passagem; (3) Ad-aMPV-F segunda passagem.    
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4. Imunização em camundongas BALB/c e ELISA indireto  

Com relação à aplicação do método ELISA indireto usando-se as imunizações nas 

camundongas com TCID50105,3/mL de Ad-aMPV-F, para a mensuração de anticorpos IgG, 

colocando-se diluições sérica do soro para reagir com o vírus SHS/669/03, previamente 

adsorvidas às cavidades da microplaca. Verificou-se que os níveis de anticorpos na segunda 

colheita realizada no décimo quarto dia (Figura 22), e após 14 dias da primeira dose os 

animais receberam um booster. A colheita realizada com 7 dias após booster, demonstrou 

que os níveis de anticorpos mostrou uma elevação de forma marcante da segunda colheita 

(21 dias) para a  primeira colheita (14 dias).  
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Fig. 22- Mensuração de anticorpos IgG, colocando-se diluições sérica do soro para reagir 

com o vírus SHS/669/03, previamente adsorvidas às cavidades da microplaca. Verificou-se 

resposta induzida após a imunização em BALB/c com Ad-aMPV-F expressando a proteína F 

do aMPV. Pré (animais pré-imunes); C 14 d (Controle 14 dias); 14 d (Imunização com 14 

dias); C 21 d (Controle 21 dias) e 21 d (Imunização com 21 dias).    
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DISCUSSÃO 

Um grande esforço tem sido realizado para entender a resposta imune contra os vírus 

respiratórios que acometem os humanos e os animais. Nesse sentido, o desenvolvimento de 

novas modalidades de vacinas tem sido explorado como alternativa aos métodos tradicio-

nais de vacinação.  

A expressão de proteínas heterólogas em sistemas procariotos, eucariotos e vetores 

virais, para a produção de antígenos isolados, pode contribuir não somente na produção de 

vacinas, como também na produção de imunoreagentes ou imunoensaios. Na literatura, 

encontram-se as vantagens e desvantagens de utilizar cada um desses sistemas de expressão 

e, principalmente, se são apropriados ou não para a expressão de um determinado antígeno 

viral. 

Os sistemas são constituídos por procariotos, como E. coli, ou por eucariotos, como 

as leveduras Saccharomyces spp., Picchia spp., e por vetores virais, como os adenovírus, 

baculovírus e poxvírus, dentre outros, juntamente com células animais em culturas in vitro.    

   A utilização de proteínas recombinantes e vetores virais tem sido uma grande pro-

messa para o futuro das vacinas, tanto na ativação da resposta imune, quanto na imunização 

segura e efetiva. Por outro lado, as proteínas recombinantes possuem a capacidade de indu-

ção de resposta imune limitada, e a maioria dos protocolos que as utilizam necessitam de 

adjuvantes para a ativação do sistema imune em níveis significativos.  

Neste cenário, os vetores adenovirais são potenciais candidatos para o desenvolvi-

mento de vacinas para o uso na indústria veterinária, pois são capazes de induzir resposta 

imune humoral e celular. A indução de linfócitos T CD8+ foi comprovada após o uso desses 

vetores em modelos murinos, expressando as proteínas do vírus influenza aviária (VIA) 
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(HOESCHER et al., 2007; HOLMAN et al., 2008; SINGH et al., 2008; SINGH et al., 

2010).  

Neste trabalho, o sistema adenovírus foi utilizado para expressar as proteínas dos ví-

rus aMPV e bRSV. Os genes de fusão (F) e os genes de ligação (G) foram isolados por RT-

PCR de culturas de células previamente infectadas com os isolados brasileiros SHS/669/03 

e bRSV-25-BR dos vírus aMPV e bRSV, respectivamente. Os genes F foram inseridos no 

plasmídeo pCR®8/GW/TOPO®, o qual possui sequências que possibilitam a recombinação 

deste plasmídeo com o vetor adenovírus.  

Foi utilizado, para a expressão dos genes de interesse através de recombinação, o sis-

tema conhecido como Gateway Vectors PAd/CMV/V-5-DESTM (Invitrogen). O mesmo 

sistema Gateway Vectors já foi usado para expressar outras proteínas com sucesso, como 

descrito na literatura: por Morimoto e colaboradores (2005), para a produção endógena dos 

ácidos graxos n-3 e n-6 em células de mamíferos; por Scott e outros pesquisadores (2008), 

para elucidar o papel do gene TMPRSS-2ERG no câncer de próstata; e por Sharmon e co-

laboradores (2008), que o utilizaram para demonstrar que Sinvastatina inibe Staphylococ-

cus aureus em células de invasão no hospedeiro, através da modulação de isoprenóides 

intermediários.  

 Lee e colaboradores (2009) também utilizaram o sistema em questão para de-

monstrar a superexpressão de SIRT1, que protege as células-β do pâncreas contra a 

toxicidade de citocinas, pela supressão do fator nuclear-kB via de sinalização. Li e outros 

autores (2004) usaram tal sistema como ferramenta para elucidar o rompimento de glicose e 

o sensoriamento da  secreção de insulina pelo gene da ribozima Kir6.2, alvo das células 
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secretoras de insulina. George & Eo (2011) utilizaram-no para o desenvolvimento de 

adenovírus recombinantes, expressando a proteína E do vírus da Dengue do tipo 2.  

 Neste trabalho, foram produzidos dois vírus recombinantes utilizando o sistema 

Gateway, Ad-aMPV-F e Ad-bRSV-F, contendo os genes F do aMPV e bRSV. Os vírus 

recombinantes obtidos foram usados para infectar células permissivas HEK-293. Tais célu-

las possuem a região E1 do genoma do adenovírus, que é indispensável para a replicação 

dos vírus recombinantes. As células em questão foram utilizadas em todas as etapas de 

transfecção e replicação dos adenovírus recombinantes, sendo observado o ECP nestas cé-

lulas. Uma análise transcricional foi feita para avaliar a presença do gene F do aMPV no 

RNA mensageiro celular, em células HEK-293 e nas células não-permissivas Hep-2. 

 A análise transcricional revelou que as células permissivas HEK-293 e as células 

não permissivas Hep-2 estavam, sim, produzindo RNA mensageiro (mRNA) contendo o 

gene F do aMPV, a partir do amplificado pelo oligonucleotídeo interno ao gene, nas rea-

ções de PCR em tempo real, utilizando o gene GAPDH como controle interno da reação. 

Neste contexto, a utilização das células não-permissivas Hep-2 confere uma vantagem na 

facilidade e manutenção destas células.   

 Takahashi e colaboradores (2010), em seus estudos, também investigaram o uso 

de células não-permissivas A549, em um modelo in vitro de replicação do adenovírus re-

combinante, pertencente ao sorotipo 5 humano (Ad5), na expressão dos genes (gag, pol e 

nef) do HIV. A habilidade de um adenovírus, baseado em uma vacina, de elicitar uma res-

posta clínica depende da habilidade do sistema carreador apropriado para a expressão do 

transcrito, que determina os níveis de expressão do transgene e oferece, como resultado in 

vitro, a relativa potência de uma vacina. Contudo, a expressão do transgene em células não-
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permissivas pode reproduzir a modulação dos adenovírus de replicação incompetente, con-

siderando-se o desenvolvimento de uma vacina de adenovírus, a sua dose e a sua potência. 

 Os adenovírus recombinantes, Ad5, também foram analisados em um gel de poli-

acrilamida e, posteriormente, para uma imunomarcação utilizando antissoro contra aMPV 

produzido em camundongo. Esse anticorpo reconheceu a proteína F (com massa molecular 

de aproximadamente 50 kDa) na sua forma F1 (com massa molecular de aproximadamente 

47 kDa). A proteína F é sintetizada, primeiramente, em F0, que se torna ativa por uma cli-

vagem em duas subunidades, F1 e F2 (COLLINS et al., 1984; GONZÁLEZ-REYES et al., 

2001).  

 Taylor e colaboradores (2007) também utilizaram antissoros para aMPV, preparados 

em aves infectadas, para análises por Western Blot, sendo observado uma forte banda na 

altura de 55 kDa, que foi previamente identificado como a proteína F (CAVANAGH & 

BARRET, 1998; COLLINS & COUGHE, 1998; LING & PRINGLE, 1998). 

 Os baixos níveis de expressão da proteína F e a falta de anticorpo específico contra a 

proteína resultaram em uma dificuldade para as análises por Western Blot. Uma pequena 

quantidade da proteína F, secretada em células, foi investigada por Boxus e colaboradores 

(2007), que observaram o impacto do códon otimizado na expressão das proteínas F e N do 

bRSV, tranfectadas em células COS-7, comparadas com a proteína nativa. Os autores ob-

servaram que, 24 horas após a transfecção, a expressão das proteínas foram reveladas com 

soros contra bRSV e a expressão da proteína F foi detectada nas células que receberam a 

proteína nativa. Porém, os resultados demonstraram que os níveis de expressão foram maio-

res nas células transfectadas com o plasmídeo contendo as sequências do códon otimizado. 
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No entanto, esse trabalho nos indica que a utilização do códon otimizado pode aumentar os 

níveis de expressão da proteína F do aMPV.   

 Para avaliar a resposta de anticorpos IgG, foi desenvolvido um Elisa indireto para a 

detecção dos adenovírus recombinantes expressando a proteína F do aMPV, utilizando  a 

estratégia de vacinação de prime-boost para a imunização dos animais, que foram capazes 

de gerar resposta imune humoral, com produção de IgG em todos os animais analisados. A 

utilização dessa estratégia apresentou um título maior nos níveis de IgG na segunda dose 

em relação à primeira dose.  

 A resposta humoral tem um papel importante na proteção curta e de longo prazo contra 

infecções virais (PRINCE et al., 1985; WEISMAN et al., 2009; FU et al., 2010). Em estu-

dos anteriores, foi demonstrada a imunização com a estratégia prime-boost, utilizando ade-

novírus de replicação defectiva como vetor, expressando a proteína de fusão do vírus respi-

ratório sincicial humano (hRSV).  A detecção de IgG no soro e IgA nas mucosas e anticor-

pos específicos contra hRSV; a resposta de células T CD8+ e a proteção em camundongos e 

cobaias, foram demonstradas por Hsu e colaboradores (1994) e Fu e outros autores (2009).  

Os adenovírus recombinantes expressando a proteína F do aMPV induziram uma 

resposta imune, através da imunização em um modelo murino, e a proteína mostrou-se im-

portante na indução de imunidade (FU et al., 2010). 

A patente PCTEP99/07400, depositada na International Application Published Un-

der the Patent Cooperation Treaty (PCT) por Cook, J.K. e colaboradores (1999), foi basea-

da na expressão da proteína F do aMPV, através da construção de uma vacina de DNA re-

combinante, sinalizando a importância deste modelo. A imunidade, neste caso, é definida 
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como uma indução de alto nível de proteção na população animal, depois da vacinação, 

comparando-se ao grupo não vacinado.  

Com base nos nossos resultados, a proteína F do bRSV também foi expressa em um 

vetor de adenovírus humano. A proteína foi caracterizada como expressa com 90 kDa, o 

que difere da sua forma inativa F0, que apresenta um peso molecular de 70 kDa. A proteína 

F é modificada após a tradução por dobragem, clivagem e glicosilação, antes de ser trans-

portada para a superfície celular (COLLINS & MOTTET, 1991). Dependendo da estirpe de 

bRSV, a proteína F pode ter de três ou quatro locais de N-glicosilação (LERCH et al., 

1991).   

A glicosilação é uma modificação importante, que pode afetar o transporte, dobra e 

imunogenicidade de proteínas (DOMS et al., 1993). Porções de hidrato de carbono em gli-

coproteínas de superfícies, tais como a proteína F, podem modular a imunogenicidade. É 

também possível que a remoção de hidratos de carbono possa causar uma mudança na con-

formação do polipeptídeo (KLINK et al., 2003). No entanto, o estudo de Naylor (2006) 

demonstrou que as alterações são possíveis, sem a perda da viabilidade da proteína.  

As razões para essa diferença de tamanho da proteína, comparada com a proteína pa-

rental do bRSV, são muito importantes na continuação dos estudos da expressão da proteí-

na F, utilizando o sistema de adenovírus para caracterizar os efeitos de glicosilação e imu-

nogenicidade. 

A proteína recombinante pode ser testada em ensaios de proteção contra o bRSV e, 

potencialmente, para o desenvolvimento de uma vacina. Em adição, pode determinar a ha-

bilidade dos vetores adenovirais de indução de anticorpos e uma resposta imune efetiva 

contra o bRSV em um modelo murino proposto por Spilki e colaboradores (2006).  
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Os genes G do aMPV e bRSV foram inseridos no vetor de expressão Adeno - X Ade-

noviral Systems, utilizando In Fusion reação, que possibilita a recombinação com o gene de 

interesse. Os vírus recombinantes obtidos foram utilizados para infectar as células HEK-

293 e uma análise transcricional foi realizada para avaliar a presença do gene no RNA 

mensageiro celular, após infectar as células permissivas HEK-293. Apesar da confirmação 

do gene, após infectar as células permissivas HEK-293, a recombinação homóloga entre o 

genoma viral e o cassete de expressão contendo o transgene foi verificada através do apare-

cimento de fluorescência devido à expressão do gene repórter GFP. 

Infelizmente, não foi possível a detecção da proteína pela análise por Western Blot, 

devido ao baixo rendimento na expressão das proteínas. Santos e colaboradores (2007) rela-

taram que são diversos os parâmetros que devem ser considerados para o aperfeiçoamento 

no processo de expressão do gene de interesse.  

Outros autores testaram a capacidade antigênica destas proteínas recombinantes em 

modelos animais, sendo que a glicoproteína G destes vírus é altamente imunogênica e re-

presenta um importante alvo para a resposta imune. Taylor e outros pesquisadores (1997), 

em seus estudos utilizando recombinantes do vírus vaccinia expressando as proteínas F, G 

ou N, mostraram que essas proteínas induziram uma resposta específica de anticorpos e de 

células T, bem como a proteção contra o desafio de uma cepa virulenta do bRSV. Neste 

estudo e de Antonis e colaboradores (2007), teve-se o uso de recombinantes utilizando o 

vírus vaccinia, baseado em uma vacina para bRSV e, ao mesmo tempo, houve a utilização 

destes recombinantes, por exemplo, para um Elisa específico, como foi proposto por Samal 

e outros autores (1993), que utilizaram a proteína N do bRSV.  

Discussão 

84



Hu e colaboradores (2011) expressaram a proteína G do aMPV do subtipo C utilizan-

do o vírus da doença de Newcastle como vetor e propondo uma vacina bivalente para a 

vacinação em perus. Em tal estudo, a proteína G induziu parcial proteção e, com estes da-

dos, os autores observaram que a expressão de uma única proteína não é capaz de conferir 

proteção completa contra o aMPV. Especula-se, portanto, que a coexpressão de mais de 

uma proteína, por exemplo, às proteínas F, G e ou M, será capaz de induzir uma resposta 

eficaz e protetora.  

Poucos são os estudos que descrevem a expressão das proteínas F e G dos vírus aviá-

rio e bovino. Pela primeira vez, as proteínas F destes vírus foram expressas em vetores ade-

novirais humano e houve a construção de adenovírus recombinantes contendo os genes G 

do aMPV e bRSV. 

O uso destes vetores para expressar proteínas heterológas tem sido amplamente utili-

zado para imunização de aves induzindo imunidade local por mucosa e mediada por célu-

las. Estes vetores têm sido uma promessa para a indústria avícola, pois induzem proteção e 

são eficazes contra uma variedade de doenças aviárias (ZESHAN et al., 2010).  
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CONCLUSÕES 

 Este foi o primeiro estudo descrevendo a expressão das proteínas F e G dos 

vírus aviário (aMPV) e bovino (bRSV) em vetores adenovirais humano;  

 A proteína F expressa no sistema adenoviral induziu resposta humoral em 

camundongas BALB/c; 

 Foi demonstrado o ECPs dos adenovírus recombinantes adAMPV-F em 

células HEK-293; 

 A transcrição do gene F do aMPV foi quantificada por PCR em tempo real 

nas células permissivas HEK-293 e nas células não-permissivas HEp-2; 

 A expressão da proteína F do bRSV apresentou uma massa molecular de 

aproximadamente 90 kDa, indicando alterações na estrutura protéica, estas 

alterações são possíveis durante o processo de replicação viral, tais como 

glicosilação e processamento pós-tradução;  

 Infelizmente, não foi possível a detecção das proteínas G do aMPV e bRSV 

pela análise por Western Blot, devido ao baixo rendimento na expressão das 

proteínas. Uma análise transcricional foi realizada para avaliar a presença do 

gene no RNA mensageiro celular. E a confirmação da recombinação 

homóloga entre o genoma adenoviral e o cassete de expressão contendo o 

transgene, foi verificada através do aparecimento de fluorescência devido à 

expressão do gene repórter GFP. 
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 E finalmente, a expressão destas proteínas constituirá ferramentas 

importantes, podendo auxiliar nos experimentos futuros visando a  

conformação destas proteínas, a identificação de sítios antigênicos, 

imunização e estudos funcionais tanto como vacinas, quanto na produção de 

insumos para o imunodiagnóstico de  aMPV e bRSV. 
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