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Resumo 

O vírus da hepatite A (HAV) possui genoma RNA de fita simples de 7,5 Kb e 

polaridade positiva. Este vírus pertence à família Picornaviridae, gênero Hepatovirus, 

com propriedades biológicas únicas, em particular, o crescimento lento em cultura 

celular com ausência de efeito citopático. O HAV causa uma infecção autolimitada 

normalmente com pouco ou nenhum sintoma em pacientes jovens (abaixo de 5 

anos). Já em pacientes adultos, sintomas graves podem aparecer com 1% dos 

casos podendo evoluir para uma hepatite fulminante. A inibição da replicação viral 

pode retardar a infecção pelo vírus prevenindo uma hepatite fulminante. Pequenos 

RNAs de interferência (siRNAs) que agem com base na degradação seqüência-

específica do genoma, pode constituir uma nova estratégia para a inibição específica 

de vários tipos de vírus. A interferência por siRNA é um processo onde fitas duplas 

de RNA (dsRNA) são capazes de silenciar as funções específicas de um gene alvo. 

A via de siRNA pode ser induzida em células por transfecção de oligômeros 

sintéticos de 21-23 nucleotídeos. O objetivo deste estudo foi avaliar o silenciamento 

produzido por três seqüências específicas de siRNAs, uma para região 2C 

(helicase), e duas para 3D (protease) do genoma do HAV. Vinte e quatro horas 

antes da transfecção, células FRHK-4 foram cultivadas em placas de 24 poços, com 

meio 199 e densidade de 105 células por poço. Em seguida, as células foram 

transfectadas por 4 horas com cada siRNA e suas combinações. Após isto, as 

células foram infectadas com o HAV (105cópias/ml) e cultivadas por cinco dias 

consecutivos à 37°C. Seqüências não-específicas foram utilizadas como controle 

negativo. O RNA total foi extraído e a análise foi realizada por RT-PCR, sendo o 

silenciamento confirmado por imunofluorescência. Todas as seqüências mostraram-

se com capacidade inibitória. A melhor taxa de silenciamento ocorreu no segundo 

dia com as três sequências em conjunto, atingindo 85% de inibição da replicação 

viral. Tal resultado foi confirmado pela diminuição da intensidade da fluorescência 

para o HAV. As combinações foram mais eficazes do que cada sequência utilizada 

isoladamente. Os siRNAs foram eficazes na diminuição da expressão da helicase e 

protease do HAV. 

 

 

Palavras Chave: Hepatite A, Silenciamento Gênico e RNA de interferência. 
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Abstract 

Hepatitis A virus (HAV) has a single-stranded RNA genome of 7.5 kb with positive 

polarity.This virus belongs the Picornaviridae family, genus Hepatovirus with unique 

biological properties, in particular, slow growth in cell culture without cytopathic 

effect. HAV causes a self-limiting liver infection with usually mild or no symptoms in 

young patients. Whereas adult patients might suffer from severe symptoms and 1% 

of cases can evolue to fulminant hepatitis. Inhibition of viral replication can improve 

viral infection and thus prevent fulminant failure. Small interference RNA (siRNA) 

based on specific sequence may present a novel and specific approach strategy for 

inhibit of various types of virus. RNA interference is a process by double-stranded 

(dsRNA) is able to silence specific gene functions. The siRNA pathway can be 

induced in mammalian cells by transfection of short synthetic sequence-specific 

oligomers with 21-23 nucleotides. The aim of this study was to evaluate the silencing 

produced by three specific sequences of siRNAs, one for region 2C (helicase), and 

two for 3D (protease) of the HAV. Twenty-four hours before transfection, FRHK-4 

cells were cultivated in 24-well plate in 199 medium with density of 105 cells per well. 

After that, cells were transfected for 4 hours with each siRNA and its combinations 

following by infection with HAV (105cópies/ml) and grown for five consecutive days. 

Non-specific sequences were used as negative control. The total RNA was extracted 

(with commercial kit) and  analysis was performed by RT-PCR and  silencing was 

confirmed by immunofluorescence. All sequences showed  inhibitory capacity. The 

best silencing occurred in the second day using the three sequences together 

reaching 85% of inhibition viral replication. This result was confirmed with the 

decrease in fluorescence intensity for HAV. The combination of the sequences was 

more effective than the sequences used alone. The siRNAs could knockdown the 

expression of helicase and protease of HAV. 

 

 

 

Key Words: Hepatitis A, Gene silencing and Interference RNA. 
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1. Introdução 

1.1.  RNAs de Interferência 

1.1.1.   Estado da Arte 

As primeiras evidências registradas da ação de interferência por RNA (RNAi), 

datam de 1983 com a observação de eventuais fenômenos de silenciamento gênico 

em Aspergillus flavus a partir da ação de RNAs de dupla fita (dsRNA) (Schmidt et. 

al.,1983; Schmidt, 2004). Entretanto, o trabalho reconhecido atualmente como a 

primeira observação da ação de RNAi, foi o liderado por Napoli em 1990, apesar de 

Van der Krol e colaboradores terem publicado resultados semelhantes na mesma 

época (Van der Krol et al., 1990). No primeiro, o objetivo era aumentar a expressão 

do gene responsável pela produção de antocianinas (proteínas relacionadas com a 

pigmentação púrpura em petúnias), a partir da inserção de cópias adicionais de 

homólogos deste gene. Inesperadamente, a expressão do gene endógeno foi 

parcialmente ou totalmente bloqueada com esta ação, dando origem a petúnias 

variegadas ou totalmente brancas. Tal fenômeno foi denominado na época de ―co-

supressão” (Figura 1.1). 

 

A                       B  

Figura 1.1: Em A, fenótipo de Petúnias parentais e em B, fenótipos encontrados por 

Napoli e colaboradores como resultado o fenômeno de co-supressão (Napoli et al., 

1990). 

                       
Posteriormente, o mesmo fenômeno foi evidenciado na espécie de fungo 

Neurospora crassa, no qual a inserção de cópias ao gene al-1, relacionado a 

produção de carotenóides, diminuiu a expressão do seu correspondente endógeno. 

Assim, colônias brancas foram geradas, enquanto o esperado seriam colônias 

laranjas. Por ausência de hipóteses que explicassem, até aquele momento, ambos 

os fenômenos observados, no fungo, deu-se o nome de  ―quelling‖ (Romano et al., 

1992; Cogoni et al., 1996). 



2 
 

 

Em 1995, Sue Guo e colaboradores, buscando analisar o gene par-1 em 

Caenorhabditis elegans através de RNA antisenso, relataram que tanto o RNA 

antisenso como o senso (controle) levaram ao silenciamento do gene em estudo 

(Guo et al., 1995). Este trabalho provavelmente inspirou a descoberta do processo 

de RNAi, publicado três anos depois.   

Finalmente, o termo ―Interferência por RNA” foi primeiramente utilizado no 

trabalho de Andrew Z. Fire, Craig C. Mello e colaboradores, publicado na revista 

científica Nature em 1998. Buscando silenciar diversos genes no nematóide C. 

elegans, este grupo utilizou RNAs senso e antisenso separadamente e duplas fita de 

RNA (dsRNA), demonstrando que dsRNA tinha uma ação supressora mais potente e 

específica em detrimento da administração das fitas isoladas. Assim ficou claro a 

existência de um processo de regulação gênica mediado por RNA, até então não 

caracterizado. O estudo rendeu a Andrew Z. Fire e Craig C. Mello o prêmio Nobel de 

Medicina e Fisiologia em 2006.     

O RNAi então foi reconhecido como um mecanismo conservado de 

silenciamento gênico pós-transcricional (PTGS), envolvido no sistema de defesa de 

certos organismos. Desta maneira, RNAs estranhos ao transcriptoma da célula 

seriam reconhecidos como sinais de perigo ou alerta, sendo identificados e 

inabilitados (Agrawal et al.,2003). 

A partir de então, iniciaram-se os estudos para a elucidação dos aspectos 

referentes a interferência mediada por RNA, principalmente com relação a biologia 

celular, molecular e evolutiva envolvida no processo de silenciamento gênico. 

 

1.1.2.  Conceito e Classificação 

Atualmente, existem diversos trabalhos buscando a caracterização dos 

aspectos moleculares envolvidos no mecanismo de ação dos siRNAs. 

Conceitualmente, RNAi pode ser referido como um mecanismo (Li J et al., 2010; 

Bhuyan et al., 2004; Haasnoot et al., 2007) um processo (Stram et al., 2006; Zhe et 

al., 2008) ou até mesmo como uma técnica (Aigner, 2006; Lee Y et al., 2004; 

Randall et al., 2004; Rothe et al., 2009).   

Existem diversas classes de pequenos RNAs que não codificam proteínas. Os 

principais são; siRNAs (small interfering RNAs), miRNAs (microRNAs) e piRNAs 

(piwi-interection RNAs) (Carthew et al., 2009). Todas as classes podem influenciar 
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diferentes aspectos do funcionamento genômico em eucariotos, incluindo, formação 

de heterocromatina (Lippman et al., 2004), repressão e degradação do RNA 

mensageiro (RNAm) (Tomari et al., 2005), tradução (Pillai et al., 2005), transcrição 

(Taft et al., 2009), proliferação celular e apoptose (Brennecke et al., 2003; Xu et al., 

2003) e desenvolvimento e manutenção de células germinativas (Forstemann et al., 

2005; Lucchetta et al., 2009; Klattenhoff et al., 2008) (Tabela 1.1). 

As moléculas de pequenos RNAs com ação de interferência (siRNAs) são 

caracterizadas por terem aproximadamente 21 a 23 nucleotídeos (nt) que agem 

regulando a expressão gênica ao nível pós-transcricional de forma sequência-

específica (Elbashir et al., 2001a). 

Os miRNAs, foram descritos inicialmente atuando na regulação de genes 

endógenos envolvidos no controle do desenvolvimento temporal em C. elegans (Lee 

et al., 1993). Estruturalmente, são caracterizados por serem RNAs de dupla fita 

(dsRNAs) de aproximadamente 19 a 25 nt, originados a partir de longas fitas de 

dsRNAs (acima de 100 pares de bases - pb) (Tomari et al., 2005). Sua função está 

relacionada a repressão traducional e degradação do RNAm alvo (Tomari et al., 

2005).  

Os piRNAs ainda não possuem sua biogênese e mecanismos bem elucidados 

até o momento (Carthew et al., 2009), contudo, sabe-se que representam uma 

classe com aspectos distintos dos miRNAs e siRNAs. Se comparado com estes, a 

estrutura dos piRNAs é relativamente maior, possuindo de 20 a 30 nt de tamanho, 

com precursores de RNAs de fita simples (ssRNAs) (Klattenhoff et al., 2008). Sua 

função está associada principalmente com a regulação gênica responsável pelo 

desenvolvimento de células germinativas (Carmell et al., 2007). Além disso, estudos 

já sugerem uma possível participação de piRNAs na regulação da expressão gênica 

em células somáticas (Grimaud et al., 2006; Pal-Bhadra et al., 2002; Pal-Bhadra et 

al., 2004) e em mecanismos relacionados a aprendizagem e memória em Drosophila 

melanogaster (Ashraf et al., 2006). 
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Tabela 1.1: Principais classes de pequenos RNAs não codificadores com ação 

regulatória (Chu et al., 2007 modificado). 

 
Tamanho em 
nucleotídeos 

Origem 
Função 

primordialmente 
associada 

Micro RNAs 
(miRNAs) 

19-25 
Endógena a partir 

de dsRNAs 

Repressão da 

Tradução 

RNAs de 
interferência 

(siRNAs) 
21-23 

Endógena e 
Exógena a partir 

de dsRNAs 

Clivagem do RNA 
mensageiro 

Interação-piwi 
RNAs (piRNAs) 

26-31 
Endógena a partir 

de ssRNAs 

Controle no 
desenvolvimento 

germinativo 

 

A medida que novos estudos são feitos, as fronteiras que diferenciam as 

diversas classes de pequenos RNAs se tornam cada vez mais teóricas, 

principalmente entre miRNAs e siRNAs. Tais classes possuem alguns aspectos de 

biogênese semelhantes, e em muitas vezes, as formas de ações e funções se 

sobrepõem, todavia, algumas diferenças persistem (Carthew et al., 2009). 

Inicialmente, miRNAs e siRNAs pareciam distinguir em dois aspectos 

principais. Primeiro, miRNAs tem primordialmente sua origem de forma endógena, 

sendo sintetizados a partir do genoma do próprio organismo como uma estratégia de 

regulação de genes endógenos (Tomari et al., 2005), enquanto que siRNAs seriam 

formas exógenas, derivados de genomas virais, transposons e elementos genéticos 

móveis, servindo como uma estratégia de proteção do organismo a invasores (Mello 

et al., 2004). Porém, estudos já revelaram uma série de siRNAs de origem endógena 

(endo-siRNAs) com funções de regulação gênica características de miRNAs (Chung 

et al., 2008; Czech et al., 2008; Ghildiyal et al., 2008; Kawamura et al., 2008; 

Okamura et al., 2008a; Okamura et al., 2008b; Tam et al., 2008; Watanabe et al., 

2006).  

 O segundo aspecto é que miRNAs parecem ser processados a partir de 

dsRNAs com caráter de complementaridade incompleto para com o RNAm alvo, 

enquanto que siRNAs teriam complementaridade completa, dando a estes mais 

especificidade com relação aos miRNAs (Tomari et al., 2005).  
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1.1.3. Mecanismo de Ação 

Diversas categorias de transcritos podem servir de fonte de dsRNAs para a 

geração de siRNAs (Carthew et al., 2009) (Figura 1.2). Inicialmente, dsRNAs 

presentes no citoplasma, são clivados por uma ribonuclease (RNAse) de classe III 

denominada DICER (DCR) (Bernstein et al., 2001) que é capaz de reconhecer 

duplas fitas de RNA através de uma proteína ligadora de RNA, TRBP (trans-activator 

RNA (tar)-binding protein) (Chendrimada et al., 2005). Tal clivagem gera RNAs de 

interferência de aproximadamente 21 a 23 nt, caracterizados por um grupo fosfato 

na extremidade 5’ e dois nucleotídeos não pareados na extremidade 3’ hidroxi 

terminal (Elbashir et al., 2001a). 

Alguns organismos, incluindo mamíferos e nematóides, possuem apenas uma 

única DICER, que parece atuar tanto na biogênese de siRNAs quanto de miRNAs. 

(Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001; Knight et al.,  2001; 

Provost et al., 2002; Zhang et al., 2002; Myers et al., 2003). Entretanto, múltiplas 

proteínas DICER são encontradas em outros organismos, tais como D. 

melanogaster que possuem duas (DCR1 e DCR2) (Lee YS et al., 2004) e 

Arabidopsis thaliana que possuem quatro DICERs (DCR1 a DCR4)  (Park et al. 

2002; Reinhart et al. 2002; Schauer et al. 2002). De forma geral, organismos com 

múltiplas DICERs têm funções diferentes para cada uma delas, por exemplo, em D. 

melanogaster, a DCR-1 está relacionada com a geração de miRNAs, enquanto que 

a DRC-2 com a geração de siRNAs (Lee YS et al., 2004). 

Após a clivagem, a proteína DICER/TRBP irá se associar com outra classe de 

proteínas denominada Argonautas (Ago) ou slicer, sendo esta a principal proteína 

com atividade catalítica envolvida no processo de silenciamento mediado por RNA 

(Liu et al., 2004). 

As argonautas são consideradas uma super-família de proteínas, altamente 

conservadas, presentes em todos os organismos com ações regulatórias mediadas 

por pequenos RNAs (Carmell et al., 2002). Estas são divididas em três subgrupos, o 

subgrupo Piwi, relacionado a ação dos piRNAs, o subgrupo Ago, relacionado a ação 

de miRNAs e siRNAs (Peters et al., 2007) e um terceiro subgrupo descrito somente 

para nematóides (Yigit et al., 2006). Em humanos, foram identificadas quatro 
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proteínas argonautas do subgrupo Ago (Ago1-Ago4) (Sasaki et al., 2003), entretanto 

somente a Ago2 apresenta uma atividade catalítica (Liu et al., 2004; Meister et al., 

2004). 

 O trímero, DICER/TRBP/Ago2 pode então reconhecer estruturas de siRNAs, 

formando o complexo de silenciamento mediado por RNA (RNA-induced silencing 

complex-RISC) (Hammond et al., 2000). A proteína TRBP parece ser responsável 

pelo reconhecimento das fitas. Em D. melanogaster, a proteína correspondente a 

TRBP, denominada R2D2 (Liu et al., 2003), reconhece através da diferença de 

estabilidade termodinâmica das extremidades do siRNA, ligando-se a extremidade 5’ 

mais estável (Tomari et al., 2004). Após a etapa de reconhecimento, a fita antisense 

(ou fita guia) do siRNA é acoplada ao complexo, sendo a fita sense (fita passageira) 

descartada pela ação da proteína Ago 2 e posteriormente degradada. Assim, o 

complexo RISC se torna ativo para a ação catalítica (MacRae et al., 2008). 

A fita guia então, direciona o RISC para o RNAm alvo a ser degradado 

(Leuschner et al., 2006). Esta degradação é dirigida pela proteína Ago2 (Matranga et 

al., 2005; Rand et al., 2005), que realiza clivagem entre os nucleotídeos alvo e as 

bases 10 e 11 da fita guia (contados a partir da extremidade 5’) (Elbashir et al, 

2001a) que em seguida cliva o RNAm alvo, gerando grupos 3’-hidroxila e 5’-fosfato 

(Martinez et al., 2004). A fita guia permanece intacta e permite que RISC silencie 

pelo menos nove RNAs antes de deixar o complexo (Hutvagner et al., 2002). Após 

todo o processo de clivagem, a fita guia se dissocia do complexo RISC, liberando-o 

para a degradação de novos alvos (Rana et al., 2007) (Figura 1.2). 
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Figura 1.2: Diversas fontes de geração de siRNAs e o mecanismo de ação mediado 

por RISC (Carthew et al., 2009 modificado). 

 
 Os fragmentos 5’ (contendo CAP – sete-metil-guanosina trifosfato) e o 

fragmento 3’ (contendo cauda poli-A), são então atacados por exonucleases 

celulares, o primeiro é degradado pelo exossomo (Orban et al., 2005) e/ou uma 

exoribonuclease com atividade 3’-5’ (Glazov et al., 2003) ao passo que o segundo é 

processado por uma exoribonuclease com atividade 5’-3’ (Souret et al., 2004).  Esse 

processo garante que os dois fragmentos não sejam traduzidos, o que poderia gerar 

proteínas truncadas e possivelmente citotóxicas. 

A ação de siRNAs/RISC, eventualmente, podem não ter uma atividade 

catalítica efetiva, mesmo com o perfeito pareamento das bases. Isto leva a um 

silenciamento pós-transcricional de forma parcialmente específica, semelhante ao 

silenciamento realizado pelos miRNAs. Neste caso, a ação de ambos parece ser 

virtualmente indistinguível (Tomari et al., 2005).  

Uma das principais características da ação de siRNAs é a potência, ou seja, 

apenas poucas moléculas de dsRNAs por célula podem induzir uma reposta efetiva. 
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Em alguns organismos, tais como C.elegans, esta ação pode ser ainda mais potente 

(Mello et al., 2004). Nestes, o RNAm alvo a ser degradado é amplificado pela ação 

de uma RNA polimerase RNA dependente (RdRP- RNA dependent RNA 

polymerase) (Cogoni et al., 1999) (Figura 1.2), produzindo um grande número de 

cópias deste RNAm, aumentando a ação dos siRNAs (Sijen et al., 2001). Esta 

amplificação pode levar a um silenciamento sistêmico e/ou ser transmitido à 

gerações seguintes (Sijen et al., 2001). Este processo pode ser observado, além dos 

nematóides, em plantas e fungos (Sijen et al., 2007) todavia, a ausência de RdRP 

em insetos e espécies de vertebrados, não permite a evidência deste processo 

(Roignant et al., 2003). A princípio, a vantagem deste processo seria o surgimento 

de siRNAs correspondentes a regiões do RNAm alvo que não foram degradados 

anteriormente, levando ao silenciamento de múltiplos transcritos (Carthew et al., 

2009). 

Com relação à miRNAs, como são de origem endógena, a biogênese se inicia 

com a ação de uma RNA polimerase de classe I ou III que gera transcritos primários 

de miRNAs (pri-RNAs), podendo ter de centenas a milhares de nucleotídeos 

caracterizados por uma ou mais estruturas hairpin. (Cai et al., 2004; Lee Y et al., 

2004; Parizotto et al., 2004).  Em seguida, a forma estrutural dos pri-RNAs é 

reconhecida por uma RNAse nuclear de classe II, denominada DROSHA (Lee Y et 

al., 2002), acoplada a uma proteína ligadora de RNA (DGCR8 em humanos) (Denli 

et al., 2004), que cliva o pri-RNA dando origem aos pre-miRNAs (precursores diretos 

dos miRNAs) de cerca de 60 a 70 nt (Lee Y et al., 2002). Estes já possuem um 

emparelhamento imperfeito de bases que caracteriza uma ação relativamente 

inespecífica dos miRNAs gerados mais adiante. Tais precursores são identificados 

por um grupo fosfato na extremidade 5’ e dois ou três nucleotídeos na extremidade 

3’OH, e exportados do núcleo via poro nuclear formado pela proteína exportina 5 

(EXP5) (Yi et al., 2003; Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004; Zeng et al., 2004). A 

partir de então, já no citoplasma, os pre-miRNAs vão seguir o mesmo 

processamento realizado pela enzima DICER descrito para os siRNAs (Figura 1.3). 

Os siRNAs de origem endógena possuem precursores de dsRNA endógenos, 

mas que agem de forma alvo-específica. Sua função está sendo investigada em D. 

melanogaster, onde esses endo-siRNAs se relacionam principalmente com o 

silenciamento de elementos transponíveis (Fagegaltier et al., 2009) e em 
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Schizosaccharomyces pombe onde atuam diretamente na formação de 

heterocromatina (Kloc et al., 2008). O nematóide C. elegans também tem 

apresentado endo-siRNAs, contudo ainda não foram identificados em células 

humanas (Ruby et al., 2006). 

 

 

Figura 1.3: Biogênese de miRNAs (Li Y et al., 2010 modificado). 

  

1.1.4.  Princípios da utilização de siRNAs 

  Desde a elucidação da estrutura do DNA por Watson e Crick em 1953, a 

sociedade científica se deparou com o desafio da caracterização dos genes e 

principalmente de suas funções. Diversas técnicas foram e tem sido desenvolvidas 

para análise e compreensão destas funções (Aigner, 2006). 

Com relação às técnicas que utilizam ácidos nucléicos como ferramenta para 

o estudo da expressão gênica, voltados principalmente para genes de interesse 

clínico/terapêutico, encontramos três estratégias principais de ações que foram 

desenvolvidas nas últimas duas décadas, estes são: oligonucleotídeos antisense 
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(ODNs), riboenzimas de ação catalítica e mais recentemente a utilização de RNA de 

interferência (Aigner, 2006; Toklatian et al., 2010).  

O primeiro uso de ODNs para inibição da expressão gênica foi realizado em 

1978 (Stephenson et al., 1978; Zamecnik et al., 1978), que resultaram na diminuição 

da replicação do vírus de sarcoma de Rous. Os ODNs são caracterizados 

estruturalmente por serem de fita simples, com cerca de 18 a 25 nucleotídeos. Sua 

ação baseia-se resumidamente no bloqueio da tradução por hibridização ao RNA 

mensageiro correspondente (Baker et al., 1999; Cook et al., 1993; Walder et al., 

1988). Em meados da década de 80, modificações estruturais deram aos ODNs uma 

maior atividade e estabilidade, crescendo a expectativa de uma possível utilização 

terapêutica. Além disso, foi nesta época que ocorreram grandes avanços nas 

técnicas de empacotamento e transfecção em culturas celulares (Aigner, 2006). 

Contudo, o pouco sucesso com relação a ensaios clínicos randomizados, 

principalmente na fase de avaliação da eficácia (fase II), utilizando ODNs limitaram 

sua utilização terapêutica efetiva (Haasnoot et al., 2007). 

Com relação às riboenzimas, sua descoberta foi registrada no início dos anos 

80 (Cech et al., 1981; Kruger et al., 1982; Guerrier-Takada et al., 1983). Sua 

estrutura baseia-se em RNAs de ação catalítica compostos por três hélices que 

agem clivando regiões de fita simples em RNAs alvo através de reações de hidrólise 

ou trans-esterificação independente da presença de outras proteínas (Guerrier-

Takada et al., 1983). Entretanto, devido à acentuada instabilidade no soro e 

dificuldades em estabelecer estratégias de ―entrega‖ em tecidos alvos (Jarvis et al., 

1996), tais não obtiveram sucesso nos estudos relacionados a aplicações 

terapêuticas (Toklatian et al., 2010). 

O RNAi então surgiu como uma poderosa ferramenta para análise de 

identificação e função gênica, assim como uma nova alternativa para o 

desenvolvimento de terapias contra diversas doenças (Shrey et al., 2009). A ação 

alvo específica elevada e a necessidade de poucas quantidades de siRNA para se 

garantir uma resposta efetiva são algumas das principais vantagens da sua 

utilização com relação às técnicas descritas acima (Vaishnaw et al., 2010). Estudos 

revelaram que RNAi pode ser até mil vezes mais eficientes no silenciamento gênico 

que os ODNs (Bertrand et al., 2002).  
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Além disso, os RNAs com ação interferente agem apenas diminuindo a 

expressão de determinado gene (Knockdown), não eliminando-o (knockout). No 

estudo da função gênica é comum o uso de técnicas que eliminam a expressão de 

genes específicos. Em mamíferos, o knockout é estabelecido pelo desenvolvimento 

de modelos experimentais em camundongos que, embora seja efetivo, possui 

desvantagens. A eliminação total de um gene dificulta a observação de efeitos 

tecido/células específicos, da interação genômica, além de ser custosa e trabalhosa. 

Neste contexto, a técnica de siRNA surgiu como uma alternativa relativamente 

pouco trabalhosa e eficiente para analisar tais funções (Sledz et al.,2005).  

Todavia, em células de mamíferos foi observado que a introdução de dsRNAs 

maiores que trinta pares de base (pb) ativa a via da proteína kinase R (PKR), 

levando a uma resposta de interferon e morte celular, sem ativar o mecanismo de 

RNA de interferência. Em 2001, Elbashir e colaboradores demonstraram que o 

mecanismo de RNAi poderia ser ativado através da utilização de siRNAs de 21-23nt, 

como subprodutos da ação de endonucleases. Este trabalho permitiu um grande 

avanço dos estudos em células de mamíferos (Elbashir et al., 2001a).  

Um outro aspecto inerente a utilização de siRNAs como ferramenta de 

manipulação gênica, é a entrega (delivery) dos oligonucleotídeos de forma alvo-

específica, ou seja, a internalização das sequências em células e/ou tecidos, que 

devem ser de forma rápida, eficiente e em concentrações ideais (Tokatlian et al., 

2010) e que muitas vezes representam um fator limitante a utilização de siRNAs (ver 

item 1.1.5 mais adiante). 

Atualmente existem duas estratégias principais de delivery envolvendo o uso 

de siRNAs quimicamente sintetizados, as baseadas em vetores virais e as que 

utilizam vetores não virais (Hajeri et al., 2009).  

Os métodos não virais utilizam nanopartículas de carga positiva que 

neutralizam a carga negativa característica dos ácidos nucléicos em geral, incluindo 

siRNAs, facilitando a penetração em membranas celulares de carga tipicamente 

negativa. (Toklatian et al., 2010). Existe uma enorme gama de nanopartículas que 

podem ser acopladas aos siRNAs, sendo a escolha dependente de vários fatores 

como o tamanho das partículas e principalmente do modelo experimental escolhido 

(in vitro ou in vivo). Podem ser utilizados, polímeros catiônicos, tais como PEG 



12 
 

 

(polietilenoglicol) (Merkel et al., 2009), lipídios catiônicos, que incluem a maioria dos 

kits de transfecção comercial (Kim et al., 2009), lipossomas neutros (Yagi et al., 

2009), peptídeos (Moschos et al., 2007), dentre outros. A internalização pode ser 

feita ainda através de processos físicos como a eletroporação (Moore et al., 2010) e 

injeção hidrodinâmica (Bradley et al., 2005). 

Os vetores plasmidiais constituem também uma opção de delivery, apesar de 

trabalhoso, permitem um efeito não transiente dos siRNAs que serão expressos 

continuamente (Peng et al., 2007; Hajeri et al., 2009). Os vetores virais podem incluir 

o uso de Adenovírus (Hosono et al., 2004), vírus associados à adenovírus (AAV), 

(Heister et al., 2002), lentivírus (Rubinson et al., 2003) Retrovírus (Barquinero et al., 

2004), Herpes (Sabbioni et al., 2007) e Baculovírus (Lu et al., 2006).  

Geralmente, os métodos não virais são preconizados em relação aos virais, 

principalmente no desenvolvimento de terapias, devido a maior acessibilidade e 

metodologia simplificada. Além disso, evita-se uma infecção secundária pelo vírus 

vetor (Hajeri et al., 2009).  

 

1.1.5. Aplicações de siRNAs 

As possíveis aplicações dos siRNAs são de uma enorme variedade, indo da 

utilização em plantas até o desenvolvimento de terapias contra diversas doenças em 

seres humanos.  

Em plantas, onde o mecanismo foi descrito inicialmente, o processo mais 

utilizado para silenciar genes através de siRNAs, tem sido a partir de construções de 

dsRNA que são facilmente expressos em plantas transformadas. Estes são 

utilizados tanto para o silenciamento de genes endógenos específicos quanto de 

genes exógenos provenientes de patógenos invasores (Mansoor et al., 2006). 

Com relação ao primeiro aspecto, em plantas de café (Coffea spp.), por 

exemplo, o silenciamento do gene CaMXMT1, envolvido na via biosintética da 

cafeína, pode ocasionar a redução de sua síntese levando ao desenvolvimento de 

plantas de café descafeinado (Ogita et al., 2004). Ainda assim, o aumento da síntese 

de ácidos graxos em sementes de algodão, resultante do silenciamento dos genes 

envolvidos na sua biossíntese (ghSAD-1 e ghFAD2-1) levam a produção de 

sementes mais oleaginosas de interesse comercial (Liu et al., 2002). Estudos ainda 
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revelam, o desenvolvimento de plantas alergênicas (Petrovska et al., 2005), batatas 

mais resistentes a estocagem, resultante da inibição do gene polifenil oxidase 

responsável pelo escurecimento enzimático (Wesley et al., 2001) e o aumento de 

carotenóides em tomate com o silenciamento do gene Det 1 (Davuluri et al., 2005). 

Para o desenvolvimento de plantas resistentes a infecções virais, foi 

observado a redução da acumulação de partículas virais de ACMV (African cassava 

mosaic vírus) no protoplasto de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), a partir do 

silenciamento do gene associado à replicação viral (Replication-associated protein 

gene) (Vanitharani et al., 2003). Foi visto ainda um bloqueio na infecção viral por 

PMMoV (Pepper mild mottle vírus) e TEV (Tobacco etch vírus), também em plantas 

de tabaco (Tenllado et al., 2003).  

Vetores virais fitopatogênicos são também utilizados para silenciar genes do 

hospedeiro. Este processo é conhecido como virus-induced gene silencing (VIGS) e 

permite uma maior ação do silenciamento, contudo, o método abrange somente 

plantas que são susceptíveis aos vírus no qual o vetor VIGS é baseado (Jones et al., 

2001). 

Outra estratégia já evidenciada é a utilização de bactérias que expressam 

siRNAs, aplicadas topicamente como um pulverizador de extratos bacterianos. A 

resistência a vírus como PMMoV (Pepper mild mottle vírus) e PPV (Plum pox virus) 

tem sido alcançado através do pulverizador bacteriano contendo dsRNAs 

específicos que são aplicados às plantas 5 dias antes do desafio viral. Este poderia 

ser considerado um método alternativo de indução do silenciamento sem a 

necessidade de produção de plantas transgênicas (Tenllado et al., 2003). 

Em nematóides, tais como C.elegans, e em insetos, principalmente D. 

melanogaster, siRNAs e miRNAs tem sido investigado principalmente para a 

elucidação de aspectos moleculares envolvidos em ambos os processos. A isto se 

deve principalmente ao fato de que foram nesses organismos que o mecanismo foi 

descrito primeiro, tornando-se importantes modelos experimentais, além da relativa 

praticidade em trabalhar com tais modelos. Entretanto, podemos encontrar trabalhos 

onde siRNAs são utilizados para silenciar genes de interesses em tais espécies, 

como o estudo relacionado ao silenciamento de uma variante PK-A que gera 

paralisia no início da vida adulta em C. elegans (Murray et al., 2008) como também 
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de genes envolvidos no mecanismo de retroposição em D. melanogaster (Tchurikov 

et al., 2007). 

No contexto de utilização de siRNAs como ferramenta no desenvolvimento de 

terapias contra doenças, o uso de siRNAs pode seguir duas vertentes: servindo para 

identificação direta de genes responsáveis por doenças, tornando-os importantes 

alvos para o desenvolvimento de drogas terapêuticas. Por exemplo, o silenciamento 

da expressão de um produto do gene AML1/MTG8 envolvido na Leucemia Mieloide 

Aguda pode levar a um aumento da susceptibilidade celular a fatores de 

crescimento, mostrando que o produto deste gene é responsável por favorecer o 

desenvolvimento da leucemia (Heidenreich et al., 2003), ou serem desenvolvidos 

como a própria terapia, como para o tratamento da degeneração neovascular 

relacionada a idade, onde siRNA foi desenvolvido como um produto (Sirna-027) para 

combater a doença através do silenciamento de um receptor de fator de 

crescimento-1 associado a doença (Kaiser et al., 2010). 

A tecnologia do siRNA pode ser também aplicada no campo da imunologia, 

buscando a elucidação de mecanismos envolvidos tanto no sistema imune inato 

quanto o adaptativo (Shrey et al., 2009). 

No sistema imune inato, o silenciamento baseado em siRNA do fator α de 

necrose tumoral (TNFα), associado ao evento de apoptose de células neuronais, 

tem ajudado a elucidar aspectos relacionado a desordens no sistema nervoso 

(Moschos et al., 2007; Kim et al., 2010).   

No sistema imune adaptativo, a diminuição da expressão dos genes 

PI8INK4C e P27KIPI (inibidores de cinase dependentes de ciclina) demonstraram a 

importância da ação destas ciclinas na linfopoiese de linfócitos B (Wang et al., 

2010). Em linfócitos T CD4+, também foi observado que a repressão do gene 

GATA3 influencia na diferenciação destes linfócitos (Skapenko et al., 2004). Além 

disso, estudos de silenciamento com siRNAs tem ajudado na elucidação de 

aspectos genéticos voltados a doenças auto imunes (Pruijn et al., 2006).  

Muitos estudos também são realizados para alvos oncogênicos, com o intuito 

do desenvolvimento de terapias contra o câncer (He et al., 2009). Os possíveis 

candidatos a alvos incluem genes associados à proliferação celular, metástase, 
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angiogênese e resistência a drogas (Ashihara et al., 2010). Neste contexto, os 

miRNAs também desempenham um importante papel (Duchaine et al., 2009). 

Um dos estudos mais recentes demonstraram um aumento na sensibilidade 

droga gemcitamina, em células de câncer pancreático in vitro, a partir do 

silenciamento com siRNA de genes envolvidos na resistência a esta droga (Xiong et 

al., 2010). 

A aplicação de siRNAs para inibir a replicação viral, talvez seja um dos 

maiores campos de ação desta tecnologia (Haasnoot et al., 2007). Tais siRNAs 

podem ser utilizados para inibir vários estágios do ciclo replicativo viral (Figura 1.4). 

Os alvos podem ser tanto RNAs virais quanto celulares envolvidos no processo de 

replicação (Colbère-Garapin et al., 2005). 

 

 

Figura 1.4: Múltiplos possíveis alvos envolvidos no silenciamento por siRNAs durante 

o ciclo replicativo viral (Colbère-Garapin et al., 2005 modificado). 
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O primeiro trabalho de inibição de um vírus humano por siRNAs foi realizado 

com o vírus sincicial respiratório (RSV) em 2001 (Bitko et al., 2001). A partir de então 

vários outros vírus foram inibidos com sucesso com a ação de siRNAs, tais como, 

vírus da hepatite C (HCV) (Kronke et al., 2004; Yokota et al., 2003; Randall et al., 

2003; Takigawa et al., 2004; Khaliq et al., 2010), Hepatite B (HBV) (McCaffrey et al., 

2003; Shlomai et al., 2003; Weinberg et al., 2010), Síndrome respiratória aguda 

severa por coronavírus (SARS/CoV) (He et al., 2003; Li et al., 2005; Wu et al., 2005), 

Influenza (Ge et al., 2003; Seth et al., 2010), incluindo o vírus causador da gripe A 

(Nova gripe-H1N1), responsável pela recente pandemia (Zhiqiang et al., 2010) e 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Coburn et al., 2002; Jacque et al., 2002; 

Lee NS et al., 2002; Novina et al., 2002; Qin et al., 2003; Pache et al., 2010). Com 

relação à família dos Picornaviridae, onde se encontra classificado o vírus da 

Hepatite A, foi demonstrado o silenciamento para coxsackievirus B3 (CBV-3) 

(Schubert et al.,2007), Coxsackievirus B4 (CVB4) (Tan et al., 2010), Enterovírus 71 

(Wu et al., 2009) e do vírus da hepatite A (Kusov et al., 2006). 

Com relação ao silenciamento do vírus da hepatite A, realizado pelo estudo 

de Kusov e colaboradores em 2006 citado acima, foram avaliados o silenciamento 

de seis sequências previamente descritas (Kanda et al., 2004), das quais três foram 

utilizadas neste estudo. Foram observados ainda a temporalidade da ação das 

sequências in vitro em células de hepatoma humano (Huh-7). 

 

1.1.6.  Limitações na utilização de siRNAs  

  Especificidade das sequências 

Uma das limitações da tecnologia de RNAi é a especificidade das sequências 

de siRNA a serem utilizadas. Mesmo seguindo as regras recomendadas para o 

desenho das sequências, o silenciamento efetivo do gene alvo não é assegurado. A 

eficácia da supressão da expressão gênica depende de inúmeros fatores, incluindo 

não somente a escolha da sequência, mas também da estrutura e meia vida do 

RNAm alvo e do tipo de célula em que será inserido o siRNA (Kim et al., 2005; 

Siolas et al., 2005). Além disso, restrições ao tipo de polimerase utilizada para 

reconhecer e amplificar as sequências de siRNAs devem ser consideradas (Sioud et 

al., 2004). Embora siRNAs sejam relativamente estáveis em condições de culturas 
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celulares, eles requerem uma maior estabilidade  nucleásica quando na circulação 

“in vivo”, para isso modificações químicas dos siRNAs que reforçam a estabilidade 

tem sido desenvolvidas (Sledz et al., 2005; Reischl et al., 2009). 

  Entrega dos oligonucleotídeos (delivery). 

Mecanismos eficientes para o delivery das sequências de siRNA às células 

alvo in vitro e in vivo constituem um dos aspectos mais relevantes. Grandes avanços 

nas tecnologias de delivery, já descritas acima, são observados, contudo, in vivo, 

aspectos como a instabilidade de siRNAs no soro, em média dez minutos (Akhtar et 

al., 2007), e a degradação endossomal após a internalização (Jere et al., 2009) 

tornaram-se necessários o desenvolvimento de técnicas mais potentes para 

minimizar tais efeitos. A modificação química dos siRNAs e a agregação com 

polímeros catiônicos tem-se mostrado como estratégias favoráveis para utilização in 

vivo (Reischl et al., 2009).  

  Efeitos de inibição inespecífica (off-target) 

  Os efeitos off-target são quando genes específicos que não são alvos no 

estudo, apresentam uma resposta alterada pela ação do siRNA. Tais efeitos, são 

inerentes limitações, tanto para a pesquisa básica, quanto para aplicações clínicas e 

devem ser considerados cuidadosamente. Inicialmente, estudos reportando o 

sucesso das aplicações de siRNAs in vitro acabaram por não levar em consideração 

os múltiplos efeitos que dsRNAs poderiam ocasionar ao metabolismo celular. Em 

vários casos, estes efeitos secundários não são aparentes, a menos que sejam 

realizados estudos globais da expressão gênica, além do esperado com o 

silenciamento do gene alvo. siRNAs podem ativar trajetórias alternativas de resposta 

a dsRNAs dentro da célula, levando a diminuição de um grande número de genes, 

que geralmente dependem da sequência utilizada (Sledz et al., 2005). 

 Finalmente, em sistemas onde siRNAs e miRNAs estão presentes 

simultaneamente, ambos poderiam intervir na via de ação do outro, devido ao 

compartilhamento da mesma maquinaria intracelular nos dois mecanismos (Sledz et 

al., 2005). 
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  Escape da ação de siRNAs 

Já foi observado que alguns vírus são capazes de produzir proteínas virais 

que exibem uma atividade supressora a ação de siRNAs, tais como a proteína NS1 

pertencente à influenza vírus tipo A, proteína E3L do vírus vaccinia (Li et al., 2004) e 

a proteína Tas em HIV-1 (Bennasser et al., 2005). Ainda não está claro como tais 

proteínas interferem da ativação dos siRNAs (Haasnoot et al., 2007). Além disso, 

alguns vírus podem escapar da ação dos siRNAs por modificações estruturais do 

RNAm alvo, que adquire estruturas que inabilitam a degradação pelos siRNAs 

(Westerhout et al., 2005; Wang et al., 2004; Itaya et al., 2007).    
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1.2. Vírus da hepatite A 

1.2.1.  Histórico 

A doença descrita como ―icterícia‖ na literatura das antigas civilizações grega, 

romana e chinesa, provavelmente era uma hepatite viral. A etiologia viral foi 

postulada como causa de certas formas de icterícia logo em 1912 e o termo 

―hepatite infecciosa‖ foi usado pois a doença muitas vezes ocorria em epidemias, 

como a ocorrida na ilha de Menorca, Espanha, durante o século XVIII (Cockayne, 

1912). 

Em 1931, Findlay e colaboradores publicaram um artigo em que se revisava a 

história das epidemias de icterícia e surtos em Surrey, Inglaterra, na época, e 

concluíram que estes eram causados provavelmente por um ―vírus ultra-microscópio 

que é patogênico somente no homem‖. A transmissão da doença de homem para 

homem foi relatada experimentalmente em voluntários na Alemanha em 1942 

(Voegt, 1942), e no Oriente Médio em 1943 (Cameron, 1943), mais de 25 anos antes 

da transmissão em um modelo animal (Holmes et al., 1969).  

A hepatite A, foi então descrita primeiramente em 1967 (Krugman et al., 

1967), tendo como agente etiológico o vírus da hepatite A (HAV). Este é conhecido 

como um dos cinco vírus causadores de hepatites virais, cujo principal local de 

replicação é o fígado. Estudos epidemiológicos e de transmissão com humanos 

demonstraram que a hepatite infecciosa, ou hepatite A, era transmitida 

principalmente pela via fecal-oral (Krugman et al., 1959, 1962, 1967). Em 1973, o 

HAV foi identificado pela primeira vez nas fezes de pessoas infectadas (Feinstone et 

al., 1973), desencadeando a partir de então o desenvolvimento de testes 

diagnósticos, propagação em cultura de células, caracterização molecular e 

desenvolvimento de uma vacina (Feinstone et al., 1983; Provost et al., 1979). 
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1.2.2.  A partícula viral 

O vírus da hepatite A (HAV) possui genoma RNA de fita simples, polaridade 

positiva, com aproximadamente 7,5 quilobases (Kb) de comprimento (Najarian et al., 

1985; Cohen et al., 1987a, 1987b; Hollinger, 1996). A partícula viral não possui 

envelope, tendo simetria icosaédrica com 27 a 32 nanômetros (nm) de diâmetro 

(Feinstone et al., 1973). Atualmente classificado no gênero Hepatovirus da família 

Picornaviridae. Ao contrário de outros membros desta família, o HAV tem replicação 

lenta em cultura celular e raramente causa efeito citopático (Lemon et al., 1992). O 

HAV pode resistir de forma estável por pelo menos um mês no ambiente 

(McCaustland et al., 1982). A inativação do HAV em alimentos requer o aquecimento 

a 85°C por um minuto e a desinfecção de superfícies é obtida com um minuto de 

contato com uma diluição de 1:100 de hipoclorito de sódio (Weber et al., 1999; 

Margolis, 2000; Strazynski et al., 2002). 

 

 

Figura 1.5 : Microscopia Eletrônica do HAV (fonte: CDC, 2009 http:www.cdc.gov). 

 

1.2.3.  Organização genômica e Proteínas do HAV 

A organização genômica do HAV segue um padrão semelhante ao 

encontrado em outros gêneros da família (Hollinger, 1996), sendo composto de três 

regiões. Uma região 5’ não-codificante (NC) de 734 a 740 nt, considerada a porção 

mais conservada do genoma. Uma região codificante, com somente uma fase aberta 

de leitura (ORF), responsável por codificar uma poliproteína de 2.225 a 2.227 
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aminoácidos (6.675 a 6.681 nucleotídeos) que é dividida em três regiões distintas 

(P1, P2 e P3). Após uma clivagem mediada por uma protease viral (3Cpro) 

(Schultheiss et al., 1994) as três regiões darão origem a proteínas estruturais e não 

estruturais. Por último, uma região 3’ não-codificante de 40 a 80 nt com cauda poli-A 

(Baroudy et al., 1985; Cohen et al., 1987b; Hollinger, 1996). As regiões 5’ NC e 3’ 

NC possuem atividades regulatórias essenciais ao processo de replicação e 

tradução (Brown et al., 1991; Jia et al., 1996) (Figura 1.6).    

Recentemente, foi observado que o genoma do HAV é capaz de suportar 

inserções contendo aproximadamente 600 nt adicionais, sem perda da infectividade 

(Konduru et al., 2009), permitindo o desenvolvimento de estratégias que utilizam o 

HAV como possível vetor de expressão gênica no fígado ou até no desenvolvimento 

de combinações de vacinas. 

 

 

Figura 1.6: Organização do genoma do HAV (isolado viral tipo selvagem HM175). O 

RNA genômico (fita positiva) contém somente uma área aberta de leitura (ORF) que 

codifica uma poliproteína. A protease viral, 3Cpro (retângulo vermelho) cliva nos 

sítios identificados com triângulo vermelho. Uma protease celular ainda não 

identificada (seta curta) cliva a região VP1/2A e uma atividade proteolítica 

desconhecida (losango preto) cliva a região VP2/VP4. (Modificado de Totsuka et al., 

1999 e Martin et al., 2006). 
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 A região P1, localizada na extremidade amino-terminal da poliproteína, 

codifica as quatro principais proteínas do capsídeo viral que são 1D (VP1),1B (VP2) 

e 1C (VP3) e 1A (VP4) (Gauss-Muller et al., 1986), sendo esta última, essencial na 

formação da partícula viral, contudo indetectável na forma madura (Probst et al., 

1999; Totsuka et al., 1999). A proteína VP2 é resultante de um processo 

autocatalítico, constituindo uma das principais proteínas estruturais do vírus. Já a 

VP1, é a maior proteína do capsídeo viral, responsável pela formação dos epítopos 

conformacionais junto com a VP3 (Lemon et al., 1992). 

A região P2 codifica a proteína 2A, que parece atuar como uma proteína 

precursora do capsídeo e na morfogênese viral (Cohen et al., 2002), a 2B que está 

envolvida na estabilidade da membrana (Jecht et al., 1998) e a 2C que tem atividade 

de helicase (Dolja et al.,1992).  

Geralmente, a região VP1/2A é inicialmente preconizada para análise 

filogenética viral, contudo, Joshi e colaboradores demonstraram que a região 2C 

também parece ser adequada para este tipo de análise (Joshi et al., 2008). Além 

disso, foi observado uma possível associação entre a severidade da hepatite A e 

variações em aminoácidos da região 2C (Fujiwara et al., 2007).  

A região P3, codifica as proteínas 3A, denominada Pré-VPg, que ancora a 

proteína 3B no HAV-RNA, 3B denominada VPg, covalentemente ligada ao HAV-

RNA, podendo desempenhar um papel iniciador (primer), a proteína 3C de atividade 

proteolítica, influenciando na replicação do genoma viral e a proteína 3D, 

considerada uma RNA polimerase RNA dependente, essencial no ciclo replicativo 

(Weitz et al., 1986; Gauss-Muller et al., 1991; Peters et al., 2005; Lemon., 1997). 

Recentemente, foi observado que mutações pontuais na região 3D do genoma do 

HAV pode ser determinante na taxa de crescimento do HAV em cultura celular e a 

resistência a antivirais (Konduru et al., 2010). 

 

1.2.4. Replicação viral 

O processo replicativo se inicia com a adsorção do vírus à receptores 

específicos para o HAV, presentes sobretudo na membrana celular de hepatócitos. 

Estes receptores são denominados HAVcr-1 em células de rim de macaco verde 

africano (Kaplan et al., 1996) e huHAV em células humanas (Feigelstock et al., 
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1998). O vírus então penetra na célula hospedeira, perdendo inicialmente o 

capsídeo viral (desnudamento), acarretado por mudanças estruturais 

desencadeadas pelo ambiente citoplasmático. Após o desnudamento, o RNA viral 

infeccioso (polaridade positiva) é liberado no citoplasma, podendo agir diretamente 

como RNAm. Este será direcionado ao ribossomo pelo sítio interno de ligação 

ribossomal (IRES) situado na região 5’ NC do genoma do HAV, sendo responsável 

pelo início da tradução (Brown et al., 1991; Jia et al., 1996). O RNAm viral será 

então traduzido na poliproteína descrita anteriormente que após uma série de 

clivagens darão origem a proteínas não estruturais e as proteínas estruturais do 

HAV. Além disso, o RNA viral funcionará como molde para síntese de um RNA 

complementar, replicativo intermediário (polaridade negativa), catalisada 

principalmente por uma RNA polimerase RNA dependente, dando origem a novas 

fitas de polaridade positiva e novos RNAs mensageiro. Esta etapa ocorre 

principalmente associada a membranas do retículo endoplasmático. Uma vez que a 

as proteínas estruturais já estão formadas no citoplasma da célula, inicia-se o 

processo de formação da partícula viral, podendo ou não contar o RNA viral 

infeccioso (partícula defectiva) (Bishop et al., 2000), a partir de então, ocorre a saída 

da partícula viral geralmente sem causar a lise celular (Kusov et al., 2005).  

 

1.2.5. Diversidade genética do HAV 

O vírus da hepatite A apresenta um alto grau de conservação tanto antigênica 

quanto genômico (Cohen et al., 1987a, 1987b; Robertson et al., 1992). No entanto, a 

diversidade genética existente é suficiente para definir diversos genótipos e 

subgenótipos do HAV (Robertson et al., 1992). 

Atualmente, o HAV é classificado em seis genótipos distintos (I-VI), três 

genótipos (I, II e III) são de origem humana e três (IV, V e VI) são de origem símia, 

sendo os genótipos I, II e III divididos em subgenótipos A e B. Geralmente, a 

variação genômica dentro da junção VP1/2A é a utilizada para definir genótipos e 

subgenótipos, podendo ter de 15% a 25% de variação entre genótipos e 

aproximadamente 7% a 7,5% nos subgenótipos (Robertson et al., 1992). 

Anteriormente, a classificação previa um sétimo genótipo (genótipo VII), de origem 

humana, contudo ele foi desclassificado e incluído como um subgenótipo do 
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genótipo II (Costa-Mattioli et al., 2002b; Lu et al., 2004). Em humanos, os genótipos I 

e III são os mais prevalentes (Nainan et al., 2006). No Brasil, somente o genótipo I 

foi detectado, especialmente o genótipo IA (de Paula et al., 2004) seguido pelo 

genótipo IB (de Paula et al., 2002; Devalle et al., 2003; Villar et al., 2004; de Paula et 

al., 2006; Villar et al., 2006). 

   

1.2.6. Sorotipo e antigenicidade 

Apesar da heterogeneidade genotípica do vírus, apenas um único sorotipo de 

HAV existe. Isto permite que preparados de imunoglobulinas contendo anti-HAV, 

independente da sua origem geográfica, ofereçam proteção contra a doença. Além 

disso, vacinas preparadas de isolados do vírus originados da Austrália ou Costa 

Rica conseguem proteger de infecções em todo o mundo (Nalin et al., 1993; Innis et 

al., 1994). 

A estrutura antigênica do vírus é relativamente simples, com um número 

restrito de epítopos e um único sítio antigênico dominante que interage com os 

anticorpos neutralizantes do vírus. Esses epítopos são conformacionais e formados 

por aminoácidos localizados em mais de uma proteína do capsídeo (Stapleton et al., 

1987; Ping et al., 1988; Nainan et al., 1992; Ping et al., 1992).  

Partículas vazias parecem ser antigenicamente indistinguíveis de partículas 

infecciosas (vírions contendo o RNA), sugerindo que a antigenicidade pode 

depender das principais proteínas de montagem do capsídeo ou pequenos 

precursores do capsídeo. A produção da poliproteína recombinante do HAV foi 

capaz de gerar anticorpos neutralizantes para o HAV (LaBrecque et al., 1998). 

Variantes antigênicas do HAV que ocorrem naturalmente foram observadas 

somente em vírus isolados de macacos do ―Velho Mundo‖ (Nainan et al., 1991; 

Tsarev et al., 1991). Esses vírus são geneticamente distintos dos isolados de HAV 

humanos e não são reconhecidos por certos anticorpos monoclonais produzidos 

contra HAV de humanos (Karetnyi et al., 1989; Nainan et al., 1991). Entretanto, o 

HAV de símios liga-se a anticorpos policlonais anti-HAV de humanos (Emerson et 

al., 1996). Recentemente, foram relatados isolados de HAV de humanos com 

substituição de aminoácidos do capsídeo e deleção de sítios antigênicos 

imunodominantes (Costa-Mattioli et al., 2002b; Sánchez et al., 2002), no entanto, 
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ainda não está claro se a neutralização do vírus por anticorpos foi afetada com 

essas mudanças (Nainan et al., 2006).  

 

1.2.7. Características Clínicas 

A infecção pelo HAV é geralmente auto-limitada podendo não causar 

sintomas ou até levar ao óbito por hepatite fulminante (Nainan et al., 2006; Hollinger 

et al., 2007). A probabilidade da doença clinicamente aparente associada à infecção 

pelo HAV aumenta com a idade. Em crianças de até seis anos de idade, a maioria 

das infecções (70%) é assintomática com ausência de icterícia (Hadler et al., 1980; 

Fischer et al., 2009). Entre os adolescentes e adultos, as infecções são geralmente 

sintomáticas, com icterícia ocorrendo em 70% dos pacientes (Lednar et al., 1985; 

Fischer et al., 2009). Após um período médio de incubação de 28 dias (intervalo de 

15 a 50 dias), a maioria das pessoas infectadas pelo HAV desenvolve sintomas 

constitucionais inespecíficos seguidos por sintomas gastrointestinais. Normalmente, 

incluem febre, mal-estar, anorexia, náusea, desconforto abdominal, acolia fecal, 

bilirrubinúria e icterícia, que geralmente duram dois meses. No entanto, 15 a 20% 

dos pacientes podem ter recidiva da doença ou doença prolongada com duração de 

até seis meses (Sjogren et al., 1987; Glikson et al., 1992; Fischer et al., 2009). Neste 

caso, o vírus pode ser detectado no soro de seis meses a um ano após a infecção 

(Bower et al., 2000), no fígado (van den Anker et al., 1988), nas fezes, com 

conseqüente aumento dos níveis de alanina aminotransferase (ALT) (Sjogren et al., 

1987). A principal complicação da infecção pelo HAV é a hepatite fulminante (HF) 

que ocorre em menos de 1% dos casos de hepatite A (Leung et al., 2005). Em 2006, 

cerca de 0,3% de óbitos por hepatite A foram relatados nos EUA pelo Centro de 

Controle de Doenças dos Estados Unidos (CDC) (Dentinger, 2009). No Brasil, 

aproximadamente 33% dos casos de hepatite fulminate é causado pelo HAV (dos 

Santos et al., 2009).  
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1.2.8. Patogenia  

Logo após a ingestão oral do HAV, o destino dos vírions são o estômago e o 

intestino (Asher et al., 1995), chegando ao fígado através do sistema porta hepático. 

O HAV é um vírus hepatotrópico, produz viremia e é excretado na bile e detectado 

nas fezes de pessoas infectadas. As fezes de um indivíduo infectado podem conter 

até 109 partículas virais por grama e são a fonte primária de infecção pelo HAV 

(Skinhoj et al., 1981; Tassopoulos et al., 1986). Como regra geral, o pico da 

eliminação viral nas fezes ocorre antes do início da icterícia, dos sintomas ou da 

elevação das enzimas hepáticas (Skinhoj et al., 1981; Tassopoulos et al., 1986) e 

decai após o aparecimento da icterícia (Figura 1.7). Comparado aos adultos, 

crianças e bebês podem excretar o vírus por períodos mais longos, ou seja, até 

vários meses após o início da doença clínica (Chiriaco et al., 1986; Tassopoulos et 

al., 1986). 

 

 

Figura 1.7: Fases clínicas e marcadores séricos da infecção. A: A infecção do fígado é 

rapidamente seguida pelo aparecimento do vírus nas fezes. B: A icterícia ou outros 

sintomas da infecção aguda são acompanhados pelo aparecimento de anticorpos IgM 

no sangue na fase aguda. O aparecimento de anticorpos IgG sinaliza a recuperação e 

imunidade contra reinfecções. (Dentinger et al., 2009 modificado). 
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A viremia se inicia uma a duas semanas após a exposição com o HAV e 

persiste durante o período da elevação das enzimas hepáticas, baseado em estudos 

em humanos e chimpanzés experimentalmente infectados (Krugman et al., 1962; 

Giles et al., 1964; Margolis et al., 1988; Cohen et al., 1989; Lemon, 1994; Asher et 

al., 1995; Brundage et al., 2006; Nainan et al., 2006). A concentração do vírus no 

soro é de 2 a 3 log10 menor do que em fezes (Cohen et al., 1989; Lemon, 1994; 

Bower et al., 2000; Sanchez et al., 2006). Bower e colaboradores em 2000 

descreveram que HAV estava presente de três a quatro semanas antes do início do 

aparecimento da icterícia e a concentração do vírus era maior durante o período que 

antecede o início da elevação das enzimas hepáticas. A viremia pode estar presente 

por um período muito mais longo durante a fase convalescente da hepatite A, do que 

os dados anteriormente relatados (Yotsuyanagi et al., 1993; Fujiwara et al., 1997; 

Bower et al., 2000; Nainan et al., 2006; Brundage et al., 2006), apesar da baixa 

concentração do vírus eliminada nesse período. 

O vírus também é excretado na saliva de muitos pacientes com hepatite A 

(Mackiewicz et al., 2004; Amado et al., 2008). Contudo, não há dados 

epidemiológicos afirmando que a saliva seja uma significante fonte de transmissão 

de HAV (Nainan et al., 2006). 

A resposta imune humoral às proteínas estruturais do HAV ocorre antes do 

início dos sintomas. Anticorpos IgM para o HAV (IgM anti-HAV) são detectáveis 

antes ou no início da doença clínica (detecção precoce) (Kao et al., 1984), reduzindo 

em cerca de três a seis meses, tornando-se indetectáveis pelos testes de 

diagnóstico comerciais (de Paula et al., 2004; Kiyohara et al., 2009). Anticorpos IgG 

para o HAV (IgG anti-HAV) aparecem logo após a fase aguda da doença, persistindo 

por anos depois da infecção e conferem imunidade ao longo da vida (Skinhoj et al., 

1977). A IgA também é produzida durante a infecção por um tempo limitado 

(Locarnini et al., 1980; Angarano et al., 1985). O papel da IgA na resposta contra o 

HAV ainda é desconhecido. Ao contrário de outros membros da família 

Picornaviridae, o HAV não parece suscitar uma resposta imune intestinal eficaz 

(Stapleton et al., 1991). 
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Os anticorpos IgG e IgA anti-HAV são detectados no soro, saliva, urina e 

fezes (Locarnini et al., 1978, 1980; Perry et al., 1992; Joshi et al., 2002; Amado et 

al., 2006).Testes de saliva foram relatados como uma alternativa aos testes 

sorológicos convencionais para o anti-HAV, devido a sua simplicidade na coleta da 

amostra (Jacobson et al., 1995; Ochnio et al., 1997; Oba et al., 2000). Vários 

estudos têm demonstrado os benefícios da aplicação de testes de saliva como uma 

ferramenta de triagem em investigações de surtos e estudos epidemiológicos (Hurni 

et al., 1993; Jacobson et al., 1995; Laufer et al., 1995; Amado et al., 2008). 

 

1.2.9. Diagnóstico 

  Detecção de anticorpos HAV-específicos 

 A resposta imune humoral desempenha um papel fundamental no 

diagnóstico da infecção pelo HAV e na diferenciação da hepatite A de outros tipos 

de hepatites virais. Há uma série de testes comerciais disponíveis no mercado para 

detecção de IgM anti-HAV e anti-HAV total (Jindal et al., 2002; Poddar et al., 2002; 

Dignani et al., 2003). A hepatite causada pelo vírus da hepatite A é clinicamente 

indistinguível da doença causada pelas outras hepatites virais (HBV, HCV, HDV e 

HEV). No teste sorológico, a presença de anticorpos da classe IgM é fundamental 

para fazer o diagnóstico (Stapleton et al., 1995). 

No diagnóstico, IgM anti-HAV tem sido usada como o principal marcador de 

infecção aguda (Cuthbert, 2001), composta principalmente de anticorpos contra 

proteínas do capsídeo. Vários métodos têm sido usados para detectar classes de 

anticorpos vírus-específicos, incluindo radioimunoensaio (Purcell et al., 1976), 

ligação imunoquímica (Huang et al., 1979), Ensaio imunoenzimático (ELISA) (Delem, 

1992), e imunoblotting (Wang et al., 1996). Os testes de diagnóstico comerciais são 

ajustados de tal maneira que, apesar dos anticorpos IgM estarem presentes por 

períodos de tempo após a infecção aguda, a pequena concentração encontrada de 

quatro a seis meses depois do início da infecção não produz resultado positivo no 

teste (Stapleton, 1995). O ELISA IgM anti-HAV é disponível comercialmente (Poddar 

et al., 2002). 

Infecções prévias pelo HAV já resolvidas ou mesmo contato do hospedeiro 

com o vírus são diagnosticadas pela presença de IgG anti-HAV no soro. No entanto, 
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testes comerciais competitivos detectam anticorpos totais (anticorpos IgG e IgM) 

circulantes. A associação da presença de anticorpos anti-HAV totais e a ausência de 

anticorpos IgM anti-HAV pode ser usada para diferenciar entre infecção passada e 

infecção recente (Nainan et al., 2006). 

 

  Detecção viral 

O vírus da hepatite A pode ser mantido em vários tipos de células de origem 

humana e não-humana, incluindo células primárias e secundárias de rim de macaco 

verde Africano (Daemer et al., 1981) e células de rim de macacos Rhesus (FRhK-4) 

(Flehmig, 1980). Em contraste à maioria dos picornavírus, o HAV de origem humana 

requer um longo período de adaptação antes de crescer em cultura de células, e 

uma vez adaptado, produz uma infecção persistente e se tornam atenuados 

(Feinstone et al., 1983). O HAV replica em cultura celular sem sinais citopáticos de 

infecção, fato que determina a utilização de testes imunológicos ou moleculares para 

detectar o vírus em cultura (Siegl et al., 1984). Os métodos comumente usados para 

quantificar a infectividade são: ensaio de radio imunoensaio (Lemon et al., 1983), 

ensaio foco fluorescente, radioimunoensaio in situ (Siegl et al., 1984), hibridização in 

situ (Jiang et al., 1987), nested PCR e PCR em tempo real (de Paula et al., 2009) 

dentre outros. 

As técnicas de detecção do ácido nucléico são mais sensíveis que 

imunoensaios para detectar o antígeno viral em espécimes clínicas, amostras 

ambientais, comida e água (de Paula et al., 2004; de Paula et al., 2009). O HAV tem 

sido detectado com técnicas como polimorfismo de tamanhos de fragmentos 

gerados por enzimas de restrição (RFLP) (Goswami et al., 1997), polimorfismo 

conformacional da fita única (SSCP) (Goswami et al., 1997), ―Southern blotting‖ (Buti 

et al., 2001) e transcrição reversa-PCR (RT-PCR) (Jansen et al., 1990). A 

amplificação de RNA viral pela RT-PCR é atualmente o método mais sensível e 

amplamente utilizado para detecção do HAV (Nainan et al., 2006). 

O teste quantitativo baseado na reação em cadeia da polimerase (PCR em 

tempo real) revolucionou a detecção de ácidos nucléicos pela sua rapidez, 

sensibilidade, reprodutibilidade e minimização de contaminantes. Inclusive tem sido 

aplicado para detecção e quantificação do HAV (Costa-Mattioli et al., 2002a), 
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utilizado em laboratórios que necessitam liberar resultados rapidamente, como em 

casos de surtos (Nainan et al., 2006). O sequenciamento dos ácidos nucléicos do 

genoma do HAV tem sido utilizado para determinar a relação genética dos isolados 

(Jansen et al., 1990; Robertson et al., 1992).   

 

1.2.10. Epidemiologia 

Vários padrões de infecção da hepatite A têm sido descritos, variando em 

relação ao nível de desenvolvimento sócio-econômico (Gust, 1992; Jacobsen et al., 

2004) (Figura 1.8). Em áreas com alta endemicidade, o HAV é transmitido 

principalmente pelo contato pessoa a pessoa, onde 90% das crianças até dez anos 

já foram infectadas, prevalecendo o curso assintomático e benigno da doença. Esse 

padrão epidemiológico é típico na África e no Oriente Médio, bem como em alguns 

países da América Latina e da Ásia (Bell, 2002). Contudo, em alguns países, 

incluindo o Brasil, as contínuas melhorias das condições sanitárias observadas nos 

últimos anos, tem ocasionado uma mudança no perfil epidemiológico; tais países 

passaram de uma condição de alta endemicidade para uma endemicidade 

intermediária (Vitral et al., 2008; FitzSimons., 2010), caracterizada pela diminuição 

das taxas de soroprevalência (Tanaka, 2000; Kang et al., 2004; Vitral et al., 2006).  

Esta condição, leva a um aumento da susceptibilidade populacional ao vírus, 

aumentando o risco do surgimento de surtos da doença (Villar et al., 2002; Santos et 

al ., 2008) que podem ser de difícil controle (FitzSimons., 2010). Em áreas de 

endemicidade moderada, a incidência da infecção pelo HAV ocorre com maior 

frequência no final da infância, adolescência ou em adultos jovens. Nessas áreas, a 

transmissão ocorre pelo contato pessoa a pessoa ou através do consumo de 

alimento ou água contaminado. 

Em países desenvolvidos, geralmente tem-se uma baixa endemicidade de 

infecções pelo HAV (Bell et al., 1998; CDC, 1999), ocorrendo majoritariamente entre 

os adultos jovens (Pham et al., 2005). Tais índices relativamente baixos da doença 

ao longo da última década, foram conseguidos principalmente devido à vacinação 

eficiente (Bialek et al., 2004; Wasley et al., 2005) O vírus é transmitido 

principalmente através do consumo de alimento e água contaminado, entretanto, 

muitos casos de transmissão pessoa a pessoa tem sido descritos. Nestas áreas, os 
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surtos também são comuns (Vitral et al., 2006). Além disso, casos de infecções 

esporádicas de pessoas durante viagens para áreas endêmicas são comuns. 

Todavia, esta continua a ser uma doença frequentemente relatada. Na União 

Européia, índices da doença vem declinando desde 1995, com menos de 20.000 

casos registrados em 2006 (ECDPC, 2008). 

A fonte mais comum de infecção é a doméstica ou contatos íntimos com uma 

pessoa infectada (Bell et al., 1998; CDC, 1999). Outras fontes potenciais de 

infecções incluem homens que têm relação sexual com homens (apesar de não ter 

alta prevalência, alguns surtos de hepatite A na Europa e nos Estados Unidos foram 

associados a esta causa) (Henning et al., 1995; Sundkvist et al., 1997; Bruisten et 

al., 2001; Nainan et al., 2005), viagens de pessoas de regiões com baixa 

endemicidade a países onde o HAV é endêmico (Steffen et al., 1994) e uso de 

drogas ilícitas (Harkess et al., 1989; Grinde et al., 1997). Comida e água 

contaminadas são fontes pouco frequentes de infecções, entretanto, elas têm sido 

associadas com surtos (Dienstag et al., 1976; Halliday et al., 1991; Bloch et al., 

1990; De Serres et al., 1999; Jothikumar et al., 2000; Bosch et al., 2001; Amon et al., 

2005). Em raras ocasiões, a infecção pelo HAV é transmitida por transfusão 

sanguínea ou hemoderivados (Lemon, 1994). 
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Figura 1.8: Distribuição geográfica da infecção pelo HAV. (Fonte: Epidemiology and 

Prevention of Viral Hepatitis A to E - an overview, CDC, 2006) 

 

1.2.11. Prevenção 

A disponibilidade de vacinas para prover imunidade por longos períodos 

contra a hepatite A tem o potencial de reduzir a incidência da doença e a 

possibilidade de eliminar a transmissão da infecção (CDC, 1999). A eficácia da 

vacina para hepatite A vem sendo observadas em em vários países. Reduções 

significantes na incidência da doença têm ocorrido nos Estados Unidos (Wasley et 

al., 2005) e Israel após a introdução da vacinação de rotina das crianças, com 

reduções drásticas nas taxas de infecção (Dagan et al., 2005). Ademais, a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda que em países de endemicidade 

intermediária, onde o HAV representa um problema de saúde pública, que a 

vacinação em larga escala deve ser considerada um suplemento à melhoria das 

condições sanitárias (WHO, 2000). No Brasil, a prevenção fica a mercê apenas das 

melhorias das condições sanitárias, pois a vacina é de alto custo e não disponível no 

calendário nacional de imunizações (PNI). 
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2. Justificativa 

Considerando o contexto epidemiológico no qual o Brasil se insere, onde 

observa-se um conseqüente aumento de indivíduos adultos jovens suceptíveis a 

infecção pelo HAV (Vitral et al., 2006), torna-se cada vez mais necessário  estudos 

de novas alternativas para o tratamento da doença. Técnicas que visam buscar uma 

diminuição dos níveis de replicação viral de forma rápida e eficiente tem sido 

priorizadas, com o objetivo de evitar a evolução da doença.  

Neste Contexto, o mecanismo de RNA de interferência surgiu como uma 

alternativa tecnológica para inibir a expressão gênica, incluindo a replicação viral.  

Esta técnica pode ser  utilizada na tentativa de inibição do ciclo replicativo do HAV.  

Contudo, devido ao  surgimento relativamente recente, alguns padrões de 

silenciamento por RNA de interferência  in vitro ainda são variáveis, principalmente 

para a inibição da replicação viral. Sendo assim, torna-se necessário estudos que 

buscam o esclarecimento de tais variáveis, como concentração dos agentes de 

transfecção, tempo de ação, análise do silenciamento, dentre outros. O HAV possui 

um genoma conservado, é adaptado em cultura celular e possui estratégias de 

replicação bem caracterizada; devido a estas caracteristicas pode ser utilizado como 

um modelo para avaliação de tais variáveis.  
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3. Objetivos  

3.1.  Objetivo Geral 

 Investigar o silenciamento gênico produzido por pequenos RNAs de 

interferência no ciclo replicativo do vírus da hepatite A. 

 

3.2.  Objetivos Específicos   

 Avaliar se o processo de transfecção interfere na viabilidade celular. 

 

 Estabelcer a concentração de siRNA ideal para garantir um silenciamento 

efetivo. 

 

 Verificar a internalização de sequências de siRNAs marcadas com fluoróforos. 

 

 Mensurar o grau de silenciamento gênico utilizando três sequências 

específicas de RNAs de interferência voltadas para as regiões 2C e 3D do 

genoma do HAV. 

 

 Traçar temporalmente a ação dos RNAs de interferência durante a cinética do 

HAV em cultura celular. 

 

  Confirmar a inibição da replicação do HAV através da imunofluorescência. 
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4. Material e Métodos 

A metodologia utilizada neste trabalho, segue a realizada em outros estudos 

do gênero (Bhuyan et al., 2004; Randall et al., 2004; Huang et al., 2009). 

 

4.1. Cultura Celular 

 Células FRhK-4 (Células fetais de rim de macaco Rhesus africano), foram 

cultivadas em meio 199 (Sigma, St. Louis, MO, USA), enriquecidos com soro fetal 

bovino-SFB (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), a 2% para meio de manutenção e 10% 

para meio de crescimento, 0,1µM de tampão HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA), 

2,5µg/mL de gentamicina (GIBCO®/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2mM de L-

glutamina (Sigma, St. Louis, MO, USA), 4% de bicarbonato de sódio (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) e 0,1mM de aminoácidos não essenciais (GIBCO®/Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). As culturas foram mantidas em garrafas estéreis de 175cm2 

(Corning, New York, NY, USA) a 37ºC, em atmosfera com 5% de CO2 até o 

momento do plaqueamento para transfecção. Para o desprendimento da 

monocamada, as células foram tratadas inicialmente com tampão fosfato-salino 

(PBS), concentrado 1X, contendo 137 mM de cloreto de sódio (NaCl), 10 mM de 

fosfato e 2,7 mM de cloreto de sódio (KCl) com pH 7,2, e posteriormente tratada com 

EDTA/ tripsina a 0,25% (Reagen/GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

 

4.2. Sequências de siRNA 

Neste estudo foram utilizadas quatro sequências de siRNA. Três sequências 

específicas para o genoma do HAV, uma para a região 2C do genoma, responsável 

por codificar a helicase viral, (sequência 2C1) e duas para a região 3D, que codifica 

uma RNA polimerase RNA dependente (sequências 3D1 e 3D2) que foram descritas 

previamente por Kanda e colaboradores em 2004 (Tabela 4.1). Além disso, uma 

sequência não-específica (RNAi#1) foi utilizada como controle negativo. Todas as 

sequências foram sintetizadas pela Applied Biosystems (Foster city, CA, USA), 

contudo a sequência RNA#1, é uma sequência comercial que não teve sua 

combinação nucleotídica revelada.  
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Tabela 4.1: Sequências nucleotídicas dos siRNA específicos utilizados 

descritas por Kanda et al., 2004 

Sequência 

siRNA 
Polaridade Sequência Nucleotídica 

Posição no 

Genoma 

2C1 
Sense 

Antisense 
GGUUGAAGUUAAACCUGCUUU 
UUCCAACUUCAAUUUGGACGA 

4765-4785 

3D1 
Sense 

Antisense 
AGCUGAAAUUGAUCCAAUGUU 
UUUCGACUUUAACUAGGUUAC 

6058-6078 

 
3D2 

 

Sense 
Antisense 

GAAACUUGGCAUGACAGCUUU 
UUCUUUGAACCGUACUGUCGA 

7042-7062 

 

4.3. Preparo dos oligonucleotídeos específicos (siRNAs) 

As sequências específicas sense e antisense foram adquiridas 

separadamente, liofilizadas a uma concentração de 20 nanomolar (nmol). As 

sequências forma ressuspendidas inicialmente em 200µl de água livre de nucleases, 

a uma concentração final de 100µM cada. Antes da transfecção, as sequências 

foram diluídas em tampão de hibridização em água livre de nucleases nas 

concentrações de 1 micromolar (µM), 5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM, 25 µM, 30 µM e 

35 µM, e hibridizadas por incubação a 90ºC por 1 minuto (min), seguido de 37ºC por 

1hora, em termociclador (TC-312, Nova Analítica, São Paulo, SP, Brasil). Todas as 

diluições foram realizadas em tubos de poliestireno de 0,5ml (Eppendorf, Hambugo, 

Alemanha) e armazenadas a -20ºC.  

A sequência não específica RNA#1 foi adquirida hibridizada a uma 

concentração inicial de 50µM, sendo diluída a concentração de 2 µM em água livre 

de nucleases de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.4. Produção viral 

A cepa do HAV utilizada neste trabalho foi isolada no Laboratório de 

Desenvolvimento Tecnológico em Virologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) (cepa 

HAF-203 isolado Brasileiro, acesso: GenBank AF268396) (Gaspar et al., 1993; 

Baptista et al., 2006). Para a propagação do HAV, foram utilizadas células FRhK-4 

com 20% a 30% de confluência em garrafas de 175cm2. Inicialmente o meio foi 
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retirado, as garrafas lavadas com PBS 1X e em seguida foram inoculadas com 1,0 

mL do HAV (1x105 cópias RNA/mL) e incubadas em estufa a 37ºC durante uma 

hora, para adsorção. Posteriormente, o inóculo foi retirado e adicionado 75 mL de 

meio de manutenção. As garrafas foram incubadas a 37ºC por aproximadamente 11 

dias (de Paula et al., 2009). Ao término do tempo de incubação, o meio foi 

descartado e as células rompidas por cinco ciclos de congelamento e 

descongelamento em 3,0 mL de PBS pH 7,4 para liberação das partículas virais. O 

material foi coletado em tubos de poliestireno de 1,5 ml e centrifugado por 10 

minutos a 6.000 g, para precipitação dos restos celulares. O sobrenadante foi 

aliquotado e estocado a -70ºC. Uma alíquota foi designada para a quantificação viral 

por PCR em tempo real que será descrita adiante. 

 

4.5. Transfecção e Ensaio em Placa 

Vinte e quatro horas antes da transfecção, culturas celulares de FRHK-4 com 

80% a 90% de confluência foram tripsinizadas e ressuspensas em 40ml de meio de 

manutenção 199, em seguida, contadas em câmara de Neubaur utilizando azul de 

tripan a 1% (Sigma, St. Louis, MO, USA). Aproximadamente 105 células foram 

plaqueadas em placas de cultura de vinte e quatro poços (Falcon®/Labware, 

Franklin Lakes, NJ, USA), em um total de 400µl de meio 199 por poço.  

Para a realização da transfecção, foi utilizado o kit comercial siPORTTM Amine 

(Ambion/Applied Biosystems, Foster city, CA, USA), que consiste de poliaminas 

catiônicas que se agregam as sequências de siRNAs facilitando a penetração 

através da membrana plasmática celular. Seguindo o protocolo do fabricante, 1,0µl 

do agente de transfecção foi diluído em 25µl de meio OPTIMEM® (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente (37°C). 

Simultaneamente, 1,5µl de cada uma das sequências de RNAi também foram 

diluídas em 25µl de meio OPTIMEM® e incubadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Após este primeiro período de incubação, as sequências diluídas foram 

misturadas ao agente de transfecção e incubadas por mais 10 mim para a formação 

dos complexos de transfecção. Durante os períodos de incubação, o meio de 

manutenção das células já plaqueadas foi retirado e as mesmas lavadas com PBS 

1X, em seguida, 2µl dos complexos de transfecção de cada uma das sequências 
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foram colocados em cada poço. As sequências foram transfectadas isoladamente 

(2C1,3D1,3D2 e RNA#1) e em suas combinações (2C1+3D1, 2C1+3D2,3D1+3D2 e 

2C1+3D1+3D2), e incubadas durante 4 horas em 100µl/poço de meio OPTIMEM®. 

Como controle positivo utilizamos amostras não transfectadas, mas que foram 

infectadas com HAV como descrito mais adiante. Cada sequência e combinações 

foram transfectadas em cinco poços. Para cada experimento foi utilizado um total de 

duas placas. 

Após quatro horas, o meio foi retirado e as células novamente lavadas com 

PBS1X, em seguida, as placas foram infectadas com 20 µl de HAV (105 cópias/ml) 

por poço e incubadas por uma hora para adsorção do vírus à 37°C, após, o vírus foi 

retirado e as células cultivadas por 5 dias consecutivos em meio de manutenção 199 

à 37°C. A cada dia, as células foram lisadas com 350 µl de tampão de lise RLT do kit 

comercial Quiagen Rneasy (Quiagen, Valencia, CA, USA). As amostras foram 

recolhidas em tubos de poliestireno de 1,5ml (Eppendorf, Hambugo, Alemanha) 

devidamente identificados e armazenadas a -70°C até o momento da extração do 

RNA.  

Para realização da curva-dose-dependente, a transfecção foi realizada para 

cada uma das sequências isoladamente nas concentrações de 1µM, 5 µM, 10 µM, 

15 µM, 20 µM, 25 µM, 30 µM e 35 µM e incubadas durante 48 horas, sendo que as 

concentrações finais transfectadas foram 0,6nM, 3nM, 6nM, 9nM, 12nM, 15nM, 

18nM e 21nM, respectivamente. Após, as amostras foram lisadas com 350 µl de 

tampão de lise RLT do kit comercial Qiagen Rneasy Mini (Qiagen, Valencia, CA, 

USA) e armazenadas a -70°C até o momento da extração do RNA.  

 

4.6. Extração do RNA 

Para a extração do RNA, utilizamos o kit comercial Qiagen Rneasy (Qiagen, 

Valencia, CA, USA), seguindo o protocolo para extração de RNA para culturas 

celulares descrito pelo fabricante. Primeiramente, as amostras já lisadas foram 

descongeladas e homogeneizadas por um minuto. Em seguida, 350 µl de álcool 

etílico a 70% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foram adicionados em cada tubo 

seguido de homogeneização por um min e transferência de toda a solução para 

coluna. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM por 15s em 
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centrífuga Excelsa II (FANEM, São Paulo,Brasil). Ao fim de cada centrifugação, a 

solução resultante foi descartada, e o tubo coletor recolocado. Após esta etapa, foi 

adicionado 700µl do tampão de lavagem Washer buffer 1 (AW1), seguido de 

centrifugação a 10.000 rpm por 15s. A partir de então seguiram-se duas lavagens 

consecutivas com 500µl de tampão de lavagem RPE, a primeira a 10.000 rpm por 

15s e a segunda a 10.000 rpm por 2 min. Ao final desta etapa, os tubos coletores 

foram descartados e substituídos por tubos de poliestireno de 1,5ml devidamente 

identificados. Foi adicionado então 50 µl de água livre de nucleases nas colunas que 

seguiram para uma ultima centrifugação a 10.000 rpm por 1min para eluição do 

RNA. Posteriormente, as colunas foram descartadas e os tubos de poliestireno 

contendo o RNA viral foram estocados a -70°C até o momento da análise por PCR 

em tempo real. 

 

4.7. Monitoramento da eficiência de transfecção por 

intensidade de fluorescência 

Para a confirmação da transfecção, utilizamos duas sequências de siRNA 

marcadas com fluoróforo FAM (Silencer R FAMTM GAPDH siRNA e Silencer R FAM TM 

Labeled Negative Control ≠1 siRNA, Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) e 

analisamos a intensidade da fluorescência em microscopia de fluorescência. As 

sequências foram adquiridas a uma concentração inicial de 5 nmol e ressuspendidas 

em água livre de nucleases a concentração de 30 µM utilizada na transfecção. O 

plaqueamento e transfecção seguiram a metodologia descrita no item 2.4, contudo 

lamínulas de vidro redondas de 0,13mm (Labiocenter, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 

foram colocadas nas placas de cultura de 24 poços antes do plaqueamento. Cada 

sequência foi transfectada em triplicata e as amostras não transfectadas foram 

utilizadas como controle negativo.  

Após 4 horas de transfecção, o meio de manutenção foi retirado e as células 

de cada poço foram lavadas com PBS 1X (pH 7,2). Antes do início de cada 

procedimento de fixação, permeabilização e bloqueio das células, houve o preparo 

dos reagentes a serem utilizados. Para a fixação das culturas celulares, utilizamos o 

parafomaldeído (J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA) diluído a uma concentração de 

4% em PBS 1X (pH 7,2) com 25 µl de hidróxido de sódio-NaOH (Sigma, St. Louis, 
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MO, USA) a 5M, a solução foi levada ao banho maria a 65ºC (Precision, Winchester, 

VI, USA) por cerca de 10 min para total dissolução do paraformaldeído, após, a 

solução foi resfriada a temperatura ambiente. Para a permeabilização, utilizamos a 

solução de triton X-110 (Sigma, St. Louis, MO, USA) a concentração de 0,1%, e para 

o bloqueio, usamos uma solução de Albumina Bovina (BSA) (Sigma, St. Louis, MO, 

USA) a 3%, ambos diluídos em PBS 1X (pH 7,2).      

Sendo assim, foram colocados 400 µl de paraformaldeído/PBS por poço, 

seguido de incubação por 7 min a temperatura ambiente sob leve agitação manual 

para fixação das células. Posteriormente, o paraformaldeído foi retirado e as células 

novamente lavadas com PBS 1X. Após, foi adicionado 500 µl da solução de Triton 

X-110 e as células incubadas por mais 7 min a temperatura ambiente sob leve 

agitação manual para permeabilização das membranas celulares. A solução de 

Triton X-110 foi retirada e as células novamente lavadas com PBS 1X. Então, as 

células foram bloqueadas com a solução de BSA por 1 hora com agitação manual a 

cada 15 min. Ao final, a solução de bloqueio foi retirada e as células lavadas com 

PBS 1X. As lamínulas então, foram retiradas do poço e colocadas em lâminas 

(Superfrostplus/Easypath, São Paulo, SP, Brasil), com cerca de 3 µl de ―Slow Fade®‖ 

em glicerol com marcação DAPI (4’6-diamidino-2-fenilindole-Invitrogen, Eugene, OR, 

USA), para dar coloração azulada ao núcleo celular. As lâminas seguiram para uma 

análise inicial em microscópio de fluorescência NIKON Eclipse E400 (NIKON, El 

Segundo, CA, USA) e posteriormente para uma análise final em microscópio 

confocal LSM Zeiss Meta (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). 

 

4.8. Medição da viabilidade celular por (sódio 3´-[1-

(fenilaminocarbonil)- 3,4- tetrazólio]) (XTT) 

Para análise da porcentagem de células que permaneceram viáveis após o 

processo de transfecção química realizada com o kit comercial siPORTTM Amine 

(Ambion/Applied Biosystems, Foster city, CA, USA), foi realizado o ensaio de 

viabilidade celular utilizando XTT (sódio 3´-[1-(fenilaminocarbonil)- 3,4- tetrazólio]) 

(Botium, Hayward, CA, USA).  

Vinte e quatro horas antes da transfecção, culturas celulares de FRHK-4 com 

80% a 90% de confluência foram tripsinizadas e ressuspensas em 40ml de meio de 
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manutenção 199, em seguida, contadas em câmara de Neubaur utilizando azul de 

tripan a 1% (Sigma, St. Louis, MO, USA). Aproximadamente 104 células foram 

plaqueadas em 100µl de meio 199 em placas de cultura de 96 poços 

(Falcon®/Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). Após 24 horas, o meio foi retirado e as 

células lavadas com PBS1X. Duas colunas permaneceram com apenas a cultura 

celular (controle positivo), duas foram infectadas com o HAV (1x105 cópias RNA/mL), 

duas transfectadas seguindo a metodologia descrita no item 4.5, contudo utilizamos 

apenas a sequência 2C1 e as duas restantes foram transfectadas somente com o kit 

comercial siPORTTM Amine (Ambion/Applied Biosystems, Foster city, CA, USA kit). 

As placas então foram armazenadas a 37ºC em atmosfera a 5% de CO2 por 5 dias. 

Após, 6,25µl de reagente de ativação foi misturado a 1,25ml de solução de XTT, em 

seguida, 25µl da solução de XTT ativada foi distribuída em cada poço, as placas 

foram armazenas durante 4 horas em ambiente pouco iluminado. Ao final, a 

densidade ótica das células foi avaliada pelo uso do espectrofotômetro multiskan 

com filtro entre 450nm e 620nm (Organon Teknika, Farnham Drive, Dublin, Irlanda). 

A análise foi realizada estabelecendo as diferenças entre as médias das densidades 

óticas (D.O) das amostras não transfectadas em relação às amostras transfectadas. 

 

4.9. Imunofluorescência 

Para a confirmação do silenciamento, realizamos a imunofluorescência para o 

HAV em amostras transfectadas com as sequências descritas no item 4.2, seguindo 

a metodologia descrita no item 4.7, com exceção da inserção de lamínulas de vidro 

redondas de 0,13mm (Labiocenter, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) colocadas antes do 

plaqueamento. Todas as sequências e combinações de sequências foram 

transfectadas em duplicata e incubadas durante 48 horas após a infecção com o 

HAV.  

Após quarenta e oito horas, o meio de manutenção foi retirado e as células 

lavadas com PBS 1X, procedimento este que foi realizado ao final de cada etapa. A 

fixação foi realizada com 400µl de paraformaldeído/PBS a 4% (J.T.Baker, 

Phillipsburg, NJ, USA) em cada poço, incubados por 7 min sob leve agitação. As 

células então foram permeabilizadas com 500 µl da solução de Triton X-110 a 0,1% 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) por poço também durante 7 min sob leve agitação e em 
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seguida bloqueadas com solução de BSA a 3% (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 

1h com agitação manual a cada 15 min. Após a etapa de bloqueio, as células foram 

incubadas durante 1h com 40 µl/poço de anticorpo anti-HAV IgY produzido em 

galinhas (0,1mg/ml), utilizado com anticorpo primário na diluição de 1:30 produzido 

em nosso laboratório, onde estudos premilinares já demonstraram que tal anticorpo 

possui uma maior eficiência com relação ao anticorpo anti-HAV comercial (Amado et 

al., 2010). Ao final, as células foram incubadas por mais 1h com o anticorpo 

secundário Alexa Fluor 488 anti-IgY produzido em cabras (2mg/ml) (Molecular 

Probe, Eugene, OR, USA), na diluição 1:300.  As lamínulas então, foram retiradas 

do poço e colocadas em lâminas (Superfrostplus/Easypath, São Paulo, SP, Brasil, 

com cerca de 3 µl de ―Slow Fade®‖ em glicerol com marcação DAPI (4’6-diamidino-

2-fenilindole -Invitrogen, Eugene, OR, USA) para dar coloração azulada ao núcleo 

celular. As lâminas seguiram para uma análise inicial em microscópio de 

fluorescência NIKON Eclipse E400 (NIKON, El Segundo, CA, USA) e posteriormente 

para uma análise final em microscópio confocal LSM Zeiss Meta (Carl Zeiss, Jena, 

Alemanha). 

 

4.10. PCR em tempo real 

A quantificação do HAV RNA das amostras já extraídas foram analisadas 

utilizando duas metodologias de PCR em tempo real: a quantificação absoluta e a 

quantificação relativa. Para ambas as metodologias utilizamos o kit TaqMan® EZ 

CORE reagents (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) em concentrações 

descritas na tabela 4.2. A solução foi distribuída em placas de 96 poços 

(Falcon®/Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) em um volume de 20 µl/poço e 

posteriormente foi adicionado 5 µl do HAV RNA por poço. As amostras foram 

analisadas em duplicata. 
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Tabela 4.2: Volume dos reagentes do kit EZ CORE reagents. 

Reagentes Volume (µl) por poço 

Rnase free water 3.75 

5X Taqman Ex Buffer 5 

Mangenese acetato (25mM) 4 

dATP (10mM) 1 

dCTP(10mM) 1 

dGTP(10mM) 1 

dUTP(20mM) 1 

Assay (Sonda + primers) (20U/ul) 1 

Primer antisense (3µg/ul) 1 

Rth DNA Polimerase (2,5U/ul) 1 

Amp Erase UNG (1U/ul) 0.25 

 

4.10.1. Quantificação Absoluta 

O Assay utilizado era composto por oligonucleotídeos específicos para a 

região 5’ não-codificante do genoma do HAV (oligonucleotídeo sense: 5’-

CTGCAGGTTCAGGGTTCTTAAATC-3’, oligonucleotídeo antisense: 5’-

GAGACCCTGGAAGAAAGAAGA-3’) juntamente com uma sonda específica 

marcada com fluoróforo FAM (FAM-5’-ACTCATTTTTCACGCTTTCTG-3’) que foram 

desenhadas e descritas previamente por de Paula e colaboradores em 2007. 

As reações foram processadas usando o equipamento Applied Biosystems 

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA). 

Inicialmente as amostras foram submetidas à temperatura de 50ºC por 2 min para 

ativação da UNG (Uracil N-glicosilase), em seguida a 60ºC por 30 min para 

formação do DNA complementar (cDNA) e depois a 95ºC por 5 min para 

desativação da UNG. Após, seguiram-se 40 ciclos de 94ºC por 20 seg. para 

desnaturação das fitas e 62ºC por 1min para anelamento e extensão das fitas. A 

fluorescência foi detectada ao final de cada etapa de hibridização da sonda. O valor 

de CT (threshold cycle) foi fornecido automaticamente em cada corrida. 

Para análise de quantificação absoluta, foi utilizada uma curva padrão a partir 

de um clone recombinante da região 5’ não-codificante do genoma do HAV (cepa 
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HAF-203), quantificado em espectrofotômetro GeneQuant (Amersham Biosciences, 

piscataway, NJ, USA) (de Paula et al., 2007). O clone recombinante foi submetido a 

diluições seriadas de 10 log para geração dos pontos da curva padrão como 

mostrado na figura 4.1. 

 

 

Figura 4.1: Curva Padrão do HAV para análise de Quantificação Absoluta. 

 

4.10.2. Quantificação Relativa 

Para a quantificação relativa, foi utilizado o kit TaqMan® Ribosomal RNA 

Control Reagents (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) como controle 

endógeno. O volume dos reagentes utilizados foi o mesmo descrito na tabela 2, 

contudo o assay foi substituído pelo proveniente do kit mencionado acima.  

A quantificação relativa realiza uma comparação entre os CTs, tendo o 

controle endógeno como normalizador da reação, sendo assim, os resultados foram 

analisados baseados na metodologia do ΔΔCT comparativo. Nesta metodologia, 

cada amostra (transfectada e não transfectada) é quantificada tanto para o HAV 

quanto para o controle endógeno, e a diferença entre os valores de CTs gerados 

para ambos os alvos, dará os valores de ΔΔCT. No caso do estudo realizado, foi 

gerado uma amostra calibradora (amostra transfectada não infectada) por dia de 
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infecção neste realizada, sendo este o controle positivo. Os valores finais para 

análise (RQ) com os devidos valores de desvio padrão foram gerados 

automaticamente ao final de cada corrida e a porcentagem de silenciamento 

knockdown foi calculada utilizando a fórmula: 

% de silenciamento = 100-2– ΔΔct (RQ) 

Todas as amostras geradas foram analisadas segundo o calibrador de cada 

dia com amostra não transfectadas infectada. 

Um controle endógeno ideal seria aquele que não apresenta grandes 

variações de quantificação entre as amostras tratadas e não tratadas. Com isso, 

para padronizar o controle endógeno utilizado, fizemos a diferença entre as médias 

dos CTs das amostras transfectadas em relação às amostras não transfectadas 

utilizando os reagentes do controle endógeno. De acordo com a tabela 4.3 

demonstrada abaixo, não houve grandes variações entre as amostras analisadas, 

considerando o controle endógeno utilizado como ideal para análise de quantificação 

relativa. 

 
Tabela 4.3: Média dos CTs das amostras transfectadas e não transfectadas 

para o controle endógeno utilizado. 

 
Média dos CTs das 

amostras transfectadas 

Média dos CTs das 
amostras não 
transfectadas 

RNA ribossomal 15.526 15.410 

 

 

4.11. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada no programa ―GraphPad Prism‖ 5.0. Os 

dados foram relatados como média ± desvio padrão (DP) e os níveis de significância 

foram avaliados utilizando ANOVA. As diferenças foram consideradas significantes 

quando p<0,05. 
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5.  Resultados 

5.1. Viabilidade Celular 

Para avaliar a viabilidade celular após o processo de transfecção, foi realizada 

a metodologia de XTT, através dos cálculos das médias da densidade ótica (D.O.) 

das amostras após cinco dias de cultivo. Considerando os poços que continham 

apenas células, a média da D.O. foi de 0.846nm. Esta média foi utilizada como 

referência admitindo-se como 100% de células viáveis para efeito comparativo. 

Sendo assim, as células infectadas pelo HAV (não-transfectadas) obtiveram uma 

média da D.O. de 0,780 (90,13%) com desvio padrão de 4,065. Já as células 

infectadas e transfectadas, obtiveram uma média de D.O. de 0.621 (73,40%), o que 

caracteriza uma redução de 26,6% na viabilidade celular após cinco dias. O desvio 

padrão deste grupo foi de 2,427. Os resultados apresentam significância estatística, 

uma vez que p<0,0001 em relação ao meio contendo somente células (Figura 5.1). 
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Figura 5.1: Porcentagem de células que permaneceram viáveis cinco dias após o 

processo de transfecção (valor médio) 
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5.2. Curva Dose-Dependente 

Para avaliar a melhor concentração de siRNA para inibir a replicação do HAV 

foi estabelecida uma curva dose-dependente para cada uma das sequências 

analisadas, quarenta e oito horas após a transfecção pelo método de quantificação 

absoluta em PCR em tempo real. Foram utilizadas as concentrações de 0,6nM, 3nM, 

6nM, 9nM, 12nM, 15nM, 18nM e 21nM. A concentração que obteve o maior grau de 

silenciamento para as três sequências utilizadas foi 18nM, em relação ao controle 

positivo. A concentração de 21 nM apresentou uma diminuição da atividade de 

silenciamento. Abaixo segue a tabela com a média das quantificações absolutas da 

curva-dose das sequências analisadas (Tabela 5.1). A partir destes resultados a 

concentração de 18 nM foi utilizada para os estudos de silenciamento (Figura 5.2). 

 

Tabela 5.1: Média da Quantificação Absoluta das concentrações utilizadas para 

estabelecer a curva-dose dependente após 48 horas de transfecção. 

Concentração 
final (nM) 

 Média da Quantificação Absoluta 

(cópias de RNA viral/ml) 

siRNA 
2C1 

siRNA 
3D1 

siRNA 
3D2 

Controle 
Negativo da 
Transfecção 

Controle 
Positivo 

0,6 1,3 x 105 8,0 x 104 3,1 x 104 

1,4 x 105 2,1 x 105 

3 1,1 x 105 7,7 x 104 3,1 x 104 

6 6,7 x 104 5,6 x 104 6,0 x 104 

9 4,4 x 104 7,1 x 104 8,3 x 104 

12 4,0 x 104 1,4 x 105 2,5 x 104 

15 6,7 x 103 2,3 x 103 5,0 x 100 

18 2,1 x 103 1,4 x 103 1,1 x 103 

21 1,2 x 104 3,8 x 103 8,1 x 104 
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Figura 5.2: Curva-dose dependente das sequências de siRNAs utilizadas 48 horas 

pós-transfecção. 

 

5.3. Monitoramento da eficiência de transfecção por 

intensidade de fluorescência 

Para avaliar se o processo de transfecção estava ocorrendo de forma 

eficiente, culturas celulares foram transfectadas com as sequências Silencer R 

FAMTM GAPDH siRNA e Silencer R FAM TM Labeled Negative Control ≠1 siRNA que 

emitem fluorescência quando excitadas. Para o monitoramento foi utilizada a 

metodologia descrita anteriormente com 4 horas pós-transfecção. Na figura 5.3 (A) , 

são mostradas as células não transfectadas (controle). Nas figuras 5.3 (B) e 5.3 (C) 

são mostrados células transfectadas com Silencer R FAMTM GAPDH siRNA e 

Labeled Negative Control ≠1 siRNA, respectivamente. Em tais figuras é possível 

visualizar os complexos fluorescentes no citoplasma celular, que possivelmente 

demonstra que as sequências são internalizadas de forma eficiente com o kit de 

transfecção utilizado, quatro horas após a transfecção. 
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Figura 5.3: Em A, célula não transfectada (controle). Em B, célula transfectada com 

Silencer R FAMTM GAPDH siRNA e em C, célula transfectada com SilencerR 

FAMTMLabeled Negative Control ≠1 siRNA 4 horas após a transfecção (Aumento de 

63X). 
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5.4. Silenciamento 

A avaliação do silenciamento gênico produzido pelos siRNAs utilizados no 

ciclo replicativo do HAV foi analisada para todas as sequências específicas e não 

específicas, admitindo-se como controle positivo (ou amostra calibradora) amostras 

infectadas não transfectadas de cada um dos cinco dias analisados.Todas as 

amostras foram comparadas relativamente ao controle positivo e normalizadas pelo 

controle endógeno. Com isso, avaliamos a porcentagem de replicação 

remanescente e, consequentemente, o grau de silenciamento produzido pelas 

sequências isoladamente e suas combinações.   

 No gráfico referente à análise do 1º dia pós-infecção de todas as seqüências 

utilizadas (Figura 5.6), observa-se que as sequências utilizadas de forma isolada já 

garantem uma redução dos níveis de replicação viral superior a 50%. As células 

transfectadas com a sequência 2C1 isoladamente, tiveram um remanescente de 

replicação de 47,2% e consequentemente um silenciamento de 52,8% com relação 

às células infectadas não transfectadas (controle positivo-CP). Com relação à 

sequência 3D1, encontramos um remanescente de replicação de 34,1% e 

consequentemente um silenciamento de 65,9% com relação ao controle positivo. Já 

a sequência 3D2, temos 78,7% de silenciamento. Das três sequências analisadas 

isoladamente, a 3D2 foi a que apresentou a maior inibição da replicação em 24 

horas pós-infecção. Com relação às combinações analisadas, quando transfectamos 

com 2C1 + 3D1 o silenciamento foi de 57,5%. Para 2C1 + 3D2, o valor foi de 79% e 

para 3D1 + 3D2 encontramos 64,6% de silenciamento. A combinação 2C1 + 3D2 foi 

a que apresentou os melhores resultados em 24 horas de pós-infecção. Quando 

transfectamos com as três sequências juntas, temos apenas 29,8% de 

remanescente de replicação com 70,2% de silenciamento. O controle negativo 

obteve menos de 1% de remanescente de replicação com relação ao CP. Estes 

resultados demonstram que o silenciamento já ocorre desde o primeiro dia de 

infecção, mesmo considerando que em 24 horas os níveis de replicação ainda são 

baixos. 
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Figura 5.6: Análise de Quantificação relativa do RNAm viral no 1° dia pós-infecção.  
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Com relação ao segundo dia de replicação (Figura 5.7), observa-se que o 

silenciamento continua ocorrendo acima de 50%, tanto no tratamento isolado, 

quando nas combinações dos siRNAS. A sequência 2C1 apresentou um 

remanescente de replicação de 39,7% e silenciamento de 60,3%. Já as sequências 

3D1 e 3D2, isoladamente, e a combinação 2C1 + 3D2 tiveram um silenciamento de 

55,1%, 71,8% e 63,2% respectivamente. As combinações restantes, 2C1+3D1, 

3D1+3D2 obtiveram 71,8% e 71,2%, respectivamente, de inibição da replicação 

viral. A combinação 2C1+3D1+3D2  teve um silenciamento de 85,3% com apenas 

14,7% de remanescente de replicação. Este foi o melhor silenciamento observado 

em relação a todas as sequências em todos os dias analisados. Esses resultados 

demonstram que a inibição com os siRNAs continuam ocorrendo em 48 horas pós-

infecção.  
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Figura 5.7 : Análise de Quantificação relativa do RNAm viral no 2° dia pós-infecção. 
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A partir do terceiro dia pós-infecção (Figura 5.8), ainda ocorre o silenciamento 

da replicação superior a 50% para a maioria das sequências, contudo, o poder de 

inibição decai para a maioria dos siRNAs com relação aos dias anteriores. A 

sequência 2C1 permanece com a mesma taxa de 60,3% de silenciamento. As 

sequências 3D1 e 3D2 obtiveram um decaimento do poder de inibição, com 41,1% e 

66,6% de silenciamento. As quatro combinações restantes também apresentaram 

decaimento do poder de inibição, com 47,7%, 49,5%, 62,2% e 75,4% de 

silenciamento, respectivamente, ambos em relação ao 2º dia pós-infecção. 
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Figura 5.8: Análise de Quantificação relativa do RNAm viral no 3° dia pós-infecção 
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No quarto dia de pós-infecção, observa-se um decaimento da inibição da 

replicação pelos siRNAs. A sequência 2C1 teve uma pequena perda do potencial de 

inibição, com 57,7% de silenciamento. A sequência 3D1 teve 23,8% de 

silenciamento, enquanto que a sequência 3D2 obteve 59,8% de silenciamento. As 

combinações obtiveram 30,8%, 32,4%, 48,8% e 54,4% de silenciamento para 

2C1+3D1, 2C1+3D2, 3D1+3D2, 2C1+3D1+3D2, respectivamente. Apesar do 

decaimento do potencial inibitório, 2C1 e 3D2, juntamente com 2C1+3D1+3D2, 

ainda conseguem manter o silenciamento em mais de 50% em relação ao controle 

positivo. Abaixo segue o gráfico referente à análise do 4º dia pós-infecção de todas 

as seqüências utilizadas. 
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Figura 5.9: Análise de Quantificação relativa do RNAm viral no 4° dia pós-infecção. 
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Nos resultados referentes ao 5° dia de pós-infecção (Figura 5.10), observou-

se que as sequências 3D1 e 3D2 tiveram um silenciamento de 1,2% e 6,1%, 

respectivamente. Já as sequências 2C1, 2C1+3D2, 3D1+3D2 e 2C1+3D1+3D2 

tiveram um silenciamento de 88,3% 56,1%, 47,8% e 16,5%, respectivamente. A 

combinação 2C1+3D1 não obteve nenhum silenciamento. 
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Figura 5.10: Análise de Quantificação relativa do RNAm viral no 5° dia pós-infecção 

 

Na Figura 5.11, temos a comparação do silenciamento medido por todas as 

sequências e combinações durante os cinco dias de infecção. De forma geral, 

observou-se que a sequência 2C1 apresenta bons níveis de silenciamento tanto em 

relação à inibição direta da replicação, como em relação à permanência da inibição 

durante os 5 dias analisados. Tal sequência inibe a helicase viral. 

As sequências 3D1 e 3D2 tiveram um decréscimo do potencial de inibição 

com o passar dos dias. A diferença entre elas é a região do RNA mensageiro da 
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proteína 3D do HAV que será degradada, contudo podemos observar que a 

sequência 3D2 consegue ter um potencial inibitório maior que a sequência 3D1. A 

combinação 2C1+ 3D1, de forma geral, também apresentou um decaimento da ação 

com o passar dos dias, com exceção do 2° dia onde ocorreu um aumento.  A 

combinação 2C1+3D2  diminue  a capacidade inibitória com o passar dos dias, 

contudo obteve um aumento do silenciamento ao 5°dia. Na combinação 3D1 + 3D2, 

ressaltando que são duas sequências distintas para a mesma proteína 3D do HAV, 

temos um padrão relativamente semelhante ao anterior, contudo ocorre um aumento 

do silenciamento ao 2° dia e 5° dia em relação aos dias que antecedem. Quando a 

ação das 3 sequências foi analisada em conjunto durante os 5 dias, observamos que 

estes são os maiores níveis de silenciamento encontrados, com remanescentes de 

replicação viral abaixo de 50% em todos os dias e abaixo de 30% em 4 dias.  
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Figura 5.11: Porcentagem de inibição de todas as sequências nos 5 dias analisados. 
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5.5. Imunofluorescência para HAV 

Para confirmação do silenciamento gênico observado na análise feita pelo 

PCR em tempo real, foi realizada imunofluorescência para o HAV em células 

tratadas com as sequências de siRNAs  de forma isolada ou combinada, quarenta e 

oito horas após a transfecção, onde são encontrados os melhores índices de 

silenciamento para a maioria das sequências no PCR em tempo real. 

Na figura 5.12 (A), estão representados células não transfectadas (controle 

positivo), que demonstra uma fluorescência verde intensa dispersa pelo citoplasmae 

a marcação do núcleo celular em azul Na figura 5.12 (B), são células transfectadas 

com a sequência controle negativa RNA#1, mostrando ainda um padrão de uma 

fluorescência verde intensa demonstrando que tal sequência aparentemente não 

influencia na intensidade de fluorescência, que poderiam caracterizar efeitos de 

silenciamento inespecífico para o HAV. 

A figura 5.12 (C) apresenta células transfectadas com a sequência 2C1 

isolada, que parece ter uma diminuição da fluorescência muito tênue. A figura 5.12 

(D), observou-se uma diminuição perceptível da fluorescência nas células, tratadas 

com a sequência 3D1, e na figura 5.12 (E), onde as células foram tratadas com a 

sequência 3D2, também podemos observar uma diminuição da fluorescência, 

contudo ela parece visualmente ser menor que a observada para a sequência 3D1. 

Nas figuras 5.12 (F), 5.12 (G) e 5.12 (H), as células foram tratadas 

respectivamente com as combinações 2C1+3D1, 2C1+3D2 e 3D1+3D2, que 

parecem ter intensidades de fluorescência semelhantes, contudo menor que o 

controle positivo, definindo provavelmente uma inibição intermediária em relação às 

sequências isoladas e as 3 sequências juntas. Finalmente, a figura 5.12 (I), 

demonstra uma considerável diminuição da intensidade de fluorescência com 

relação ao controle positivo, caracterizado por um silenciamento resultante das 

combinações das três sequências juntas. 

A quantificação da fluorescência para correlação com os dados do PCR em 

tepo real serão feitos posteriormente. 
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Figura 5.12: Em A, células não transfectadas (controle positivo), em B, células 

transfectadas com a sequência controle negativa RNA#1, em C, D e E células 

transfectadas com a sequência 2C1,3D1 e 3D2 respectivamente. Em F, G, H, I, células 

transfectadas com as combinações 2C1+3D1, 2C1+3D2, 3D1+3D2 e 2C1+3D1+3D2, 

respectivamente (Aumento 63X). 
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6. Discussão 

Já foi observado que a infecção de cultura celular em cepas do HAV  

raramente causa efeito citopático aparente (Flehmig et al., 1981), mesmo quando a 

infecção é persistente (Provost et al., 1979). Com relação às porcentagens 

encontradas de viabilidade celular, como esperado as células não tratadas e não 

infectadas não apresentaram alteração de viabilidade após cinco dias de cultivo, 

assim como as infectadas pelo HAV. Todavia, com relação ao kit de transfecção 

utilizado, podemos observar uma redução de 24,5% no índice de viabilidade celular 

no tempo analisado, possivelmente caracterizando uma citotoxidade. O kit utilizado é 

baseado em poliaminas que agem de forma semelhante aos lipídios catiônicos, ou 

seja, são nanopartículas de carga positiva que formam complexos com os siRNAs 

tipicamente de cargas negativas, facilitando a penetração destas através da 

membrana plasmática (Kim et al., 2009). Contudo, altas densidades de cargas 

catiônicas podem eventualmente induzir uma desestabilidade na membrana 

plasmática celular o que pode levar a citotoxidade (Piest et al., 2010). Em um estudo 

recente, foi demonstrado que, em condições de transfecção realizadas neste estudo, 

utilizando uma estratégia de transfecção baseado em lipídios catiônicos, em 

quarenta e oito horas houve uma viabilidade celular em torno de 68% avaliado por 

XTT em células de rim de macaco verde africano-SV40 (COS-7) em meio com baixa 

concentração de soro (Piest et al., 2010). Levando tais parâmetros em consideração, 

mesmo com a toxicidade observada, a viabilidade celular de 75,5% em cinco dias de 

observação parece ser o esperado (Piest et al., 2010). 

Após o estabelecimento da viabilidade celular, o kit de transfecção utilizado foi 

avaliado em relação a eficiência de internalização das sequências para a linhagem 

celular FRhK-4. O tempo de transfecção pode variar entre 4h a 48h de acordo com a 

linhagem celular utilizada (Ambion, 2007). Nossos resultados demonstraram que é 

possível identificar inúmeros complexos de transfecção no citoplasma celular após 

quatro horas de transfecção. Para estudos com CBV4, a formação destes 

complexos foi observada 24 horas pós-transfecção (Tan et al., 2010). Estudos 

anteriores já demonstraram que períodos muito longos de transfecção podem 

diminuir a viabilidade celular pela citotoxidade inerente ao agente de transfecção, 

ainda assim, a taxa de divisão celular torna transiente a ação dos complexos de 



61 
 

 

siRNAs sintéticos em células de mamíferos, levando consequentemente a uma 

diluição dos complexos de transfecção com o passar do tempo (Capodici et al., 

2002). Além disso, o meio de cultura em que ocorre a transfecção deve conter 

baixas concentrações de soro fetal bovino (SFB), pois sabe-se que tal suplemento 

contém grandes quantidades de inibidores que podem eventualmente degradar os 

complexos de transfecção (Akhtar et al., 2007), em contrapartida, o SFB é essencial 

ao crescimento celular, sendo assim, tempos relativamente curtos de transfecção em 

meio com baixas concentrações de soro provavelmente asseguram uma 

internalização eficiente sem prejudicar o crescimento celular (Akhtar et al., 2007). 

A ação de siRNAs para diminuição da replicação do vírus do HAV, 

demonstrou ser dose-dependente, como já observado em estudos de inibição de 

HSV e para o vírus da hepatite E (HEV) (Bhuyan et al., 2004; Huang et al., 2009). 

Neste trabalho a concentração ideal de siRNA foi 18nM. Em estudos de 

silenciamento gênico em células de mamíferos, observa-se o uso de uma grande 

variedade de concentrações de siRNAs, que tipicamente variam de 20nM 

(Semizarov et al. 2003) a 200nM (Wu et al. 2003). Entretanto, outros estudos já 

demonstraram que concentrações acima de 10nM já são suficientes para um 

silenciamento efetivo (Bhuyan et al., 2004; Huang et al., 2009). Sendo assim, 

observou-se ainda perda do silenciamento na concentração de 21nM, o que poderia 

caracterizar um efeito inespecífico.  A concentração ideal é aquela que garanta o 

maior grau de silenciamento sem efeitos inespecíficos. O estabelecimento de uma 

curva dose-reposta para as sequências de siRNAs utilizadas é de extrema 

relevância, pois trabalhos já mostraram que baixas concentrações de siRNAs podem 

produzir efeitos inespecíficos, assim como, altas concentrações (Persengiev et al., 

2004). Tais efeitos incluem principalmente a ação sobre genes inespecíficos. 

Com relação à taxa de silenciamento encontrada, a sequência 2C1 isolada foi 

a que apresentou uma melhor taxa de manutenção do silenciamento nos cinco dias 

analisados.Tal sequência tem como alvo a região 2C do genoma, responsável pela 

produção da helicase viral. Nos estudos de Kanda e colaboradores em 2004, que 

utiliza as mesmas sequências deste estudo, foi identificado uma excepcional 

eficiência desta sequência de siRNA, com 73,6% de inibição em quarenta e oito 

horas pós- transfecção. Isto pode ser devido ao fato de que a região alvo para a 

ação desta sequência ser mais exposta no genoma do HAV (cepa 18f) do que as 
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demais sequências utilizadas (Kusov et al., 2006). Contudo, com relação às células 

transfectadas com tal sequência, a visualização da diminuição da replicação pela 

intensidade de fluorescência se apresentou muito tênue. O HAV possui uma 

replicação persistentemente e não sincrônica, e uma diminuição dos níveis de RNA 

viral não necessariamente pode garantir uma diminuição na produção de proteínas 

estruturais formadoras dos epítopos conformacionais de superfície do HAV (Kusov 

et al., 2006). 

As sequências 3D1 e 3D2 também foram avaliadas por Kanda e 

colaboradores em 2004, e em tal estudo foi observado 65,7% e 48,6% de 

silenciamento respectivamente também em quarenta e oito horas pos-transfecção. 

Confrontando tais resultados com os encontrados no presente trabalho, verificamos 

índices relativamente maiores de silenciamento para tais sequências no tempo 

analisado, com uma queda de ação ao terceiro dia. Esta diferença pode estar 

relacionada com o fato de nossa análise medir diretamente a quantidade de RNA 

viral, o estudo tomado como referência realiza uma análise baseada na atividade da 

enzima luciferase que foi flanqueada a uma replicon do HAV, o que talvez possa não 

observar níveis reais totais de silenciamento.  

Foi observado ainda que tais sequências possuem diferentes índices de 

silenciamento, mesmo considerando que elas agem degradando o mesmo RNAm 

viral alvo. Isto pode estar relacionado com os diferentes rearranjos estruturais 

secundários que o RNA mensageiro alvo pode apresentar em toda a sua extensão, 

o que caracteriza uma ação mais potente de determinada sequência em detrimento 

de outra (Kawasaki et al., 2003). Na análise de imunofluorescência, também foi 

observado que o silenciamento, com a sequência 3D2 parece funcionar melhor que 

a 3D1. 

Em estudos de inibição por siRNA em Coxsackievirus B4 (CVB4), outro 

membro na família Picornaviridae, também observou-se uma inibição da replicação 

viral para sequências direcionadas para a região 3D no genoma, além de outras 

sequências para regiões não estruturais. Foi encontrando aproximadamente 60% de 

inibição em 48 horas pós-transfecção na análise por PCR em tempo real, confirmado 

pela redução da formação de placas em células tratadas com esta sequência. 

Contudo, não foi demonstrado uma maior atividade antiviral quando sequências para 

alvos distintos foram utilizadas em conjunto (Tan et al., 2010). 
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Para Coxsackievirus B3 (CVB3), também pertencente à família dos 

picornavírus, sequências para regiões estruturais, não estruturais e não codificantes 

foram analisadas. Os alvos não estruturais apresentaram um melhor índice de 

inibição com relação aos alvos estruturais (Yuan et al., 2005) o mesmo foi observado 

para enterovírus 71 (EV71) (Sim et al., 2005). 

As regiões do genoma que codificam proteínas não-estruturais, exercem 

importantes funções no processo de replicação e consequentemente possuem uma 

menor taxa de mutação. Isto é um fator a ser considerado, principalmente no que se 

refere a síntese das sequências de siRNAs para vírus com genoma RNA, tais como 

HAV, CVB3, CVB4, que já possuem naturalmente uma maior taxa de mutação com 

relação aos vírus de DNA, favorecendo o surgimento de variantes que 

eventualmente possam escapar da ação de siRNAs (Gitlin et al., 2005) 

Quando duas sequências foram transfectadas simultaneamente, encontramos 

uma melhora no índice de silenciamento com a combinação que resulta na 

degradação do mesmo RNAm alvo (3D1+3D2), confirmado pela imunofluorescência 

realizada para o HAV. As demais combinações (2C1+3D1 e 2C1+3D2) também 

obtiveram boas taxas de silenciamento, nos cinco dias analisados, contudo com 

2C1+3D2 funcionando melhor que a 2C1+3D1 no curso da infecção. Com relação à 

comparação na imunofluorescência, não foi possível visualizar diferenças 

significativas de intensidade entre tais combinações, todavia a intensidade se 

mostrou menor comparada ao controle positivo.  

Os melhores resultados de silenciamento foram observados nas análises 

feitas com as três sequências juntas onde foi possível observar um silenciamento 

efetivo tanto na análise molecular quanto na imunofluorescência. Estudos já 

demonstraram que existe uma maior eficiência com o uso de múltiplas sequências 

na diminuição da replicação de HCV (Kronke et al., 2004), poliovírus (Gitlin et al., 

2005) e HIV (Ji et al., 2003). Além disso, a utilização de múltiplas sequências 

reduzem efeitos inespecíficos em genes celulares, possivelmente assegurando que 

somente sequências conservadas no genoma viral sirvam como alvo (Kusov et al., 

2006). 

Neste estudo, foi possível a detecção do antígeno viral produzidos pelo HAV 

48 horas pós-infecção. Estudos anteriores relatam que a detecção de antígenos 

virais do HAV por imunofluorescência ocorre em torno de 72 horas pós-infecção 
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(Zou et al., 1991). Resultados preliminares de um projeto desenvolvido em nosso 

laboratório para produção de um anticorpo primário IgY anti-HAV (Vasconcelos, 

2010) usado neste estudo, vem demonstrando que tal anticorpo parece ser mais 

sensível para a detecção de antígenos virais do HAV em tecidos hepáticos de 

primatas não humanos se comparado com o anticorpo norte-americano anti-HAV 

(United States Biological, Swampscott, MA, USA) disponível comercialmente (dados 

ainda não publicados).Sendo assim, é provável que seja possível uma detecção 

precoce da partícula viral em culturas celulares infectadas utilizando tal anticorpo.  

Com relação aos estudos de silenciamento de outros vírus causadores de 

hepatites, vemos que para a hepatite B (HBV), o principal alvo para ação de siRNAs 

tem sido o antígeno de superfície ―s‖ (HBsAg), sendo relatado uma redução de 80% 

(Ying et al., 2007) a 94,2% (McCaffrey et al., 2003) em cultura celular e de 84,5% 

(McCaffrey et al., 2003) a 90% (Ying et al., 2007) em soro de camundongos. Além 

disso, foi ainda observado por detecção histopatológica, uma redução de cerca de 

90% do antígeno de superfície ―c‖ (HBcAg) em hepatócitos de camundongos sob a 

ação de siRNAs, demonstrando que o silenciamento também pode ocorrer in vivo (M 

McCaffrey et al., 2003). Já para Hepatite C, estudos relatam uma redução de cerca 

de 99% para sequências desenhadas para as regiões ORF1 e ORF2 do genoma 

viral (Kronke et al., 2004), além de uma redução de 92% para regiões não 

codificantes do genoma (Chevalier et al., 2007). Para o vírus da Hepatite E, também 

foi observado o silenciamento por siRNAs, cerca de 80% de inibição para a região 

ORF 2 do genoma (Huang et al., 2009). 

Nossos estudos demonstraram ainda um caráter transiente da ação dos 

siRNAs com o passar do tempo para a maioria das sequências e suas combinações. 

Já foi observado que neste sistema os siRNAs possuem um decaimento 

considerável depois de cinco dias de ação (Bhuyan et al., 2004). Em trabalhos com 

EV71, foi observada uma ação de no máximo 72h (Sim et al., 2005; Tan et al., 

2007). Vários estudos vem buscando uma melhor eficiência e sustentabilidade na 

interferência da replicação viral, incluindo o desenvolvimento de vetores que 

expressam siRNAs, além de múltiplas aplicações de siRNAs (Kusov et al., 2006; Li 

et al., 2010).  

Além disso, estudos sobre a cinética de replicação HAV em cultura celular de 

FRHK-4, demonstraram que a replicação ocorre a partir da primeira hora pós-
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infecção (hpi), com um pico de replicação entre 30hpi e 50hpi e formação de 

grandes quantidades de partículas virais ao terceiro dia de infecção (de Paula et al., 

2009), o que poderia justificar nossas melhores taxas de inibição ao segundo e 

terceiro dia pós-infecção. 

Em outros trabalhos, foi observado ainda que algumas sequências podem 

aumentar a replicação viral, podendo possivelmente ser resultante de uma estratégia 

de escape viral a ação de siRNAs (Kusov et al., 2006). Em nosso sistema, a 

replicação HAV não foi completamente suprimida, possivelmente devido à 

estabilidade do RNA e remanescente de transcrição, permitindo tradução sustentada 

e replicação do genoma viral (Gauss-Muller et al., 2002). 

Consideramos estes resultados preliminares de silenciamento in vitro 

satisfatórios, pois parecem estar de acordo com outros dados presentes na 

literatura. Todavia, pretendemos realizar ainda alguns aperfeiçoamentos 

metodológicos, visando aumentar a eficácia da ação das sequências trabalhadas, 

como por exemplo, a busca de outras metodologias de transfecção com menores 

taxas de citotoxidade e padronizações de outros controles endógenos. 

A utilização de siRNAs como uma estratégia anti-viral, vem progredindo 

rapidamente. Esta ação alvo-específica que atua diminuindo a replicação viral pela 

degradação do genoma viral, tem se mostrado uma técnica altamente promissora, 

surgindo como uma alternativa com relação ao desenvolvimento de novas terapias 

anti-virais. Os vírus de genoma RNA, como o HAV, são modelos relativamente mais 

atrativos para a ação de siRNAs, pois tais podem agir em vários níveis do ciclo 

replicativo, inclusive no próprio genoma. No entanto, a metodologia de RNAi é 

confrontada com vários desafios que devem ser superados para uma efetiva 

utilização como estratégia antiviral.  

Além disso, uma das principais perspectivas deste projeto é iniciar os estudos 

utilizando as três sequências em conjunto, na tentativa de silenciamento da 

replicação do HAV in vivo. Os modelos experimentais utilizados seriam primatas não 

humanos infectados, onde já temos dados do curso da infecção pelo HAV (Amado et 

al., 2010). Este seria um passo importante na tentativa do desenvolvimento de uma 

terapia contra a Hepatite A.   
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7. Conclusões 

 Foi possível traçar um perfil de silenciamento da replicação do HAV por RNAs 

de interferência em cultura celular. 

 

 Observou-se uma queda de 24,5% na viabilidade celular após 5 dias de 

infecção, indicando uma possível citotoxidade referente ao kit de transfecção 

utilizado. 

 

 A concentração ideal de siRNAs para inibição da replicação do HAV foi de 

18nM. 

 

 Observou-se que as sequências foram internalizadas com o kit de transfecção 

utilizado em 24 horas após a transfecção. 

 

 A sequência 2C1 que inibe a helicase viral inibiu a replicação do HAV abaixo 

de 50% nos 5 dias analisados.  

 

 As melhores taxas de inibição foram conseguidas com a ação das três 

sequências em conjunto, inibindo a helicase e a protease viral 

simultaneamente, com 85,4% de inibição no 2º dia pós-transfecção. 

 

 Ao 3º dias pós-transfecção, foi observada uma queda na taxa de 

silenciamento. 

 

 Através da imunofluorescência, a inibição da replicação do HAV foi 

confirmada para as sequências analisadas.  
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