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O genoma do girovirus aviario 2 (AGV2) codificastpgroteinas, sendo uma delas a VP3.
Essa proteina é homodloga a proteina apoptina dis dia anemia infecciosa das galinhas
(CAV), para a qual diversos estudos evidenciam wteneial pré-apoptotico em células
tumorais humanas. Levando-se em consideracdo albgim@ntre essas proteinas, torna-se
relevante investigar a capacidade de inducdo dptegm da proteina VP3 do AGV2 em
células tumorais humanas.

Vetores adenovirais recombinantes expressandovém@antes da VP3 do AGV2 (
PAd<VP3-T>, pAd<VP3-SM> e pAd<VP3-N1>) e o comér@xpressando o gethacZ (
pAd<LacZz> ) foram utilizados na transformacéo Kleoli TOP10 (Invitrogen) e posterior
clonagem. O DNA plasmidial foi entdo extraido pdsel alcalina, e a sequéncia de
nucleotideos e a fase de leitura foram confirmadasequenciamento.

Apé6s a clivagem com a enzima de restriggad seguida da purificacdo por
fenol/cloroférmio e precipitacdo com isopropanok deetores adenovirais recombinantes,
realizou-se a transfeccdo de um micrograma dessdeses em células 293A (linhagem de
células embrionérias renais humanas) utilizandofeigtamina™ 2000. Apos a visualizacdo
do efeito citopatico, novas passagens foram rellgz@ara aumentar a carga viral, e o titulo
viral para cada variante foi calculado. A transawiglos mMRNAS foi confirmada por meio de
RT-PCR.

Os adenovirus recombinantes foram inoculados &redies MOIs em células MRC-
5 (linhagem de fibroblasto pulmonar humano) e etalag A549 (linhagem de carcinoma
pulmonar humano) em placas de 96 poc¢os; como demtegativo foi utilizado tampao PBS.
O meétodo colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dintiatibl-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT;
Sigma-Aldrich) foi utilizado para avaliar a viabidide celular apés a inoculacdo dos
adenovirus recombinantes expressando as trés tesrida VP3 do AGV2.

Os resultados dos testes aqui expostos revelarasgagenovirus recombinantes, cada
qual expressando uma variante da VP3 do AGV2, milecrescimento celular tanto das
células tumorais A549 quanto das células normai<CNBRContudo, a inibicdo das células
A549 é significativamente superior ao verificads nélulas MRC-5.



