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RESUMO

Atualmente, as culturas celulares sdo consideradas uma das ferramentas mais
importantes na virologia. Os meios de cultura utilizados na manutencéo destes sistemas
nao oferecem capacidade as células de adsorver e se multiplicar em matrizes plasticas
sem a adi¢do suplementar de soro fetal bovino (SFB). Entretanto, o uso do SFB ndo é
aconselhavel devido as variagbes encontradas entre os lotes, o alto grau de proteina
animal e a possibilidade da presenga de agentes infecciosos. Além dos aspectos
sanitarios, existe o aspecto ético em relagéo a obtencao deste produto biolégico. Com o
aumento dos ensaios in vitro a quantidade estimada de producado de soro fetal bovino
no mundo € de aproximadamente 500.000 litros/ano, isto significa, mais de 1.000.000
de fetos bovinos sacrificados para obteng¢do de SFB. O objetivo deste estudo foi cultivar
as células CER (chicken embryo related) em diferentes meios de cultura: M-VSFM, 293-
SFMII, VP-SFM, VP-SFM AGT, Glasgow, Leibovitz 15, adicionados de 2ug/ml ou
5ug/ml de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) e verificar a possibilidade das estirpes
virais Lukert e Farangher de se adaptarem neste sistema. Nesta cultura a expressao da
fibronectina e da laminina (LB1 e LB2) foram dectadas por imunofluorescéncia e
imunoperoxidase indireta, respectivamente. As monocamadas de células CER foram
infectadas pela estirpe Lukert e Farangher, sendo a m.o.i (multiplicidade de infecgéo)
utilizada de 1.0. Apo6s trés passagens, o RNA viral foi extraido para determinar as
substituicbes genéticas. A regido hipervariavel do gene VP2 foi amplificada por
RT/PCR. Para confirmar as mutacbes, os produtos da PCR foram sequiénciados e
comparados com as sequéncias de VDIB publicadas no GenBank. Os resultados
demonstraram que o meio VP-SFM e 5ug/mL de IGF-1 aplicado as culturas foi o melhor
para a adaptacéao direta do cultivo das monocamadas sem adi¢do de SFB. Em relagcéo
a deteccdo da proteina extracelular, a fibronectina foi induzida na sua sintese com a
adicdo de 5ug/ml de IGF-1. A expressdo da laminina B em processo de apoptose
celular revelou maior viabilidade das células CER cultivadas sem SFB. Pela analise do
sequénciamento, das trés posi¢cdes fundamentais para a adaptacgado viral: 253, 279 e
284; somente a posigcédo 279 sofreu substituicdo de aminoacido (D— N). Neste sentido,
podemos concluir que a adaptacdo viral ao cultivo celular, apdés passagens
consecutivas, resultou em baixa alteragcdo genética, conservando propriedades
antigénicas e patologicas das estirpes originais.

Palavras-chave: VDIB, células CER, IGF-1, cultivo celular



ABSTRACT

Currently, the cell culture are considered one of the tools most important in the virology.
The culture medium used in the maintenance those systems do not offer capacity to the
cells of attachment and if spread in plastic surfaces without the supplementary addition
of foetal bovine serum (FBS). However, the use FBS is not advisable due to batch-to-
batch variation in composition, the high animal protein content, and the possibility of the
presence of infectious agents. Beyond the sanitary aspects, exists the ethical aspect in
relation to the attainment of this biological product. With the increase of in vitro assays
the amount of FBS produced in the world is estimated at approximately 500.000
litres/year, this carry in 1.000.000 bovine fetuses sacrified for FSB attainment. The aim
of this study was to adapt the CER cells (chicken embryo related) on different medium:
M-VSFM, 293-SFMII, VP-SFM, VP-SFM AGT, Glasgow, Leibovitz 15, supplemented by
2ug/ml or 5ug/ml IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) and to verify the possibility the
Lukert and Farangher viral strain adapted in this system. The expression of the
fibronectin and laminin (LB1 and LB2) were detected by immunofluorescence and
indirect immunoperoxidase, respectively. The CER cells monolayer had been infected
by Lukert and Farangher strain, being the m.o.i (infection multiplicity) used of 1.0. After
three passages, viral RNA was isolated to determine the genetic changes. The
hypervariable regions of the VP2 gene was amplified by RT/PCR. To confirm the genetic
changes, PCR products were sequenced and compared to the sequences of the
GenBank published VDIB strain.The results had demonstrated that the medium VP-SFM
and 5ug/mL IGF-1 applied to the cultures was optimum for the direct adaptation of the
culture of the monolayers without addition of FBS. In relation the detection of the
extracellular protein, the fibronectin was induced in its synthesis with the addition of
5ug/ml of IGF-1.The expression LB1 and LB2 in process cellular apoptosis revealed
larger viability CER cell kept without FBS. By sequencing analysis, of the three
fundamental positions to the adaptation viral: 253, 279 and 284, only the position 279
suffered genetic changes (D— N). Finally, taken together our results, IBDV adaptation to
cell culture has provided less genetic changes, keeping antigenicity and pathology
characteristics from the parental strains.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Definigao de cultura celular

O sistema de cultivo celular aplicado na virologia € uma das metodologias
laboratoriais utilizadas para propagacéo viral. Uma das técnicas mais antigas utilizadas
para este propoésito € a inoculagdo em ovos embrionados e, ou, o de animais
experimentais. A cultura de tecidos € amplamente descrita na literatura, e teve seu
inicio com a descoberta da capacidade de tecidos ou, mesmo células individualizadas
adsorver em suportes plasticos e/ou vidros (PRICE & GREGORY, 1982; PAZOS et al.,
2004).

A técnica de cultivo celular, que por definicdo € o crescimento e a manutencéo
de tecidos vivos in vitro, pode ser agrupada sob dois aspectos biolégicos: culturas de
fragmentos de tecido e cultura de células individualizadas provenientes da dissociagédo
tecidual. Na sua origem, a cultura celular baseava-se em manter pequenos fragmentos
de tecidos em placas de Petri, adicionados de meio de cultura, com o objetivo de
promover o isolamento de material biolégico, oriundo de animais infectados
naturalmente (AATB, 2002).

Nesse aspecto, a cultura de fragmentos de 6rgdos, mais conhecida na medicina
veterinaria, é a de anel traqueal, utilizada para isolamento e tipificacao de Coronavirus

Grupo 3, tendo como protétipo o virus da Bronquite Infecciosa (COOK et al., 1999).



1.2. Classificacao das culturas celulares

Atualmente, as culturas celulares sdo, sem sombra de duvida, as ferramentas
mais importantes em um laboratério de virologia, existindo trés tipos basicos, cada qual
apresentando vantagens e desvantagens.

As culturas celulares primarias sdo derivadas diretamente dos tecidos e contém
uma populacdo heterogénea de células. Dessa forma, tecidos de fetos ou de animais
recém-nascidos sao as fontes deste tipo de cultura celular, com a grande vantagem de
promover o isolamento de particulas virais diretamente do material biolégico (AATB,
2002). Entretanto, a grande desvantagem é a possibilidade de contaminac¢ao da cultura
por virus latente e a necessidade de fornecimento constante do material biol6gico o que
encarece este sistema. Ademais, o numero de divisbes celulares neste sistema é
extremamente baixo, o que limita a sua manutencdo, nao ultrapassando o limite de
Hayflick (KING, 1996).

As culturas celulares, denominadas de cultura de células dipléides, caracterizam-
se por possuir o numero de seu cariétipo idéntico as células de origem e, podem ser
cultivadas e propagadas, geralmente até 50 passagens consecutivas. (KING, 1996).
Este sistema é sensivel para o isolamento de virus e contém uma populagdo mais
selecionada que as culturas primarias. Além disso, a possibilidade de contaminacao por
virus latente nao existe (TRABULSI & ALTERTHUM, 2004).

Em contrapartida, linhagens celulares continuas sao derivadas de tecido
neoplasico ou de células normais que sofreram mutagbes e, podem ser cultivadas

indefinidamente. Nessas linhagens celulares, denominadas de aneupléides, as células



contém um numero anormal de cromossomos sendo, uma das caracteristicas mais
importantes a ser observada. Este tipo de cultura é extremamente util para fins de
diagnéstico, isolamento e propagacéo do virus. Sdo células de obtencao mais facil, pois
podem ser mantidas no laboratério através de repiques sucessivos e,
conseqlientemente, sdo as culturas celulares de menor custo. A principal desvantagem
das culturas de linhagem continua € sua menor sensibilidade ao cultivo do virus, com

relacéo as culturas primarias e linhagens diploides (TRABULSI & ALTERTHUM, 2004).

1.3. Meio de cultura

Em relagcéo aos meios de cultura, empregados no cultivo celular, componentes como
aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos e fontes de carbono, como glicose, estao na
sua maioria incorporados aos meios sintéticos comerciais. Entretanto, esta composicao
nao oferece capacidade as células de adsorver e se multiplicar em matrizes plasticas
de culturas denominadas estaticas, sem a adicdo suplementar de soro fetal bovino
(SFB). Com efeito, as concentragdes de 5-20% de SFB s&o as mais empregadas,
proporcionando propriedades biolégicas de adeséao e proliferagcao celular, entretanto, os
principais mecanismos envolvidos neste processo nédo estdo bem esclarecidos
(BUTLER & SPIER, 1984; DUEL, 1987; CRUZ et al., 2000; FRAZATTI-GALLINA et al.,

2001; LEE et al., 2003; FERREIRA et al., 2005; GENZEL et al., 2005).



1.4. O papel do soro fetal bovino na cultura celular

Por muitos anos, o soro fetal bovino (SFB) foi considerado um suplemento
padrdo e essencial a cultura celular por fornecer um amplo espectro de
macromoléculas, proteinas transportadoras de lipideos e elementos traco, fatores de
ligagdo e extensdo das células, horménios e fatores de crescimento, que s&o
responsaveis pela proliferagdo e manutencéo celular. Além disso, o SFB ¢é classificado
como um suplemento universal por permitir o crescimento de muitos tipos de células,
tanto humanas quanto de outros animais, eliminando assim o processo de
desenvolvimento de formulacdo de um meio especifico para cada tipo de célula

(GSTRAUNTHALER, 2003).

1.5. Cultura celular sem adigdo de SFB

No que tange as novas perspectivas na técnica de cultivo celular, autoridades
reguladoras na Europa (EMEA) e nos Estados Unidos da América (Food and Drug
Administration-FDA) tem encorajado o uso de produtos biol6gicos que reduzam o uso
de proteinas de origem animal, como o SFB (SAKODA et al., 1998; MERTEN et al.,
1999; MARANGA et al., 2002; MERTEN, 2002; GERHARD, 2003; PAZOS et al., 2004;
MOCHIZIKI, 20086).

Neste sentido, culturas celulares que contenham SFB cada vez mais se tornam
indesejaveis para a producdo de vacinas e uso em animais de producdo. As
desvantagens s&o as variacdes entre os lotes (Tabela 1), o alto grau de proteina

animal, o que acarreta o processo de purificacéo, e por fim, a possibilidade da presenca



de agentes infecciosos, como Mycoplasma, alguns Retrovirus, € mesmo 0s prions
(BJARE, 1992; ELIOT, 1999; VAN DER VALK et al., 2004). Além dos aspectos
sanitarios, existe o aspecto ético em relagéo a obtencao deste produto biolégico. Com o
aumento crescente dos ensaios in vifro a quantidade estimada de producéo de soro
fetal bovino no mundo € de aproximadamente 500.000 litros/ano, o que significa o
sacrificio de 1.000.000 de fetos bovinos para obtencdo de SFB. Diante deste fato,
pesquisas devem ser encorajadas no sentido de preencher os 3R dos protocolos de
“Good Cell Culture Practice” Refine, Replace and Reduce (HARTUNG et al., 2002;

JOEHENS et al., 2002; COBO et al., 2006).

TABELA 1- Componentes presentes no soro fetal bovino e sua enorme variagdo nas
concentragdes segundo Priece e Gregory (1982).

Composigcéo bioquimica do soro fetal bovino

Componentes Concentragao Variagoes
Proteina total 3,8 g/100mL 3,2-7,0
Albumina 2,3 g/100mL 2,0-3,6
Endotoxinas 0,36 ng/ml 0,01-10,0
Hemoglobina 11,3 mg/100ml 2,4 -18,1
Colesterol 31 mg/100mL 12 - 63
Acidos graxos
Fosfolipideos Sem padronizacao
Triglicerideos
Glicose 125 mg/100mL 85 - 247
Insulina 10 pU/mi 6-14
Corticoides 0,5 ug/100mi 0,1-23
Tiroxinas 12,1 ng/100ml 7,8-15,6
Tironina 119 ng/100ml 56 - 223
PTH 1718 pg/ml 85-6180
PGE 5,91 ng/mi 0,5-30,5

PGF 12,33 ng/ml 3,8-42,0




Diversos sao os trabalhos na literatura, relatando a eficiéncia e a padronizagao
de meios de cultura sem SFB e/ou qualquer proteina de origem animal. Esses estudos,
por sua vez, originaram férmulas comerciais de meios de cultura aplicaveis as técnicas
laboratoriais de virologia, que revolucionaram os sistemas de cultivo celular (BUTLER &
SPIER, 1984; CRUZ et al., 1998; SAKODA et al., 1998; BUTLER et al., 2000; CRUZ et
al., 2000; KALLEL et al., 2002; FERREIRA et al., 2003; LEE et al., 2003; CARDOSO et
al., 2005a; CARDOSO et al., 2005b; GENZEL et al., 2005; GHENDON et al., 2005;

MAGAKI et al., 2005; MOCHIZIKI, 2006).

1.6. Origem da célula CER

A célula denominada “Chicken Embryo Related” (CER) tem sido utilizada desde
1977, com a sua primeira publicacdo, em experimentos envolvendo o virus rabico,
posteriormente outros como o Rift Valley fever virus, Poxvirus, virus da estomatite
vesicular, e mais recentemente, com o virus sincicial bovino (SMITH et al., 1977,
MOUSSA, et al., 1982; TANTAWI et al., 1983; SUPERTI et al., 1984; SUPERTI et al.,
1986; SUPERTI et al., 1988; CONTI et al.,, 1991a; SPILKI et al., 2006). Embora,
aproximadamente trés décadas se passaram ainda ndo se tem uma completa definicao
da origem destas células. Na literatura, descreve-se que as células CER derivaram de
um acidente laboratorial, onde fibroblastos de embrido de galinha e cultura de células
BHK-21 misturaram-se e originaram as células CER (BUSSEREAU et al., 1982).

A respeito da caracterizacdo prévia, de que as células CER derivaram de um
acidente laboratorial, as mesmas diferem das células BHK-21 na morfologia e no

comportamento durante o cultivo celular (Figura 1), entretanto apresentam



caracteristicas antigénicas semelhantes na superficie celular como demonstraram

Smith et al. (1977).

A R

FIGURA 1- A) Morfologia das células CER em cultivo de 48h; B) Morfologia das células
BHK-21 em cultivo de 48h (Fonte: CARDOSO, 2006).

Devido a importéncia do uso das células CER, a facilidade do seu cultivo e, a
diversidade de modelos virais susceptiveis, € enfatizada a necessidade de uma

adequada caracterizagao genotipica, fenotipica e bioldgica destas células.

1.7. Propagacao in vitro do VDIB

O isolamento, a propagacao e o diagnéstico do Virus da Doenca Infecciosa da Bursa
de Fabricius (VDIB) in vitro sdo métodos muito dificeis e trabalhosos, geralmente
empregam-se culturas celulares primarias, incluindo células de rim, linfécitos e

fibroblastos de embrides de galinha (LUKERT & DAVIS, 1974; NIEPER et al., 1999).



Nessas culturas o virus produz efeito citopatogénico caracteristico, que se apresenta

como degeneracgédo e arredondamento das células (JACKWOOD et al., 1987).

Como as culturas celulares primarias sdo cultivadas finitamente in vitro, devendo ser
freqlentemente propagadas a partir do tecido de origem através de processos
demorados e laboriosos (JACKWOOD et al., 1987; MCNEILLY et al., 1999). Diversos
estudos foram iniciados com a finalidade de substituir a utilizagdo de culturas primarias
por linhagens celulares continuas, como Vero, BHK-21, BGM, e CER, na replicagéo do
VDIB (LUKERT, et al., 1975; JACKWOOQOD et al., 1987; FREDERIC et al., 1992; SIMONI
et al., 1998; SIMONI et al., 1999; AHASAN et al.,, 2002; MARINHO et al., 2003;

RASOOL & HUSSAIN, 2006).

Ademais, foi demonstrado que a adaptacéo do VDIB para propagar em células CER
ocorre facilmente, com os efeitos citopatogénicos (arredondamento e destacamento das

células) sendo visualizados 12 horas pés-infecgao (Figura 2) (CARDOSO et al., 2000).

FIGURA 2- A) Efeitos citopatogénicos observados 12 horas p6s-infeccao em células CER
infectadas pelo VDIB. B) Células CER nao infectadas. (Fonte: CARDOSO et al., 2000).



1.8. Doenca Infecciosa da Bursa (DIB) ou Doenga de Gumboro

A DIB foi relatada pela primeira vez em 1962, depois de surtos ocorridos
proximos a regido de Gumboro, Delaware, Estados Unidos da América (COSGROVE,
1962); sendo que no Brasil o primeiro diagnéstico foi realizado somente em 1972
(NAKANO et al., 1972). Esta enfermidade é caracterizada como uma infecgéo viral
aguda, altamente contagiosa e imunossupressiva, que acomete preferencialmente,
aves nos primeiros dias de vida (COSGROVE, 1962; CHEVILLE, 1967; LUKERT &

SAIF, 1991; VAN DEN BERG, 2000).

O 6rgéao alvo do virus € o tecido linféide, principalmente a Bursa de Fabricius (BF),
que é a fonte especifica de linfocito B nas aves (LUKERT & SAIF, 1991; MULLER et al.,
2003). A deplecao linfocitaria causada pelo VDIB é mais grave, quanto mais precoce for
o processo de infecgdo. Nas aves infectadas, mais tardiamente, o processo de
imunodepressdo nao é tao severo, pois os linfocitos da bursa ja tiveram tempo de
migrarem para outros 6rgaos, principalmente o bago e a medula vermelha (SHARMA,
1984; RODRIGUES, 2002). Animais bursectomizados apresentam alta resisténcia a
infeccao (KAUFER & WEIS, 1980; HIRAGA et al. 1994), o que explica o baixo indice de

infecgéo de aves adultas, onde a BF encontra-se fisiologicamente atrofiada.

A infeccédo classica da DIB é caracterizada por anorexia, depresséo, penas eri¢cadas,
diarréia mucdide e por uma severa imunodeficiéncia que induzem a morbidade e
mortalidade das aves (COSGROVE, 1962; FARAGHER et al, 1974; LUKERT & SAIF,
1991). As aves infectadas pelo VDIB respondem fracamente a imunizag&o contra outros
patbgenos, dessa forma, tornam-se vulneraveis a outras doengas como: coccidiose

(ANDERSON et al., 1977), doenga de Marek (CHO, 1970; SHARMA, 1984), anemia
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hemorragica, dermatite grangrenosa, laringotraqueite infecciosa (ROSENBERGER &

GELB, 1978), bronquite infecciosa, salmonelose, colibacilose (WYETH, 1975).

Atualmente, a Doenca de Gumboro tem sido considerada um dos maiores problemas
na avicultura mundial, especialmente pelo seu efeito imunossupressor, que provoca
grandes perdas na economia avicola, além das perdas diretamente associadas a
altissima mortalidade causada pelo aparecimento de novas estirpes hipervirulentas do

virus (BECTH et al., 1988; RODRIGUES 2002; BRENTANO, 2005).

1.9. Estrutura e biologia molecular do VDIB

O virus da DIB (VDIB) pertence ao género Avibirnavirus e a familia Birnaviridae.
A particula viral (virion) ndo possui envelope, o capsideo é organizado em uma
estrutura simétrica icosaédrica (Figura 3), cujo didmetro varia de 60 a 70 nm (DOBOS
et al., 1979; BROWN, 1986; KIBENGE et al.,1988; BOTTCHER et al., 1997; VAN DEN

BERG, 2000).
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FIGURA 3 - Estrutura do VDIB
(Fonte:VAN DEN BERG, 2000 ).

O genoma viral (Figura 4) consiste de dois segmentos de RNA de fita dupla,
sendo o segmento maior, composto por 3400 pb, denominado “fita A”’, o segmento

menor, “fita B” contém aproximadamente 2800 pb. (MULLER et al., 1979; STEGER et

al., 1980).
kb 2kb 3kb
V- - - — - - ——— - F——=-=-= -3
VP 5
A Eﬂ VP2 : VP4 : VP3 ~NC
B i VPI
NC ﬁ

FIGURA 4 - Estrutura e organizacdo do genoma do VDIB; = regido reguladora;
NC sequiéncia nao codificante (Fonte: VAN DEN BERG, 2000).
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O segmento A contem dois “open reading frames” (ORFs), sendo o maior
composto por 3039 pb e o menor por 438 pb (HUDSON et al., 1986). O primeiro e
menor ORF codifica uma proteina néo estrutural denominada VP5 (MULLER & BECHT,
1982; MUNDT et al.,, 1995 e 1997), a principal fungcdo desta proteina deve-se a
liberagdo e disseminacao do virus (LOMBARDO et al., 2000; YAO & VAKHARIA, 2001).
O segundo e maior ORF codifica uma poliproteina (NH, — VP2 -VP4 — VP3 — COOH)
que é clivada em trés proteinas VP2, VP3 e VP4 (MULLER & BECHT, 1982; HUDSON
et al., 1986; KIBENGE et al., 1988; BAYLISS et al., 1990). Entre essas proteinas, a VP2
€ uma proteina estrutural localizada no capsideo externo do virus e esta relacionada
com a antigenicidade (BECTH et al., 1988; FAHEY et al., 1989; DI FABIO, 2001), a VP3
esta localizada no capsideo interno e é responsavel pela conformacéo estrutural do
virus (CASTON et al., 2001) e a VP4 é uma protease viral, responsavel pela clivagem
proteolitica da poliproteina (MULLER & BECHT, 1982; AZAD et al., 1987; DUCAN et al.,
1987; ITO, 1990). O segmento B codifica apenas a proteina VP1 que expressa a funcao
de RNA polimerase RNA-dependente (MULLER & NITSCHKE, 1987; SPIES et al.,
1987; VON EINEM et al., 2004).

As regides mais importantes do virus sdo a VP2 e VP3. A regiédo protéica VP2 do
virus da DIB contém uma regido antigénica responsavel pela indugdo de anticorpos
neutralizantes e através dela permite-se efetuar a diferenciacdo dos sorotipos e
subtipos virais (AZAD et al., 1987; BECHT, et al., 1988; FAHEY et al., 1989). Por outro
lado, a proteina VP3 apresenta epitopos grupo-especificos que sdo reconhecidos por
anticorpos nao-neutralizantes (FAHEY et al., 1985; HUDSON et al., 1986; BECHT et al.,

1988).
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1.10. Variagao da antigenicidade e da patogenicidade

A alta taxa de mutacédo presente nos virus de RNA e a alta pressédo de selecao
gerada pela vacinacgao intensiva das aves, pode ter levado a emergéncia de virus com
novas propriedades que permitiram a eles persistirem na populacdo imune. No caso do
VDIB, estas mutacgdes levaram a variagao antigénica e modificacdo na viruléncia in vivo

e atenuagdo in vitro (VAN DEN BERG, 2000; VAN DEN BERG et al., 2004).

1.10.1. Variagao da antigenicidade

O VDIB possui dois sorotipos (sorotipo 1 e 2) antigenicamente diferentes, o sorotipo
2 apresenta baixa viruléncia e nao provoca lesbes na bursa de Fabricius ou
sintomatologia em galinhas (MCFERRAN et al., 1980; ISMAIL & SAIF, 1991), sendo o
sorotipo 1 capaz de causar doenca em galinhas (LUKERT & SAIF, 1991; SIMON &

ISHIZUKA, 2000).

Entre as estirpes do sorotipo 1 do VDIB a variagado antigénica vem sendo relatada
desde 1985 nos Estados Unidos (SNYDER et al., 1988), América Central (JACKWOOD
& SOMMER, 1999) e, recentemente, na Australia (SAPATS & IGNJATOVIC, 2000). A
emergéncia destas variantes antigénicas tem despertado grande interesse cientifico,
por constituirem-se em uma das principais causas de ocorréncia da doenca em plantéis

avicolas vacinados (KIBENGE et al., 1988).

No virus da DIB, a regidao antigénica responsavel pela indugdo de anticorpos
neutralizantes esta localizada no VP2 (BECHT et al., 1988; KIBENGE et al., 1990;
FAHEY et al., 1991; SNYDER et al., 1992). Neste gene, a maioria das alteragbes dos

seus aminodacidos esta inserida na regido hipervariavel do VP2, localizada entre os
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aminoacidos 206 e 350, que é altamente hidrofébica, mas apresenta pequenas regides
hidrofilicas em cada uma das extremidades (AZAD et al., 1987; BAYLISS et al., 1990).
Estudos, envolvendo o seqiénciamento do gene VP2 de diferentes estirpes do VDIB,
tém revelado que, a regiao hipervariavel representa a base molecular da variagéo
antigénica (HEINC et al., 1991; OPPLING et al., 1991; SCHNITZLER et al., 1993;
VAKRARIA et al., 1994; BRANDT et al., 2001; VAN LOON et al., 2002; DORMITORIO

et al., 2007; WU et al., 2007).

Dentro do sorotipo 1 (Tabela 2), aléem das estirpes classicas que s&o utilizadas,
normalmente, na produc¢do de vacinas comerciais, sdo encontradas as pertencentes ao
sorotipo 1, caracterizadas como variantes de campo, quando comparadas as amostras
classicas (KIBENGE et al., 1988). Através de teste de neutralizacdo cruzada, pode-se
demonstrar que essas variantes apresentavam apenas 10-20% de relagdo com as

estirpes classicas do virus DIB (LUKERT, 1993).

TABELA 2. Classificagdo das estirpes virais representativas do VDIB classificados pelos
subtipos e diferencas fenotipicas (VAN DEN BERG, 2000).

Subtipo viral Fendtipo Mortalidade (%)

Estirpes vacinais de baixa e intermediaria 0% - 10%
viruléncia (lesdes BF moderada)

Classico Virulenta (atrofia da BF, . 30% - 60%
inflamac&o hemorragica)

Hipervirulenta (atrofia BF, lesbes 70% - 100%
em outros tecidos)

Variante Apresenta rapida e severa atrofia BF 0%
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Dessa forma, as estirpes classicas incluem os isolados descritos antes da
caracterizagéo das variantes americanas (IKUTA, 2001). Estas por sua vez, provocam a
doenga subclinica em aves jovens, normalmente com menos que trés semanas de
idade. A partir da quarta semana as aves infectadas apresentam um agravamento do
quadro clinico (LUKERT & SAIF, 1991).

As variantes antigénicas do sorotipo 1, embora, ndo manifestam sinais clinicos
da doenga, independentemente da idade em que as aves s&o afetadas, promovem uma
severa atrofia na bursa, ocasionando intensa imunodepressao, até mesmo em aves que
apresentam anticorpos maternais do sorotipo 1 (ROSENBERG & CLOUD, 1986; CAO

et al., 1998).

1.10.2. Variagao da patogenicidade

Em adicao as diferencas antigénicas presentes no sorotipo e subtipo do VDIB, as
estirpes virais podem também ser classificadas de acordo com a viruléncia (Figura 5)
(VAN DEN BERG, 2000). De forma geral, as diferencas na patogenicidade sé&o
observadas entre as estirpes de um mesmo grupo antigénico (VAN DEN BERG et al.,

2004).
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Sorotipo 1

(Estirpes patogénicas)

» Estirpe suave

nao promove mortalidade, aumento da lesdo da BF

aumento na taxa de mortalidade

« Estirpe variante 1

» Estirpe intermediaria

» Estirpe classica

» Estirpe hipervirulenta

Sorotipo 2 ndo provoca mortalidade e
(Estirpes nao patogénicas ) nao causa les&o na bursa

Figura 5. Classificacdo das estirpes do VDIB de acordo com o grau patogénico
(VAN DEN BERG, 2000).

Os critérios utilizados para a classificagao das estirpes VDIB como “patotipos”,
esta relacionado com a viruléncia (mortalidade e lesdo na bursa) que as mesmas
manifestam em aves, de 3 a 6 semanas de idade, livres de patdgenos especificos.
Portanto, esta classificagdo n&o considera a especificidade antigénica (VAN DEN
BERG, 2000).

A correta identificagéo e diferenciacao dos diferentes “patotipos” de VDIB é uma
ferramenta importante na realizagcdo de uma vacinagao efetiva (WU et al., 2007). Uma
vez que, a escolha do tipo de vacina e do esquema de vacinacdo depende diretamente
da viruléncia do VDIB e também do nivel de anticorpos maternais (GIAMBRONE,

1984).
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1.11. Atenuacgao e adaptagao a cultura celular

A atenuacao do VDIB esta associada com a adaptacgéo do virus ao cultivo celular
e com a reducao da patogenicidade in vivo (CURSIEFEN et al., 1979; LANGE et al.,,
1987; HASSAN et al., 1996). Geralmente, estirpes de média e alta viruléncia, como o
vVDIB, sdo caracterizadas pela inabilidade de replicarem, ou seja, crescerem em
cultura celular. Nesse caso, a adaptacéo viral requer um namero alto de passagens em
cultura celular ou ovos embrionados (SPIES et al.,, 1987; HASSAN et al., 1996;
YAMAGUCHI et al., 1996a; YAMAGUCHI et al., 1996b). Este processo de atenuacéo
do virus, durante as passagens em modelos laboratoriais in vivo e in vitro é usado na
producado de vacinas. Dessa forma, estirpes do VDIB tém sido adaptadas para replicar
e produzir efeitos citopatogénicos em cultura celular primaria como: células linféides da
bursa de galinhas, rim de embrido de galinha (CEK) e em fibroblasto de embrido de
galinha (CEF) (LUKERT & DAVIS, 1974; MCNULTY et al., 1979; JACKWOOQOD et al.,
1987). No entanto, poucos pesquisadores reportaram o crescimento do VDIB em
linhagens celulares continua de mamiferos. Dentre eles podemos citar, Rinaldi e
colaboradores (1972) e Petek et al. (1973) que conseguiram propagar o VDIB na
linhagem celular continua derivada do rim de coelho (RK-13). Lukert et al. (1975) que
adaptou o VDIB em células Vero, uma linhagem celular continua originaria do rim de
macacos verdes africanos. Jackwood et al. (1987) que utilizou células de rim de
macaco grivet (BGM-70) para replicar VDIB.

Na busca da seqUéncia responsavel pela atenuacdo e a adaptagédo a cultura

celular varios pesquisadores vem comparando a sequiéncia de nucleotideos da estirpe
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original e da amostra atenuada, tanto nas estirpes classicas (MULLER et al., 1992)
como na hipervirulenta (YAMAGUCHI et al., 1996b). Através destes estudos foi
confirmada a natureza multigénica da atenuagdo, uma vez que as mutagdes foram
localizadas em diferentes partes do genoma (VAN DEN BERG, 2000). No entanto,
estudos envolvendo o sequénciamento do gene VP2 tém revelado que algumas das
substituicbes nos seus respectivos aminoacidos estao relacionadas com a adaptacao

do virus a cultura celular (YAMAGUCHI et al., 1996b; LIM et al., 1999; MUNDT, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Padronizar o cultivo continuo de células CER mantidas sem o uso de soro fetal
bovino (SFB) e avaliar a adaptacdo do virus vacinal Lukert e da estirpe virulenta

Farangher (F52/70) neste sistema.

2.2. Objetivos Especificos

1. Padronizar o cultivo de células CER sem o uso de SFB nos meios de cultura, M-
VSFM, 293-SFMII, VP-SFM, VP-SFM AGT, Glasgow, Leibovitz 15, adicionados de

diferentes concentragdes de IGF-1 (2ug/ml e Sug/ml).

2. Avaliar nas culturas celulares a expressdo da proteina de adesao, fibronectina,
responsavel pela manutencdo das monocamadas de células CER, propriedade
imprescindivel para os ensaios laboratoriais de titulagéo viral: unidade formadora de

placa e a técnica de imunoperoxidase.

3. Detectar a expresséo da proteina laminina (LB1 e LB2) nas culturas para verificar

apoptose celular.



20

4. Avaliar através do RT-PCR e subseqliente seqiiénciamento da regido variavel do
VP2, se ocorreu alteragdo durante a adaptacdo ao sistema bioldgico da estirpe

adaptada ao sistema proposto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultivo celular

As células CER foram obtidas e cultivadas segundo preconizam Ferreira et al.,
(2003). Para tanto, foi utilizada célula CER proveniente do Laboratorio de Imunologia e

Virologia (UNICAMP), gentilmente cedida para este estudo.

3.2. Manutengao das monocamadas

Essa linhagem de células foi mantida em frascos plasticos de 75 cm? (NUNC)
com meio essencial minimo MEM (Gibco-BRL®) adicionado de 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen®), 0,2mg de triptose fosfato (Merck®) e 0,1mg de extrato de levedura
(Merck®). As monocamadas, quando totalmente confluentes, foram transferidas através
do repique para outras garrafas na proporgéo de 1:5 e incubadas em estufa de CO, (2%
de saturagéo) a temperatura de 37°C e observadas por 48 h até a completa formagéo
do tapete celular. Também foi realizado o congelamento das mesmas com 10% de
DMSO mais soro fetal bovino na concentracdo de 10%, as quais foram acondicionadas
em frascos de criopreservacdo de 1,0 ml (Corning®) e estocadas a temperatura de
-86°C por 6 meses ou até o momento de uso. As células foram mantidas em frascos 75

cm?, na concentragdo pré-estabelecida de 4 x 10° células/ml, em cultura estatica.
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3.3. Adaptacao aos meios de cultura

A linhagem celular CER foi adaptada aos meios livres de soro por mudanca

direta do meio testado e adicionado de diferentes concentragdes de IGF-1(Biosource®)
(2ug/ml e 5ug/ml). Ensaios de cultura celular em frascos de 75 cm? foram incubados a

37°C, com uma concentracao inicial de 4 x 10° células/ml. As amostras, em duplicatas,

foram coletadas diariamente para determinar a concentragao celular.

3.4. Deteccao das proteinas: Fibronectina e Laminina

Para averiguar a expressdo da molécula de adesado das células CER em cultura
sem SFB, foi realizado reagdo de imunofluorescéncia indireta para deteccdo da
fibronectina. Ja para a verificacdo da apoptose das células cultivadas na presenca de
IGF-1 foi realizado imunoperoxidase indireta para detecgdo da laminina B1 e B2. Para
efeitos comparativos, foram utilizadas células CER cultivadas em meio essencial

minimo Eagles’s, E-MEM (Gibco-BRL®) acrescido de SFB.

As monocamadas foram cultivadas em microplacas de cultura celular de 24
cavidades, ap6s 240 h de cultivo as células foram fixadas com acetona e alcool metilico
(3:1) em banho de gelo por 30 min. Apés a fixagéo, as células foram lavadas 5 vezes
com PBS 0,5% acrescido de Tween 80 e entdo, submetidas ao bloqueio de reagbes
inespecificas com uma solugdo contendo soro albumina bovina (BSA, Sigma-Aldrich®)
na concentracdo de 0,5% durante 2 h a temperatura de 37°C. Em seguida, as mesmas

foram lavadas 5 vezes com PBS/Tween.
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Para a deteccdo da fibronectina através da imunofluorescéncia, apdés a lavagem
com PBS/Tween, as células foram cobertas com aproximadamente 12ug/ml do
anticorpo primario: monoclonal anti-FN (Molecular Probe Invitrogen®) diluido em PBS
mais 0,1% BSA e incubados overnight em cédmara umida a temperatura de 4°C.
Posteriormente, as células foram lavadas 5 vezes consecutivas com PBS/Tween e
incubadas por 2 h a temperatura ambiente com o conjugado anti-mouse IgG FITC
(Sigma) diluido 1:500 com PBS contendo 0,5% BSA. Apéds 5 lavagens com PBS/Tween
as placas foram examinadas com microscépico fluorescente invertido (Olympicus IX

70).

No procedimento da imunohistoquimica, antes do bloqueio das reagdes
inespecificas as células passaram pelo bloqueio da peroxidase endogena através de
um banho de 30 min em uma solugdo a 50% de perdxido de hidrogénio, volume 20,
(500 ml de H,0O; diluido em 500 ml de agua destilada). Posteriormente, as células foram
lavadas 5 vezes com PBS/Tween. A técnica prosseguiu com adicdo de 12ug/ml do
anticorpo monoclonal anti-LB1 (Zymed®) e do anticorpo monoclonal anti-LB2 (Zymed®),
respectivamente, sobre as células e estas foram incubadas overnight em camara umida
a 4°C. No dia seguinte, a superficie das placas foram lavadas 5 vezes com PBS/Tween,
em seguida, submetidas a adigcdo do anticorpo secundario: anti-mouse IgG ligado a
Biotina (Sigma-Aldrich®) diluido 1:100 e incubado overnight em cdmara Umida a 37°C.
Apds 5 lavagens consecutivas com PBS/Tween, as células foram cobertas com
aproximadamente 100 pl do complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma-Aldrich®) e
incubadas por 1 h a 37°C. ApoOs este periodo de incubacdo, as mesmas foram

submetidas a lavagens e posteriormente foram deixadas reagir com uma solugéo de
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120 pg/10ml de DAB (3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride, Gibco-BRL®)
adicionada de 12 ul de peroxido de hidrogénio, sem a exposicéo a luz direta, apds este
processo a reacgdo foi bloqueada com agua corrente por 30 min. Por ultimo, as placas

levadas ao microscopico Optico para interpretagéo.

3.5. Contagem das células

Antes da contagem, as células que estavam crescendo em monocamadas foram
liberadas da superficie em que se encontravam aderidas. Assim, foi adicionado 0,5 ml
de uma solugao de tripsina/EDTA (Gibco-BRL®) para cada 0,5 ml da amostra celular.
Em seguida, o frasco foi incubado a 37°C com atmosfera umidificada contendo 5% de
CO; por 10 min. Apds este periodo, as células foram submetidas ao corante azul de
tripan (0,2 % v/v em PBS) que cora as células mortas, posteriormente as células foram
contadas utilizando a camara de Neubauer. Este procedimento foi realizado em

triplicata e em intervalos de 24 h.

3.6. Infecgéo viral

As monocamadas de células CER foram infectadas pela estirpe vacinal Lukert e
nao vacinal Farangher através de 3 passagens consecutivas, segundo preconizado por
Cardoso et al. (2000). A m.o.i (multiplicidade de infecc¢ao) utilizada foi de 1.0, quando

200 pl do in6culo foram adicionados as monocamadas de células. Apos a infecgao viral,

as mesmas foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, durante
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72-96 h. Cada frasco contendo a monocamada infectada e o seu respectivo

sobrenadante foi congelado e, descongelado duas vezes consecutivas, e o volume

acondicionado no freezer -86°C.

3.7. Técnica de Unidades Formadoras de Placas (PFU) para a Soroneutralizagao

A técnica de unidade formadora de placas (PFU) foi padronizada em nosso
laboratério, seguindo o protocolo descrito por Bussereau et al.(1982). As células CER
foram submetidas a infeccdo pelas seguintes estirpes do VDIB: Lukert e Farangher.
Para tanto, foram utilizadas placas retangulares com 8 e circulares com 6 orificios
(NUNC) que foram adicionadas de 3 x 10° células/orificio e mantidas com meio VP-SFM
adicionado de 5ug/ml de IGF-1 durante 24-48 h, até o completo fechamento do tapete
celular. Uma mistura de 0,5ml de soro (soro referéncia positivo e negativo para VDIB) e
0,5 ml de in6culo viral (m.o.i 1, estirpe Lukert e Farangher) foi deixada 1 h a
temperatura de 37°C. O meio foi removido dos orificios, e 1 ml da dilui¢do foi adicionado
sobre as monocamadas pré-formadas e submetidas a 1 h e 30 min de adsorgéo viral a
temperatura de 37°C. Apds este periodo, o inéculo foi removido e foram adicionados 2
ml de VP-SFM 2 x concentrado mais 5 ug/ml de IGF-1 e 2ml de agarose a 2%, e
deixadas durante 5 dias consecutivos para a observagdo das placas formadas. A
revelagdo foi realizada pela adigdo de 10% de “neutral red” a 1% que cora as células
vivas e cristal violeta que ao contrario do “neutral red”, cora as células mortas, apds as
monocamadas foram fixadas com acetona 80% em banho de gelo. Para o soro de

referéncia positivo, a leitura deve consistir de auséncia de placas, e para o soro
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referéncia negativo, a formacdo de placas em ambas as coloragdes devem ser
observadas. Nesse caso em particular ndo houve avaliacdo de dilui¢gdes, visto que o
objetivo foi de avaliar o comportamento das células CER, cultivadas sob auséncia de

SFB, e metodologia previamente padronizada.

3.8. Reagao de imunoperoxidase para soroneutralizagao

Para a padronizagdo da técnica de imunoperoxidase para avaliar titulos virais,
neste projeto, optou-se por utilizar o protocolo preconizado por Cardoso et al. (2000) ao
invés do protocolo proposto inicialmente, preconizado por Bourgoun et al., (1987) para
o modelo do Pestivirus bovino. O meio de cultura foi removido e as monocamadas
submetidas a lavagem com PBS (130mM NaCl, 10mM Na,HPO., e 10mM NaH,PO,).
Uma mistura igualmente utilizada no item anterior foi adicionada as monocamadas e
deixadas por 1h e 30 min a 37°C. Apéds este tempo, 5 ml de meio VP-SFM adicionado
de 5ug/ml de IGF-1 foi depositado gentilmente sobre as células e incubadas por 48 h a
37°C. Apds a remogao do meio, as monocamadas foram fixadas pela adi¢do de 5 ml de
uma solugdo de acetona:etanol (3:2) em banho de gelo por 20 min para que nao
ocorresse opacidade da mesma. Apds este procedimento, foi realizado o bloqueio com
3% de leite em po6 diluido em PBS por 45 min em estufa a temperatura 37°C. Em
seguida, as monocamadas foram incubadas com um soro hiperimune produzido em
aves SPF, diluido a 1:200 em PBS adicionado de 3% de leite em pd no volume de 100
ul por orificio, sendo estas incubadas a temperatura ambiente sob agitacédo overnight.

Apds 15 h de incubacgdo, as monocamadas foram lavadas por 5 vezes consecutivas
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com PBS, em um volume de 100 pl por orificio. A seguir, adicionou-se o conjugado
imunoenzimatico IgG de coelho anti-lgG galinha acoplado a peroxidase (Sigma-
Aldrich®) diluido 1:1000 em um volume final de 100ul por orificio, incubadas por 2 h, sob
agitacao, a temperatura ambiente.

O substrato imunoenzimatico consistiu de 3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB), dissolvido em tampé&o Tris-HCI pH 7,4, na proporgéo de
0,6mg DAB/mI, 0.03% H,O., e 45 mM Tris HCI (pH7,5). Deste modo, cada placa foi
incubada a temperatura ambiente (sem agitacdo) com 2,5 ml desta soluc¢ao, e no inicio
do aparecimento da coloragdo que variou de 8 a 10 min, com a visualizagdo da
presenca de contraste com os controles, a solugédo foi dispensada, em seguida, foi
adicionada agua destilada e logo ap6s foi observada ao microscopio invertido. Para
melhor visualizagdo foi realizado a contra coloragdo com hematoxilina, durante 5-10
min, para melhor destacar o nucleo do citoplasma. O soro de referéncia positivo devera
neutralizar a atividade viral, impedindo que o mesmo infecte as células, e dessa forma
nao sera observada coloragdo, em contrapartida, o soro referéncia negativo, nao

neutralizara a particula viral, e a coloracdo sera evidenciada.

3.9. Extracdao do RNA

Para a extragdo do RNA viral foi utilizado o “PureLink ™ Viral RNA/DNA Kits”
(Invitrogen®), seguindo as recomendacdes do fabricante.

A primeira etapa deste procedimento promove a lise celular e conseqtientemente

a liberagdo do material genético. Para este fim, inicialmente foi transferido 200 pl da
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suspensao viral para um microtubo de 1,5 ml e no mesmo foi adicionado 200 pl do
tampao “Viral Lysis Buffer” e 25 ul da Proteinase K (Invitrogen®). Apos a adi¢do dos
reagentes, o tubo foi homogeneizado levemente por 15 s e posteriormente, incubado
em banho-maria a 56°C por 15 min. A seguir, foi acrescentado 250 pl de etanol
absoluto e homogeneizado, novamente, por 15 s. Por fim, foram incubados a
temperatura ambiente por 5 min.

Para o processo de purificagdo do material lisado foi realizado a transferéncia do
produto da lise para a coluna com filtro que é encaixada em um microtubo, o qual foi
centrifugado a 13.000 rpm por 1 min. Apos a centrifugacgéo, a coluna foi transferida para
um tubo novo. A coluna foi lavada com 500 pl do “Wash Buffer” sendo centrifugado a
13.000 rpm por 1 min. Este processo foi realizado por 2 vezes consecutivas e ao final, o
microtubo foi descartado e a coluna transferida para um outro tubo. Para remover o
“Wash Buffer” residual a coluna foi submetida a uma centrifugacao adicional de 13.000
rem por 1 min e o microtubo foi mais uma vezes substituido. A eluicao do acido nucléico
foi realizada pela adicao de 25 ul de “RNase-free Water” que foi deixado a temperatura
ambiente por 1 min e posteriormente, centrifugado a 13.000 rpm por 1 min. No final do
procedimento, o RNA viral purificado estava presente no microtubo. Quando necessario

o acido nucléico extraido foi armazenado a -86°C.
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3.10. Primers

A seqiéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a
amplificacédo da regido hipervariavel VP2 sao apresentados na Tabela 3 e foram

descritas por Kwon & Kim (2004).

Tabela 3. Seqliéncia dos primers utilizados na rea¢do de RT/PCR

Tipo do Primer Sequliéncia nucleotidica
Sense* CCC AGA GTC TAC ACC ATA
Antisense TCC TGT TGC CAC TCTTTC

* Sintetizados pela Invitrogen®

3.11. RT/PCR

Para desnaturar o RNA de fita dupla, 5 pl do RNA viral foi ressuspendido em 3 pl
de DMSO, estes foram incubados a 95°C por 5 min e a 4°C por 10 min,
respectivamente.

A técnica de RT/PCR inicia-se com uma amplificacdo global devido a utilizagéo
de 3 pg/ul primers randdémicos (Invitrogen®), além de 10 mM de dNTP e 8 ul de RNA. A
solucéo foi aquecida a 65°C por 5 min. Decorrido este tempo, foi acrescentado 4 pul do

Tampao da transcricdo reversa 5 X (250 mM de Tris-HCL [pH 8,3 a temperatura
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ambiente], 375 mM de KCL e 15 mM de MgCL;), 0,1 de mM DTT, 40 U de RNaseOUT
(Invitrogen®), 200 U da SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen®) e 1 pl de
agua tratada com DEPC. As amostras foram incubadas a 25°C por 10 min e a 55°C por
45 min. Para inativar a transcriptase reversa, a reacao foi aquecida a 85°C por 5 min.
Duas unidades da RNase H (Invitrogen®) foram adicionadas antes da incubagdo a 37°C
por 20 min.

As reacgbes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 ul contendo: 1 X
de tampdo de PCR a 10X (600 mM de Tris-SO, em pH 8,9 e 180 mM de Sulfato de
Ambnia), 50 mM de MgSO,, 10 pM de cada primer, 10 mM da solugdo de dNTPs, 5 U
de Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen®), 5 ul de cDNA e agua
destilada para completar 50 pl.

A amplificacdo do cDNA foi realizada em um termociclador (Eppendorf®),
compreendendo de uma etapa de desnaturacéo inicial a 94°C por 30 s, seguida de 35
ciclos, cada um consistindo dos seguintes passos: 15 s a 94°C para a desnaturagao do
cDNA, 20 s a 58°C para o anelamento dos primers e 1 min a 68°C para a extensao das
cadeias de DNA. Apés o ultimo ciclo a temperatura 68°C foi mantida por 10 min

permitindo a extensao final das cadeias de DNA recém-sintetizadas.

3.12. Eletroforese

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1% corado com

brometo de etideo. Nos géis foram aplicados, no primeiro po¢o, o marcador molecular
100 pb. Nos demais, foram aplicados os produtos da PCR, sendo 5 pl desse corado

com 2 ul de azul de bromofenol diluidos em 3 ul de agua destilada.
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A separacao dos fragmentos obtidos procedeu-se através de uma voltagem
constante de 110V por 1 hora. Posteriormente, estes géis foram visualizados sob

iluminacgao UV.

3.13. Purificagao do produto de RT/PCR

O kit QIAquick PCR Purification (Qiagen®) foi utilizado de acordo com o protocolo

do fabricante para purificar os produtos amplificados na RT/PCR.

3.14. Seqiiénciamento

O sequénciamento foi realizado utilizando o protocolo preconizado pelo Kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequence (Applied Biosystem®) e as reacdes submetidas
ao sequenciador ABI PRISM 377. Esta etapa foi executada no Instituto de Quimica da

Universidade de S&o Paulo, USP.

3.15. Alinhamento e edigcao das seqiiéncias

As sequiéncias de nucleotideos obtidas foram depositadas no GenBank com
os respectivos numeros de acesso: FJ497057 (Lukert) e FJ497058 (Farangher). Estas

sequéncias foram alinhadas com as de outras 4 estirpes do VDIB (Tabela 4).



TABELA 4. Estirpes do VDIB usadas na analise do alinhamento

Numero de acesso no Estirpe Classificagao
GenBank
X92760 UK661 Hipervirulenta
D00869 Farangher Virulenta
D16679 Lukert Classica
AF362771 Cu-1M Atenuada

32

Tanto o alinhamento quanto a traducédo para sequéncias de aminoacidos

foram realizadas no programa BioEdit.
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4. RESULTADOS

Os resultados demonstraram que o meio VP-SFM e 5ug/mL de IGF-1 aplicado as
culturas estaticas foi o melhor para a adaptagcédo direta do cultivo das monocamadas
sem adi¢ao de soro fetal e replicagdo de VDIB. No inicio dos nossos estudos, diversos
meios foram testados, entretanto o sucesso em manter as monocamadas, foi alcangado
com a utilizacdo do VP-SFM adicionado de 5ug/ml de IGF-1 (Figura 6); nos demais

meios testados ndo ocorreu adaptacao do cultivo celular.

FIGURA 6 - Células CER cultivadas sem soro fetal bovino,
com o meio VP-SFM (5ug/ml de IGF-I), 48 horas pds-repique.
Seta prolongamentos observados durante a adaptagao (20X).

Em relacéo a deteccéo da proteina fibronectina, presentes na matriz extracelular,
responsavel pela formagdo das monocamadas aderidas e confluentes o resultado
pretendido foi alcangcado. Uma vez que, nenhuma diferenca na expressdo da

fibronectina foi visualizada quando comparada as células cultivadas em meio VP-SFM
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acrescido de IGF-1 e as em meio E-MEM acrescido de SFB (Figura 7). Portanto, a
fibronectina foi induzida na sua sintese com a adicéo de 5ug/ml de IGF-1. Em relagéo a
esse resultado, nenhum relato na literatura demonstra a influéncia na producédo de

proteinas da matriz extracelular na presencga ou ndo de soro fetal bovino.

FIGURA 7- Imunomarcagéo positiva para Fibronectina em células CER com 10 dias de
cultura. A) em meio E-MEM acrescido de SFB. B) em meio VP-SFM adicionado de IGF-1.
(Barra 30um).

A deteccdo da laminina B em processos de apoptose celular esta relacionada
com a nao marcagao da laminina B1 e B2 associada a membrana interna nuclear.
Assim sendo, a degradacdo da LB1 e LB2 revela o inicio da dissociacdo dos
componentes do ambiente nuclear o que leva a célula ao inicio da apoptose. Em
resumo, quando a LB1 e LB2 foram investigadas, foi evidenciado a presenca da LB1 e
LB2 em ambos os cultivos celulares, assim comprovando a presenga de células viaveis

nestas culturas (Figura 8 e 9). No entanto, com 240 horas de cultivo as células CER
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mantidas em meio sem SFB apresentaram maior expressdo da laminina nuclear o que

sugere maior viabilidade celular.

FIGURA 8- Imunohistoquimica positiva para LB2. A) Células CER crescendo em E-MEM mais
SFB, mostrando o grande numero de células nao viaveis em cultura de 10 dias. B) Células CER
em VP-SFM mais IGF-1 (setas: indicando a presenca da camada LB2). (Barra 30um).

FIGURA 9- Imunohistoquimica positiva para LB1 (indicada pelas setas) em culturas de 10
dias. A) Células CER em E-MEM mais SFB, mostrando a marcagao fraca para LB1 B)
Células CER crescendo em VP-SFM mais IGF-1 (Barra 30um).
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De acordo com a concentragéo celular das células CER durante os 10 dias de
cultivo tanto em meio de cultura E-MEM mais SFB quanto em meio VP-SFM mais IGF-1
foi evidenciado aproximadamente o mesmo numero de células até o sétimo dia de
cultura, para ambas condi¢des. Entretanto, depois deste periodo, somente as células
CER mantidas em VP-SFM mais IGF-1 manteve a viabilidade celular até o décimo dia

do experimento (Tabela 5).

TABELA 5- Concentragdo das células CER em meio de cultura E-MEM mais SFB e VP-SFM
acrescido IGF-I.

Dias de cultura

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Meio

E-MEM 1,4x 1,6x 1,9x 2,3x 2,8x 3,8x 3,8x 2,9x 1,6x 1,8x

10% 102 103 108 103 10° 10* 10* 103 10°
VP- 1,6x 1,8x 1,8x 1,8x 3,0x 3,8x 4 ,0x 3,8x 4 ,0x 3,8x

SFM 10° 10° 10° 10° 10* 10* 10* 10* 10* 10*

a-células por ml

A técnica de PFU foi adaptada ao meio VP-SFM acrescido de 5ug/mL de IGF-1, e
as placas de diferentes tamanhos e morfologia, foram observadas como ilustra Figura
10. No ensaio de neutralizagéo viral, no soro positivo nenhuma placa foi observada
(Figura 10 B e D), em contrapartida para o soro negativo, as particulas virais
infectaram as monocamadas promovendo a formacdo de placas confluentes e
diferenciadas (Figura 10 A e C). Com relacdo a técnica de imunoperoxidase, a
imunomarcacéo foi facilmente identificada por coloracdo marrom, ndo sendo possivel a

observacao da mesma no momento do uso de soro positivo, e facilmente visualizada no
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uso de soro negativo (Figura 11 A e B). Achados anteriores nao reportam o uso de tal
metodologia, em meios ausentes de soro fetal bovino (BUSSEREAU et al., 1982;
CARDOSO & PILZ, 2004). Os nossos resultados demonstram a neutralizacao viral pelo

soro de referéncia positivo, e a infecg¢ao viral, quando o soro negativo foi utilizado.

FIGURA 10. Padronizagdo da técnica de Unidade Formadora de placas para a técnica de
soroneutralizagdo: A) Soro negativo com formacao de placas confluentes coradas pelo neutral
red; B) Soro positivo com auséncia de placas; C) Soro negativo com formacao de placas
pequenas confluentes coradas pelo cristal violeta; D) Soro positivo com auséncia de placas

ilustrando a neutralizagéo da particula viral.
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FIGURA 11. A) Imunomarcacgao positiva para VDIB com o soro negativo; B) com soro positivo
auséncia de imunomarcagédo. Contra coloragdo com hematoxilina de Harris. (aumento 10x).

A determinacdo da sequéncia de aminoacidos da regido hipervariavel VP2 foi
estabelecida para as estirpes Lukert e Farangher adaptadas em cultura de células CER
sem SFB. Estas seqliéncias foram alinhadas com as de outras 4 estirpes virais: UK661,
Farangher original, Lukert original, Cu-1M, para determinar as posi¢cdes das
substituicdes genéticas.

Diferencas nos aminoacidos entre as estirpes adaptadas em cultivo celular sem
SFB e a linhagem hipervirulenta UK661 foram encontradas nas seguintes posigdes: 222
(Ala — Ser ou Pro), 242 (lle — Val), 256 (lle — Val), 270 (Ala —Thr), 294 (lle — Leu) e
299 (Ser — Asn), conforme ilustrado na figura 12 (Anexo 1).

No entanto, das trés posi¢cdes fundamentais para a adaptacgéo viral: 253, 279 e
284; somente a posicéo 279 sofreu substituicdo de aminoacido (D— N). Em contra

partida, as posi¢cdes 253 e 284 nao sofreram mutag¢des. Nestas posigdes tanto a estirpe
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Lukert quanto a Farangher foram compostas pelos aminoacidos Glutamina e Alanina,
respectivamente, que foram idénticos as seqUéncias da linhagem hipervirulenta do
VDIB (Figura 12).

Da mesma forma, o heptapeptideo S-W-S-A-S-G-S (posicdo 326-332) que é
conhecido por ser conservado em linhagens virulentas do VDIB, manteve esta ordem
de aminoacidos na estirpe Lukert, sendo que apenas a estirpe Farangher apresentou

trocas de aminoacidos nas posicoes: 329 (Ala — Gly) e 330 (Ser — Lys) (Figura 12).

185 195 205 215 225 235
X92760 GDPIPAIGLD PKMVATCDSS DRPRVYTITA ADDYQFSSQY QAGGVTITLE SANIDAITSL
LUKERT ~ ———mmmmmmm o —m oo oo oo oo i i i S i e e
FARANGHER ~ —========= —————————— —— == ... .. B
DO0BBY e e i e e e B
D16679 = o —mmmmmmmm— mmmmmm i mm o ———— D
2 B

el - \ el R et el

245 255 265 275 285 295
X92760 SIGGELVFQT SVQGLILGAT IYLIGEFDGTA VITRAVAADN GLTAGTDNLM PENIVIPTSE
LUKERT VAR € ...D.VoLos Laaa o T .T...... N. ........ PT ...L.F..N.
FARANGHER Neeooooos .. Veooo JFoooL T oo N. ....A..... L.F..N.
D00869 .o ... Ve i e et i e i e Lo N,
Dle6679 ..., H. ..... AN.. ......... T ....... S.. L TUTI... Lo . N,
AF362771 Neooooaa. LCHOUVOLL e e o T oo N. ...T...... .L..S.N.

. R I R R R B L
305 315 325 335 345 355

X92760 ITOQPITSIKL EIVTSKSGGQ AGDQOMSWSAS GSLAVTIHGG NYPGALRPVT LVAYERVATG
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FIGURA 12. Seqiéncias de aminoacidos dos VDIBs da posi¢do 181 a 360 da regido VP2.
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5. DISCUSSAO

Nos tempos atuais, a cultura celular tornou-se uma ferramenta indispensavel nas
ciéncias biomédicas. Entretanto, em muitos casos, o sistema de cultivo celular
necessita do uso de produtos de origem animal, principalmente do soro fetal bovino
(SFB). Em 2003, sérias relagdes éticas foram levantadas sobre a coleta do SFB (VAN
DER VALK et al., 2004), uma vez que, os fetos bovinos, dos quais o sangue é retirado
para a producdo do SFB s&o obtidos de vacas prenhas que sdo enviadas ao abate.
Através destes questionamentos, a importancia de métodos alternativos ao uso do SFB
tornou-se amplamente difundido na comunidade cientifica (MCKEEHAN et al., 1990;
BJARE, 1992; BUTLER et al., 2000; FRAZZATI-GALLINA et al., 2001; PAZOS et al.,
2004; FERREIRA et al., 2005).

Neste trabalho, a manutencgéo da cultura de célula CER sem a presenga do SFB
so6 foi alcangada com a utilizagdo do meio de cultura VP-SFM adicionado de 5ug/ml de
IGF-1. No entanto, na literatura consultada a utilizacdo de promotores de crescimento
so6 foi observada em culturas primarias (DUEL, 1987; MAGAKI et al., 2005; SUNSTROM
et al., 2000). A concentragao utilizada, na sua grande maioria, € 10 vezes inferior a
utilizada no presente estudo, isto se deve ao fato que as células modificadas para o
cultivo continuo provavelmente tenham perdido os receptores para IGF-1, receptor
natural encontrado nas células indiferenciadas (SUNSTROM et al., 2000). Como o SFB
€ composto por fatores responsaveis pela proliferacao celular, diversos pesquisadores
tem investido na procura por substancias que possam substitui-lo. Pazos e
colaboradores (2004) obtiveram sucesso na utilizagdo de fragdes de proteina vegetal,

chamada soro vegetal, para a manutencao de células epiteliais em cultura.
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Apoés extensa revisdo da literatura, foi constatado que este estudo foi o primeiro a
reportar a aplicagdo do IGF-1, como fator de crescimento, no cultivo das células CER
em substituicdo ao SFB. O IGF-1 tem sido bem caracterizado como fator de
crescimento para muitos tipos celulares (SUNSTROM et al.,, 2000; VEILLEUX &
SPECTOR, 2005). Além da sua atividade mitégena, o IGF-1 pode atuar como um fator
responsavel pela manutencédo da viabilidade celular por um longo periodo de tempo
(SUNSTROM et al., 2000) e também como um fator anti-apoptético, assim, impedindo a
morte celular por apoptose das células cultivadas em meios de cultura livres de SFB
(BARSEGA et al., 1997; O'CONNOR et al., 1997). Entretanto, Sunstrom et al. (2000)
observaram que a adicdo do IGF-1 nado regula a proliferagdo celular das células
Chinese Hamster Ovary cells (CHO), este resultado so foi obtido em cooperagédo com a
transferrina. Isto porque, a transferrina esta relacionada com o transporte de ferro para
o interior das células, o qual é utilizado como co-fator para a enzima responsavel pela
sintese do DNA.

Com respeito a adesdo das células, caracteristica fundamental das culturas
estaticas, a fibronectina foi secretada independente do meio de cultura utilizado,
formando uma monocamada celular estavel que é extremamente requerida para testes
in vitro. Assim, o uso do IGF-1 n&o interferiu na expressao da fibronectina. Quando se
deseja investigar a adeséo celular ao substrato a proteina da matriz extracelular
aconselhavel a se investigar é a fibronectina. Isto porque esta proteina regula e
sustenta a expressé&o das outras proteinas da matriz, como vitronectina, colageno,
laminina, entre outras (SASAKI et al.,, 1996; PEREIRA et al.,, 2002; SOTTILE &

HOCKING, 2002).
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A laminina nuclear (LB1 e LB2) consiste de uma camada de proteina justaposta
a membrana nuclear interna. Durante a mitose, as lamininas sédo fosforiladas e
solubilizadas antes da condensacgao dos cromossomos e da divisao nuclear. Da mesma
forma, durante a apoptose alguns dos processos relacionados a mitose sdo também
ativados. De fato, a solubilizagdo da laminina tem sido estudada em células apoptoéticas
e parece que a condensacao do cromossomo durante a apoptose é acompanhada pela
degradacdo da camada de laminina nuclear. Portanto, esta degradacédo é utilizada
como um marcador apoptético (LEHNER et al., 1986a, LEHNER et al.,1986b; LEHNER
et al., 1987; STICK et al., 1988). Recentemente, pesquisadores chineses demonstraram
uma reducéo significante da LB2 de células de fibroblasto de embrido de galinha (CEF)
infectadas pelo VDIB, o qual é responsavel por induzir apoptose nestas culturas
celulares (ZHENG et al., 2008).

No presente estudo a detec¢cdo da LB1 e LB2 foram observadas em ambos
cultivos celulares, assim evidenciando a presenca de células viaveis. Entretanto, a LB1
foi mais fortemente marcada nas células CER mantidas no meio VP-SFM com 10 dias
de cultivo. No mesmo periodo, a cultura celular cultivada em E-MEM acrescido de SFB
demonstrou um numero inferior de células marcadas com LB2 quando comparadas
com as células CER crescidas na presenca de IGF-1. Portanto, este trabalho conclui
que o IGF-1 promove a sobrevivéncia das células CER por no minimo 10 dias de
cultura, apresentando, neste periodo, maior viabilidade celular.

Devido a alta taxa de mutagéo no dominio variavel do VP2 e assumindo que este
tem um papel fundamental na entrada do virus na célula, seqiiéncias de aminoacidos
desta regido do VDIB foram comparadas. Na literatura, ja sdo descritas as alteragbes

genéticas na regido da proteina viral VP2, necessarias para a adaptagao dos diferentes
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genotipos do sorotipo 1 do VDIB em diferentes modelos biologicos (YAMAGUCHI et al.,
1996b; LIM et al., 1999; MUNDT, 1999; ZIERENBERG et al.,, 2000; SMILEY &
JACKWOOD, 2001; TOROGHI et al., 2001; VAN LOON et al., 2002; KWON & KIM,
2004; JACKWOOD et al., 2008).

Evidéncias suportam a hipétese de que as posi¢cdes 253, 279 e 284 dentro do
VP2 sao as principais por que controlam: a replicagdo do VDIB em cultura celular e a
reducéo da patogenicidade. Estas posicbes apresentam aminoacidos caracteristicos de
linhagens virulentas: 253 (Q), 279 (D) e 284 (A) e de estirpes atenuadas: 253 (H), 279
(N) e 284 (T). (BAYLISS et al., 1990; KIBENGE et al., 1990; BROWN et al., 1994; LIM et
al., 1999; BRANDT et al., 2001; SCHRODER et al., 2001; VAN LOON et al., 2002;
KWON & KIM, 2004). Neste trabalho, as estirpes Lukert e Farangher adaptadas através
de trés passagens em cultura de células CER apresentaram: 253 (Q), 279 (N) e 284
(A), sendo que apenas a posigao 279 foi idéntica a da linhagem atenuada.

Estudos revelaram que os aminoacidos asparagina (N) na posi¢ao 279 e treonina
(T) na posicao 284 sao essenciais no processo da replicagao viral em cultura celular
(YAMAGUCHI et al, 1996b; LIM et al., 1999; MUNDT, 1999; CHAI et al., 2001; LIU &
VAKHARIA, 2004). No entanto, nossos achados revelaram que apenas a presenca do
aminoacido asparagina na posicao 279 foi necessaria e suficiente no processo de
adaptacédo do VDIB a cultura celular. Da mesma forma, tém sido relatado que uma
Unica substituicdo dentre as posicdes 253, 279 e 284 permite a replicacao do virus in
vitro. Mundt (1999) e Van Loon et al.(2002) descreveram que somente a troca do
aminoacido A — T na posicao 284 foi necessaria para obter-se infectividade na cultura
celular. Em contrapartida, Jackwood e colaboradores (2008) caracterizaram que a

simples troca de aminoacido na posicao 253 pode alterar a viruléncia do VDIB, de
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forma significativa. O significado de uma simples troca (A 284 T) ou uma dupla troca (D
279 N e A 284 T) esta relacionada com a menor quantidade de virus encontrada na
cultura celular. Enquanto que, a troca adicional do aminoacido 253 (Q—H) é
responsavel por intensificar o titulo viral obtido (Van Loon et al.,2002),.

Usualmente, linhagens virais patogénicas néo sao facilmente adaptadas a cultura
celular, sendo um processo que requer extensas passagens em membrana corio-
alantéica (YAMAGUCHI et al., 1996a) ou em cultura de células (HASSAN et al., 1996).
Portanto, o que pode interferir nas mutacdes das posigbes 253, 279 e 284 € o numero
de vezes e o tipo de células que as estirpes sao replicadas. Kwon & Kim (2004)
obtiveram sucesso em detectar as mutag¢des caracteristicas de estirpes atenuadas
nestas regides, ao mesmo tempo, apos trés passagens em membrana coério-alantdica
de ovos embrionados e posteriormente, quatro vezes em cultura de células Vero.
Ademais, estudos evidenciaram mutac¢des nas posi¢cdes 279 e 284 em decorréncia de
quatro passagens em células Vero (Chai et al.,, 2001). Provavelmente, as trés
passagens do VDIB em cultura de células CER n&o foram suficientes para obtermos as
trés mutacdes reportadas anteriormente.

As substituicbes dos aminoacidos nas posicdes: 242, 256, 270, 294 e 299 estao
localizadas na porgéo hidrofébica da regido variavel do VP2. Trocas nesta regido sao
toleradas sem nenhuma conseqiéncia explicita na replicagdo do virus (SCHNITZLER
et al., 1993). Isto porque, embora o dominio variavel VP2 seja altamente hidrofébico
com apenas pequenas regides hidrofilicas em cada extremidade. Estes dois picos
hidrofilicos serdo expostos na superficie do virus, constituindo os epitopos
neutralizantes. Assim, mutag¢des localizadas dentro dos picos hidrofilicos alteram a

antigenicidade e conseqientemente a viruléncia do virus (VAN DEN BERG, 2000;
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COULIBALY et al., 2005). Este é o caso das trocas de aminoacidos que ocorreram na
posicao 222 (A — P ou S).

Com relacédo ao heptapeptideo S-W-S-A-S-G-S (posigdo 326-332), rico em
serina, este parece ter influéncia na patogenicidade, devido ao fato, destes aminoacidos
formarem pontes de hidrogénio envolvidas em interagdes intra e intermoleculares
importantes em relagdo a viruléncia (WU et al., 2007). Assim, Heinc e colaboradores
(1991) comprovaram que o heptapeptideo, S-W-S-A-S-G-S, mantevesse conservado
somente em linhagens de alta patogenicidade ao comparar as sequéncias de
aminoacidos de linhagens virulentas (F52/70, STC e variante E) com linhagens de baixa
patogenicidade, adaptadas em cultura de células (002-73, CU-1 e PBG98). Em contra
partida, o alinhamento das sequéncias do segmento A de estirpes hipervirulentas,
OKYM, com e estirpes adaptadas em cultura de células, OKYMT, e revelou que ambas
linhagens apresentavam o heptapeptideo, S-W-S-A-S-G-S, conservado (Yamaguchi et
al., 1996b). Nossos resultados, da mesma forma demonstraram a conservagéo destes
sete aminoacidos para a estirpe Lukert adaptada em cultura de células CER. Porém, a
estirpe Farangher apresentou a substituigdo dos aminoacidos 329 (Ala — Gly) e 330
(Ser — Lys), sendo estas trocas consideradas irrelevantes. Este argumento foi
comprovado por experimentos que apontaram as mutagdes na posicdo 330 sem

influéncia na adaptacgao viral em cultura celular (MUNDT et al., 1999) .
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6. CONCLUSAO

As seguintes conclusdes foram obtidas:

1-

O IGF-1 na concentracdo de 5ug/mL pode substituir o SFB no cultivo de

células CER quando em conjunto com o meio de cultura VP-SFM.

A expressao da fibronectina, proteina de adeséo celular, ndo foi alterada com

a utilizacao do IGF-1.

A expressao da laminina B em processo de apoptose celular revelou maior

viabilidade das células CER cultivadas sem SFB.

De acordo com o sequUénciamento, foi detectada mutagcédo Unica na posigéo
279 (D—N), necessaria e suficiente no processo de adaptagédo das estirpes

Lukert e Farangher na cultura de células CER sem SFB.
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