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Transfeccao de DNA de BoHV-5 com fosfato de calcio
em diferentes tipos de cultivos celulares

Transfection of BoHV-5 DNA with calcium phosphate in different types of cell culture

Eduardo Bortoluzzi Dornelles™, Franciscus Antonius Maria Rijsewijk?, Paulo Michel Roehe >3 & Amauri
Braga Simonetti’

RESUMO

As condigdes para uma transfeccdo eficaz pelo método de fosfato de cdlcio podem variar substancialmente. Neste
estudo foi testado o tipo de cultivo celular mais apropriado para transfeccdo de DNA de herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)
por esta técnica. Primeiramente foi avaliada a capacidade de multiplicagdo do BoHV-5 em trés diferentes tipos de células. Para
isto, a concentragdo viral foi calculada pelo método de dose infectante para cultivo celular / 50% (TCID, /mL). O BoHV-5 foi
titulado em células de linhagem de rim de macaco verde Africano (VERO), células de linhagem de rim de suino (PKsC3),
células primarias de testiculos de terneiro (TT) e células de linhagem de rim de bovino (MDBK). Em células VERO e PKsC3 a
concentragdo viral maxima obtida foi 10°* TCID, /mL, enquanto que em células MDBK o titulo foi de 10°® TCID, /mL,
similar ao encontrado para as células TT. Para avaliar a eficdcia da transfecc¢@o nessas células, foi utilizado DNA plasmideal
expressando um gene repérter (EGFP). Os resultados mostraram um valor de 4,5% de células fluorescentes para células TT, de
2,9% para PKsC3, de 0,5% para VERO e de 0,05% para MDBK. Quando células PKsC3 e TT foram transfectadas com 0,5 pg
de DNA purificado de BoHV-5, somente as células TT apresentaram resultado positivo, com duas placas virais por poco. Para
investigar a influéncia da concentragao de DNA viral, células TT foram transfectadas com 0,5 ug e 1 ug de DNA purificado de
BoHV-5, produzindo duas e quatro placas, respectivamente. Nas condi¢des experimentais testadas neste estudo os resultados

indicam que as células TT poderiam ser boas candidatas para serem utilizadas para a transfeccdo de DNA de BoHV-5.

Descritores: BoHV-5, fosfato de cdlcio, transfeccéo, células de testiculo de terneiro.

ABSTRACT

The conditions for an efficacious transfection by calcium phosphate method can vary substantially. In this study
the most appropriate cell type for transfection of bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) DNA using this technique was tested. It
was first evaluated the capacity of BoHV-5 multiplication in three different cell types. For this purpose virus concentration was
calculated by tissue culture infectious dose 50% assay (TCID, /mL). BoHV-5 was titrated in kidney cells from African green
monkey (VERO), cell clone of pig kidney (PKsC3), primary cell culture of calf testis (TT) and bovine kidney cells (MDBK). In
Vero and PK15 cells maximum virus concentration reached 103 TCID, /mL, whereas in MDBK cells the titre was 108 TCID, /mL,
similar to that of TT cells. In order to evaluate the transfection efficacy in these cells, plasmid DNA expressing a reporter gene
(EGFP) was used. Results showed 4.5% fluorescent cells for TT, 2.9% for PKsC3, 0.5% for VERO and 0.05% for MDBK cells.
When PKsC3 and TT cells were transfected with 0.5 mg of BoHV-5 purified DNA, only TT cells gave positive result with two
plaques per well. To investigate the influence of viral DNA concentration, TT cells were then transfected with 0.5 mg and 1.0
mg of purified BoHV-5 DNA producing two and four plaques, respectively. Under experimental conditions tested in this study

the results indicate that TT cells could be good candidates to be used for transfection of BoHV-5 DNA.

Keywords: BoHV-5, calcium phosphate, transfection, calf testicle cells.
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) pertence
a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpes-
virinae, género Varicellovirus. O BoHV-5 € consi-
derado o mais importante agente da neuroencefalite
herpética bovina, que é uma doenga que afeta prin-
cipalmente bovinos jovens [14]. Entretanto, ainda
nio se sabe qual ou quais genes sdo responsaveis
por essa neuroencefalite. Para investigar essa ques-
tdo tém sido construidos herpesvirus bovinos recom-
binantes [4].

Dentre os métodos de transfec¢ao de DNA, a
precipitacdo com fosfato de célcio € o mais simples e
barato [5]. O fundamento desta técnica baseia-se na
mistura de DNA com cloreto de célcio e fosfato, em
um tamp@o salino com pH exato para a formagio de
complexos de fosfato de cédlcio+DNA. Esses com-
plexos t€m a func@o de ajudar o DNA a atravessar a
membrana citoplasmética da célula, para alcancar o
nucleo celular e proteger o DNA contra a agdo de
DNAses [2,6,7,10]. Apesar da relativa facilidade de
execucdo, essa técnica requer uma boa padroniza-
¢do para que seja obtida uma alta eficicia de trans-
feccdo, visto que uma série de fatores pode influen-
ciar como, por exemplo, tamanho e quantidade de
DNA, homogeneidade, pH, temperatura, concentra-
cdo de compostos da solugdo de transfeccdo e pre-
senga de DNAses [5,8,9,11]. Também um fator im-
portante € a utilizacdo de células que permitam uma
boa eficdcia de transfec¢cdo e que permitam a
replicacdo do DNA viral transfectado, gerando parti-
culas virais.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi
testar quatro tipos de cultivos celulares para trans-
feccdo de DNA de herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)
pela técnica do fosfato de calcio.

MATERIAISE METODOS

Célulaseamostrasvirais

As células e amostras virais foram dis-
ponibilizadas pelo Instituto de Pesquisas Veterindrias
Desidério Finamor (IPVDF), Eldorado do Sul, RS,
Brasil. Foram utilizadas células TT, VERO, PKsC3 e
MDBK, mantidas em meio essencial minimo de
Eagle (E-MEM)! suplementado com 10% de soro fetal
bovino? acrescido de 2 pg/mL enrofloxacina® e 4 pg/
mL anfotericina B* a 37° C com 5% de CO,. O isola-
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do EVI88/95 foi utilizado como linhagem parental
de BoHV-5 [4], sendo multiplicado em células CRIB
para a obtengdo de DNA viral purificado.

TitulacdodeBoHV-5

O titulo viral foi determinado pelo método
Reed & Muench [13] expresso em dose infectante
para cultivo celular/50% (TCID, /mL). Para saber em
que células houve maior multiplicacdo de BoHV-5,
foram realizadas titulacdes em trés diferentes tipos
celulares: cultivo primdrio de células testiculo de
terneiro (TT), células de rim macaco verde africano
(VERO) e um clone de células de rim de suino (PKsC3).
Os resultados foram comparados com a titulagdo de
BoHV-5 em células MDBK. Para isto, foram feitas
dilui¢des seriadas na base 10 de 10! a 107, sendo
adicionados 50 pl/pogo de cada dilui¢do, em qua-
druplicata, em placas de 96 cavidades contendo as
células a serem testadas. Estas placas foram mantidas
a 37° C com 5% de CO2 e, ap0s quatro dias, os titu-
los foram determinados.

Transformagdo eextracio deplasmideos

Os plasmideos pRV1012+EGFP e pBS-
pBELO-BHV-5-Transfer foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Franciscus Antonius Maria Rijsewijk. O
plasmideo pRV1012+EGFP possui um promotor
dos genes precoces do citomegalovirus humano, jun-
tamente com o cassete de expressido para o gene da
proteina fluorescente verde (EGFP). O plasmideo
pBS-pBELO-BHV-5-Transfer, além do cassete de
expressdo para a EGFP, possui sequéncias homo-
logas aos genes UL42 e CIRC do BoHV-5 e genes
que possibilitam a multiplicagdo em células pro-
caridticas do genoma de BoHV-5 recombinado a
este plasmideo.

Os procedimentos de transformacdo em
Escherichia coli e extragdo dos plasmideos foram exe-
cutados de acordo com procedimentos de rotina [16].

Transfecgdo de DNA plasmideal

Células VERO, PKsC3 e MDKK foram
transfectadas, em placas de seis cavidades, com 5
g de DNA plasmideal juntamente com 5 pug de DNA
de esperma de salmao!, seguindo o protocolo des-
crito previamente [7]. Os resultados foram analisa-
dos em microscéopio de fluorescéncia®, observan-
do-se a presenca de células fluorescentes no aumen-
to de 100X.
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Extracdodo DNAVviral purificadodeBoHV-5EV188/95

A extracdo de DNA viral purificado foi reali-
zada de acordo com protocolo utilizado anteriormente
[4], a partir de células CRIB infectadas com BoHV-5
EVI 88/95.

TransfecgdodeDNAviral em célulasTT

A transfec¢io com DNA viral foi realizada se-
gundo o método do fosfato de célcio descrito anterior-
mente [5], com algumas modificacdes. Foram utiliza-
das placas de seis cavidades contendo células TT, con-
fluéncia de 100%. Quatro horas antes da transfeccdo, o
meio foi trocado e as células foram transfectadas com
concentragdes de 0,5 ug e 1 pg de DNA viral.

Imunoper oxidase(I PX)

Trés dias apds a transfeccao foi feito um teste
de imunoperoxidase para detectar a presenca de pla-
cas virais. Primeiramente, o meio de cultivo foi re-
movido e as cavidades contendo as células foram

lavadas trés vezes com PBS Tween 80°. Apds seca-
gem, as placas foram fixadas com paraformaldeido
4%’ gelado por 15 min e novamente lavadas. A téc-
nica de IPX foi realizada utilizando-se anticorpos
monoclonais especificos, diluidos 1:10% de acordo
com protocolo descrito anteriormente [17].

RESULTADOS

TitulacdodeBoHV-5

Em células VERO e PKsC3 a concentragio
viral maxima obtida foi 10*3 TCIDSO/mL", enquanto
que em células MDBK o titulo foi de 10°* TCID_/mL",
similar ao encontrado para as células TT (Figura 1).

Transfeccdo de DNA plasmideal

A transfec¢do de DNA plasmideal nos diferen-
tes tipos celulares mostrou eficacia de 4,5% de células
fluorescentes para células TT, de 2,9% para PKsC3, de
0,5% para VERO e de 0,05% para MDBK (Figura 2).

Log10™mL
By W B DA S o0

PEsC3

Titulagio de BoHV-5 EVIBE/95

VERO

Figura 1. Titulagdo do BoHV-5 EVI88/95 cultivado em células PKsC3, VERO, TT e MDBK. Resultados representam a
média de quadruplicatas, em TCID, /mL. Em células VERO e PKsC3 a concentragdo viral mdxima obtida foi 10** TCID, /mL",
enquanto que em células MDBK o titulo foi de 10%* TCID, /mL", similar ao encontrado para as células TT.

Porc entagem de Células E xpressando
EGFP

PHaC3

Transfecgdo de DNA Plasmideal

YERD

T MDEH

Figura 2. Transfec¢cdo de DNA plasmideal nos diferentes tipos celulares. O nimero médio de células expressando EGFP
foi determinado pela contagem das células em 5 diferentes campos microscopicos (aumento de 100X). A eficicia foi

maior para células TT (4,5%) e células PKsC3 (2,9%).
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TransfeccdodeDNA viral em cdlulasTT

A avaliacdo da eficdcia de transfec¢do pelo
teste da imunoperoxidase mostrou que com 500 ng
de DNA viral foi possivel obter duas placas virais,
dobrando este nimero quando se utilizou a concen-
tracdo de 1000 ng.

DISCUSSAO

O método de transfeccdo por fosfato de cél-
cio descrito originalmente [5] possui varidveis que
podem ser ajustadas para que se melhore a eficicia,
entre as quais o tipo de célula utilizado. Para isso, é
necessario que a célula possua grande capacidade
de endocitar o precipitado de fosfato de calcio com
DNA [1,3,20] e que também possibilite a multiplica-
cdo do DNA viral transfectado, gerando particulas
virais infecciosas [15,19]. Neste trabalho foram tes-
tados o tipo celular mais apropriado e o grau de efi-
cicia da multiplicacdo de BoHV-5 nos diferentes ti-
pos de células. Os resultados das transfeccdes com 5 mg
de DNA plasmideal demonstraram que dentro do
grupo de células transfectadas, o melhor resultado
foi obtido com células TT, que apresentaram um
percentual de 4,5% de células fluorescentes. Segun-
do alguns autores [18], apenas 7% do DNA viral trans-
fectado alcanga o citoplasma e apenas 0,5% chega
intacto ao nicleo celular, sendo necessaria uma gran-
de quantidade de DNA para se obter maior eficicia
de transfeccio.

A concentracdo viral maxima de BoHV-5 em
células TT foi de 10° TCIDSO/mL, comparavel ao titulo
obtido em células MDBK, que foi de 10** TCID, /mL.
Embora com as células MDBK tenha havido uma
boa multiplicacdo viral, a eficicia de transfeccdo foi
a menor entre os tipos celulares testados (0,05%),
indicando uma baixa capacidade de endocitose do
precipitado de fosfato de célcio. Prasad et al. [12]

testaram doze diferentes tipos de células para anali-
sar a influéncia da endocitose na eficdcia de trans-
fec¢do de DNA plasmideal pCMV [3-gal com CLDC
(Cationic Liposome DNA Complex). Os autores
observaram uma correlag@o positiva entre o niimero
de células transfectadas e a capacidade de endocitose
de cada tipo de célula, sendo detectada uma diferen-
ca de até 15 vezes no nimero de células transfectadas
entre os tipos celulares. Em nosso estudo a trans-
feccdo de DNA viral purificado em células TT foi
baixa, mesmo quando transfectadas com 1000 ng
(quatro placas virais). Por estimativa, terifamos uma
média de 20 placas virais por pogo em placas de
seis cavidades com a transfeccdo de 5000 ng de
DNA viral purificado. Mesmo assim, este nimero
de placas virais ainda seria insuficiente para a ob-
ten¢do de um virus recombinante, jd que a chance
de recombinagdo é um evento ocasional com fre-
quéncia muito baixa [21].

CONCLUSOES

Nas condi¢gdes experimentais testadas neste
estudo os resultados indicam que as células TT po-
deriam ser boas candidatas para serem utilizadas para
a transfeccdo de DNA de BoHV-5. Entretanto, mais
experimentos serdo necessarios para se testar as me-
lhores condicdes para se obter uma melhor eficdcia
de transfeccdo, suficiente para a obtencdo de virus
recombinantes.

NOTASINFORMATIVAS

'Gibco-Invitrogen, Sao Paulo, Brasil
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