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RESUMO 
A capacidade dos vírus em inibir a resposta imune inata é uma 

condição que os permite manterem-se na natureza. O vírus parainfluenza 5 
(PIV5), por exemplo,  expressa a proteína V, a qual é descrita como uma 
inibidora da sinalização de interferon (IFN), assim antagonizando seu efeito 
antiviral. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do bloqueio do receptor 
de IFN-I no crescimento de herpesvírus bovino tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) 
in vitro e elucidar as relações entre a replicação viral e a resposta de IFN-I pela 
célula infectada. Para isso, foi modificada uma linhagem celular de bovinos 
(CRIB) que expressa de forma permanente a proteína V do PIV5. Esta 
linhagem celular foi denominada CRIB/V. Foram, então, realizados ensaios de 
penetração, tamanhos de placas virais e curvas de crescimento usando as 
amostras de BoHV-1 e BoHV-5 em células CRIB e CRIB/V. A análise com 
BoHV-1 não mostrou diferenças significativas nas cinéticas de penetração e 
crescimento. Entretanto os tamanhos de placa foram maiores em CRIB/V do 
que em CRIB. Para o BoHV-5, a penetração foi um pouco mais rápida em 
CRIB/V. Mesmo que os títulos finais não tenham sido diferentes nas duas 
células, o BoHV-5 alcançou títulos mais altos em CRIB/V do que em CRIB em 
períodos iniciais da curva de crescimento em CRIB/V em comparação a CRIB. 
Além disso, a média do tamanho de placa para BoHV-5 foi maior em CRIB/V 
do que nas células CRIB. Diferentemente das observações com BoHV-1, 
nossos resultados sugerem que o bloqueio do receptor de IFN-I pela proteína V 
facilitou a penetração, liberação e disseminação célula-célula do BoHV-5 nas 
células bovinas, suprimindo uma resposta antiviral, pelo menos, durante os 
estágios iniciais da infecção. 
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ABSTRACT 
The ability of viruses to inhibit innate immune responses dictates a 

possibility to maintain in nature. For instance, Parainfluenza virus 5 (PIV5) 
expresses the V protein, which is described to inhibit type I interferon (IFN-I) 
signaling , then, antagonizing its antiviral effects. The aim of this work was to 
study the effect of blocking the IFN-I receptor signaling by this V protein on the 
growth properties of bovine herpesviruses types 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) in 
vitro. A plasmid expressing the V protein of PIV5 was transfected into CRIB 
cells. We performed penetration kinetics, measured viral plaque sizes and 
determined one step growth curves using BoHV-1 and BoHV-5 strains in both 
CRIB and CRIB/V cells. The analysis on BoHV-1 showed no significant 
difference in penetration and growth kinetics. However the BoHV-5 viral plaques 
were bigger in CRIB/V than CRIB. The penetration of BoHV-5 in CRIB/V cells 
was slightly faster than in CRIB cells. Even though the final titers did not differ in 
both cells, BoHV-5 reached higher titers in CRIB/V than in CRIB at earlier time 
points of its growth. Moreover, the mean plaque size caused by BoHV-5 in 
CRIB/V cells was spectacularly bigger in CRIB/V than in CRIB cells. Unlike the 
observations with BoHV-1, our results suggest that blocking the signaling via 
the IFN-I receptor by the V protein facilitated penetration, release and cell-to-
cell spread of BoHV-5 in bovine cells, counteracting an antiviral response, at 
least, during the early stages of infection. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

Os herpesvírus bovinos tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5), membros da 

família Herpesviridae, são agentes de enfermidades que abrangem desde 

infecções respiratórias e reprodutivas até meningoencefalites em bovinos. 

Estas últimas são as manifestações mais graves da infecção, e podem causar 

a morte do animal infectado (Rissi et al., 2008, Hübner et al., 2005). A 

importância destes agentes na produção de bovinos está relacionada não 

somente às perdas econômicas causadas por abortos e mortalidade nas 

infecções clínicas aparentes, mas também às infecções subclínicas, que 

podem levar ao atraso no desenvolvimento, retorno ao cio e queda na 

produção de leite ou na qualidade do sêmen (Miller et al., 1991; Wyler et al., 

1989). Aparentemente, os dois vírus encontram-se amplamente disseminados 

na população de bovinos no Brasil (Campos et al., 2009). 

Assim como o que ocorre com outros membros da subfamília 

Alphaherpesvirinae, a infecção por BoHV-1 e 5 em células de bovinos causa 

rapidamente a morte celular. A expressão gênica durante a infecção produtiva 

por estes dois vírus é regulada de forma temporal e ocorre em três fases: 

immediate early ou imediatamente precoce (IE), early ou precoce (E) e late ou 

tardia (L). In vivo, em seu hospedeiro natural, após um estágio agudo de 
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infecção produtiva em células epiteliais em regiões mucocutâneas, tais o vírus 

são transportados a células neuronais que inervam os sítios primários de 

infecção, onde realiza uma infecção não produtiva resultando em latência.  

Tanto durante a infecção produtiva, como durante a infecção latente 

por herpesvírus, vários mecanismos imunológicos do hospedeiro são ativados 

buscando controlar a infecção viral (Rouse & Babiuk, 1978). As células 

infectadas por BoHV-1 e 5 (células epiteliais e neurônios) possuem diversos 

mecanismos de resposta antiviral inata que são fundamentais no controle da 

infecção viral (Flint et al., 2000). Um dos mais importantes mecanismos de 

resposta antiviral inata é a produção e secreção de interferons tipo I (alfa e 

beta; IFNα e β) e a subsequente ativação parácrina da via de sinalização IFN 

via ligação com os seus receptores. A ativação destas vias leva à expressão de 

genes estimulados por IFN (ISGs), os quais estão relacionados a diversos 

mecanismos que causam a inibição da replicação viral em diferentes estágios 

(Platanias, 2005). À medida que estes mecanismos imunes são ativados 

durante a infecção da célula, é lógico que os vírus desenvolvam mecanismos 

de contra-ataque, a fim de estabelecer uma infecção com sucesso no 

hospedeiro. A proteína V do parainfluenza vírus 5 foi a primeira a ser 

reconhecida como um inibidor da sinalização de IFN, e a expressão desta 

proteína em células humanas resultam em uma rápida perda de STAT1 (Signal 

transducer and activator of transcription – Fator de transcrição) mediada por 

degradação proteossômica (Didcock et al., 1999a). Vários estudos se 

dedicaram a descrever mecanismos de bloqueio da atividade de interferons por 

alfaherpesvírus, como o herpesvírus humano tipo 1 (HHV-1) e BoHV-1, entre 
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outros (Didcock et al., 1999a; Henderson et al., 2005).Recentemente foi 

observado por Saira et al (2007; 2009) que a proteína IE bICP0 do BoHV-1 

inibe a atividade do promotor de IFNβ e induz a degradação do fator regulador 

3 de IFN (IRF3), além de interagir e bloquear o fator regulador 7 do IFN (IRF7). 

Estes mecanismos levam à inibição da transativação do promotor do IFNβ, 

culminando na inibição da síntese de IFNβ nas células infectadas, o que 

favorece a infecção viral in vitro e provavelmente in vivo (Saira et al, 2007; 

2009). Estes estudos confirmam que o BoHV-1 lança mão de pelo menos um 

mecanismo de bloqueio do IFNβ, logo no início da infecção na célula, indicando 

que a resposta imune inata é, de fato, um obstáculo a ser superado pelo BoHV-

1. Apesar de compartilhar propriedades genômicas e biológicas com o BoHV-5, 

não é ainda conhecido se o último também lança mão destes mecanismos para 

bloquear a síntese de IFNβ. 

1.1– Objetivos gerais: 

- Determinar como a expressão constitutiva do gene V do 

do parainfluenza vírus 5 (PIV5) afeta as características de 

crescimento in vitro do BoHV-1 e 5. 

 

1.2 – Objetivos específicos: 

- Transfectar células CRIB com o plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 que 

contém o gene V do PIV5; 
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- Selecionar e multiplicar uma linhagem de células CRIB que 

expressa essa proteína de forma definitiva, através do uso do antibiótico 

Geneticina. 

- Comparar a dinâmica e progressão da infecção pelas amostras EVI 

123 de BoHV-1 e ISO 45/97de BoHV-5 em células CRIB transfectadas e as 

células parentais, através de ensaios de penetração viral, tamanho de placa e 

cinética da replicação viral. 
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2 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 – Herpesvírus bovino tipos 1 e 5 

Os Herpesvírus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5) são 

membros da família Herpesviridae, subfamília Alphaherpesvirinae, gênero 

Varicellovirus. Os vírus da subfamília Alphaherpervirinae apresentam como 

características gerais, possuir um diâmetro de aproximadamente 70 a 110 nm, 

com genoma não segmentado e de uma única molécula de DNA dupla fita 

linear. Os genomas apresentam 135.870 pares de bases (pb) nucleotídicas 

(BoHV-1) e 138.390 pb (BoHV-5); sendo em torno de 75% desta composição 

formada por bases GC (Delhon et al., 2003). É composto de duas sequências 

únicas: uma única longa ou “long” (UL) e uma única curta ou “short” (US), 

sendo esta última flanqueada por sequências terminais repetidas inseridas de 

forma invertida no genoma: a região repetida interna (IR) e a região repetida 

terminal (TR) (Schwyzer & Ackermann, 1996). O BoHV-5 apresenta 

similaridade genômica de 85% com BoHV-1 (Delhon et al., 2003). 

Ambos herpesvírus codificam várias enzimas envolvidas no 

metabolismo do ácido nucléico como a timidina kinase (TK), timidina sintetase, 

dUTPase e ribonucleotídeo redutase, além daquelas que participam da síntese 
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do DNA como a DNA polimerase, a helicase e a primase (Roizman et al., 

1992). 

São descritas 10 glicoproteínas do envelope viral, denominadas gB, 

gC, gD, gE, gG, gH, gI, gK , gL, e gM. Estas glicoproteínas possuem diferentes 

propriedades antigênicas, funções na replicação viral e interações com a célula 

infectada (Scwyzer & Ackermann, 1996; Rebordosa et al., 1996).  

O BoHV-1 está associado a várias enfermidades, tais como a 

rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite pustular infecciosa (IPV), 

balanopostite, conjuntivite e abortos. Além disso, vários estudos demonstram 

que este vírus pode ser o agente de meningoencefalites em bovinos (Metzler et 

al., 1986; Collins et al., 1993; d’Offay et al., 1993). Por outro lado, o BoHV-5 

está relacionado principalmente com meningoencefalites virais, as quais podem 

causam sinais neurológicos graves e morte. De fato, a principal diferença entre 

o BoHV-1 e o BoHV-5 está na capacidade do BoHV-5 invadir e replicar-se no 

SNC, determinando a enfermidade neurológica (Roizman et al., 1992; Belknap 

et al., 1994; Meyer et al.2001; Perez et al., 2002).  

 2.2 – Multiplicação viral 

 A infecção pelo herpesvírus bovino em células permissivas é 

iniciada por três etapas no processo de entrada. A primeira interação envolve 

uma ligação de baixa afinidade entre a gB e/ou gC a receptores celulares de 

sulfato de heparina. Logo após, ocorre uma interação de alta afinidade entre a 

glicoproteína gD e a nectina 1 (membro da superfamília das imunoglobulinas) 

(Connolly et al., 2001). A seguir, ocorre a fusão do envelope viral com a 
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membrana celular e a liberação do tegumento e do nucleocapsídeo no 

citoplasma celular. O nucleocapsídeo é então carreado até a membrana 

nuclear, onde o capsídeo é conectado e o DNA liberado no núcleo (Muylkens et 

al., 2007).  

Após, o DNA viral linear circulariza-se, o que é seguido de uma 

cascata de transcrições de genes virais, incluindo a expressão de três classes 

de genes: immediate early (IE), early (E) e late (L). Os seus respectivos RNAs 

mensageiros são transportados para o citoplasma onde codificam proteínas 

envolvidas na regulação do ciclo viral, na replicação do DNA viral e na 

morfogênese de novos vírions (Wirth et al., 1989). Em herpesvírus humano tipo 

1 (HHV-1), que serve como protótipo para replicação de DNA de 

alfaherpesvírus, o genoma circular serve como molde para o primeiro ciclo de 

replicação, iniciando de uma sequência chamada “origem de replicação” (ORI) 

(Muylkens et al., 2007). 

Ainda no núcleo, as moléculas de DNA viral são, por fim, 

empacotadas no capsídeo através do auxílio de várias proteínas virais (UL33; 

UL32; UL28; UL25; UL15; UL26,5) (Mettenleitter, 2002; Mettenleitter et al., 

2006). Por fim, ocorre a associação do nucleocapsídeo com o envelope viral. O 

envelopamento dos nucleocapsídeos formados no núcleo ocorre por 

brotamento em vesículas derivadas do Complexo de Golgi. No citoplasma, os 

vírions acumulam-se dentro de vesículas para serem secretados para o meio 

extracelular ou ocorre a dispersão das partículas virais célula-a-célula 

(Mettenleiter, 2002;  2006). 

2.3 – Patogenia e sinais clínicos 
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A transmissão de BoHV-1 e 5 pode ocorrer pelo contato direto de 

animais durante a fase clínica da infecção, os quais excretam vírus infeccioso 

em secreções nasais, conjuntivais ou sêmen. Através do contato direto ou 

indireto com estas secreções com mucosas nasal, conjuntival ou genital, 

animais suscetíveis podem se contaminar e iniciar o desenvolvimento da 

infecção. A transmissão viral também pode ocorrer a curtas distâncias, por via 

aerógena (Mars et al., 2000). Neste caso a porta de entrada do vírus será 

principalmente a nasal. 

 Após a infecção e replicação nas células epiteliais e infecção de 

células nervosas que inervam a mucosa, o vírus é levado por um movimento 

retrógrado axonal até o núcleo celular no gânglio nervoso, onde permanecerá 

latente, em uma forma epissomal, por toda a vida do hospedeiro (Smith et al., 

2001). Durante infecção da mucosa genital ou nasal, pode ocorrer infecção dos 

gânglios paravertebrais, lombossacrais e trigêmios, respectivamente. 

 A infecção latente é uma importante estratégia de perpetuação 

dos alfaherpesvírus nos seus hospedeiros e provavelmente ocorre em todos os 

animais que desenvolvem uma primo-infecção. Eventualmente ocorre a 

reativação viral no animal latentemente infectado. Essa reativação pode ser 

induzida por estímulos naturais (estresse, transporte, parto, desmame) ou por 

tratamento com corticosteróides, e ocorre somente em uma pequena proporção 

dos neurônios (Jones et al., 2006).  A partir do corpo do neurônio, os capsídeos 

são transportados de anterógrado, apresentando uma motilidade bi-direcional, 

até alcançar a extremidade axonal (Smith et al., 2001). Os axônios estão 

ligados a células da mucosa que promovem a montagem e liberação viral 
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(Enquist et al., 2002). Na mucosa epitelial, a intensidade da multiplicação viral 

vai depender fundamentalmente da resposta imune adquirida pela exposição 

natural ao vírus ou pela vacinação (Pastoret et al., 1979). Quando ocorre de 

forma abundante, a multiplicação viral consequente à reativação culmina com a 

disseminação e possível transmissão a hospedeiros suscetíveis (Narita et al., 

1978; Ackermann et al., 1982; Thiry et al., 1987). 

 Seja após a infecção aguda ou durante a reativação viral, o  

BoHV-1 pode estar associado a uma variedade de manifestações clínicas, tais 

como, a rinotraqueíte (IBR), vulvovaginite (IPV), balonopostite (IPB), 

conjuntivite e ceratoconjuntivite, ocasionalmente encefalite e várias formas de 

problemas reprodutivos (Kahrs, 2001). Um dos efeitos mais graves 

relacionados aos problemas reprodutivos causados pelo BoHV-1 pode ser 

observado em animais prenhes. Quando a infecção torna-se sistêmica, o vírus 

pode passar pelo epitélio uterino e causar a morte embrionária ou fetal, levando 

ao aborto (Canant, 1984). Como há sincronização de cio na reprodução dos 

bovinos, o BoHV-1 pode, então, causar surtos de abortos em rebanhos inteiros 

(Wyler et al., 1989).  

Em adultos, o BoHV-1 pode causar somente sinais clínicos brandos, 

mas em animais jovens, incluindo os recém-nascidos, pode ser o responsável 

por problemas mais graves como, por exemplo, dar início à doença respiratória 

de bovinos (BRD), pela sua habilidade em modificar o ambiente do trato 

respiratório superior e causar imunossupressão (Winkler et al., 1999; Lovato et 

al., 2003).  
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O BoHV-5 está associado com a meningoencefalite herpética em 

bovinos. A infecção natural e experimental de bovinos jovens com o BoHV-5 

resulta em infecção respiratória, seguida da invasão e replicação viral no 

sistema nervoso central (SNC). Esta culmina com enfermidade neurológica de 

curso geralmente fatal (Lunardi et al., 2009). 

2.4 – Interferons 

As células desenvolveram diversos mecanismos de resposta 

antiviral inata e adquirida para combater a infecção viral (Flint et al., 2000). Um 

dos mais importantes mecanismos de resposta antiviral inata é a produção e 

secreção de interferon (IFN) e subseqüente ativação parácrina de sinalização 

via receptores de INF.  

O complexo interferon (IFN) é uma família de glicoproteínas 

sintetizadas por células de diferentes origens. Há várias funções entre elas: 1- 

inibidora da multiplicação viral, 2- imunomoduladora, estimulando células NK e 

monócitos, 3- anti-angiogênica e anti-proliferativa (Haller et al., 2006). 

Para que o sistema imune inato responda apropriadamente à 

presença de um agente patogênico, receptores de reconhecimento padrão do 

hospedeiro (PRR) têm de detectar padrões moleculares patógeno-associados 

(PAMPs). Como exemplos de PRRs, temos CD14, receptores de manose e 

receptores do tipo toll (TLR) em células do hospedeiro, como macrófagos (Lien 

et al., 1999; Medzhitov et al., 2002). 

Os elementos da família TLR (toll like receptors) são componentes 

fundamentais da imunidade dos mamíferos, constituindo parte do sistema de 
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vigilância mais precoce na resposta à infecção. A sua ativação desencadeia a 

imunidade inata e é crucial na indução da imunidade adaptativa Th1/Th2 

(Parker et al., 2007; Bowie, 2007). Cada TLR é capaz de reconhecer diferentes 

componentes virais e as vias de sinalização ativadas por estes receptores 

levam à indução da produção de citocinas e de IFN tipo I (Szabo & Dolganiuc, 

2006). O TLR 3 reconhece RNA de fita dupla, TLR 7 e 8 reconhecem RNA de 

fita simples, o TLR 9 reconhece DNA viral (Akira & Takeda, 2004; Parker et al., 

2007; Shimosato et al., 2005) Outros TLR (2 e 4) interagem com proteínas 

virais específicas e também desencadeiam a produção de IFN (Shinkai et al., 

2006). 

Outro exemplo de PRR é o PKR (protein-kinase R), que é um outro 

detector intracelular de RNA dupla fita e de poli(I:C) (um RNA dupla fita 

sintético usado para mimetizar infecção viral). A sua função principal é inibir a 

tradução do mRNA do hospedeiro através da fosforilação de fator de iniciação 

da tradução eIF2α (Proud, 1995). 

2.5 – Tipos de interferons 

Os interferons do tipo I (α, β, ε, κ, ω, τ) são produzidos por 

precursores de células dendríticas e fibroblastos. Estas proteínas são 

expressas como a primeira linha de defesa contra infecções virais, sendo que 

seu papel principal é limitar a disseminação viral, durante os primeiros dias de 

infecção viral, permitindo tempo suficiente para geração de uma resposta 

imune adaptativa robusta contra a infecção (Biron, 1994; Stark et al., 1998; 

Roberts et al., 1999; Petska et al., 2004). O interferon do tipo II (IFNγ) possui 

algumas das atividades antivirais do IFN tipo I, mas o papel biológico 
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dominante do IFNγ parece ser a resposta imune adaptativa, principalmente na 

ativação de células T, sendo produzidas por CD4+, ativando  natural killer (NK) 

e CD8+ citotóxicas (Stark et al., 1998; Muller et al., 1994). Todos os interferons 

do tipo I interagem com um sistema de receptores multiméricos que consistem 

de duas subunidades (IFNR-1, IFNR-2) e são encontrados na maioria das 

células. Os inteferons tipo I e II medeiam os seus efeitos através da interação 

com receptores específicos e não redundantes (Petska et al., 2004). Os ratos 

“knockout” para receptores α/β ou para receptores do IFNγ não conseguem 

estabelecer resposta imune eficaz. A existência destas famílias de genes leva-

nos a considerar que o hospedeiro desenvolveu mecanismos para limitar a 

extensão da resposta ao IFN (Abril et al., 2004). 

 O tipo III inclui o IFNλ, IL-28, IL-29, interagem com o receptor 1 do 

IFNλ e com a cadeia IL-10R2. O IFNλ tem uma ação semelhante ao IFN tipo I 

ao induzir uma proteção viral, tanto in vitro, como in vivo (Kotenko et al., 2003; 

Petska et al., 2004; Robek et al., 2005). O interferon do tipo III induz a 

transcrição de genes semelhante aos do tipo I, mas a resposta ao IFN tipo III é 

mais limitada, pois os seus receptores só se expressam num número limitado 

de tipos celulares (Ank et al., 2006). 

Camundongos não são susceptíveis à infecção por BoHV-1 ou 

BoHV-5, entretanto, camundongos com deficiências genéticas na habilidade de 

produzir receptores de IFNα/β ou IFNγ tornaram-se susceptíveis à infecção por 

BoHV-1 (Abril et al., 2004). 
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2.5.1 – Interferon tipo I 

Em bovinos já foram identificados diversos subtipos de interferon 

tipo I, IFNα, IFNβ, IFNω, e ainda se observou a expressão de interferon-tau 

(IFNτ), responsável pelo reconhecimento materno nessa espécie (Roberts et 

al., 1992; Roberts et al., 1999). Os interferons tipo I são proteínas compostas 

por 165 a 200 aminoácidos com formato helicoidal, constituídas por cinco α-

hélices (Mitsui & Senda, 1997). O domínio intracelular dos seus receptores está 

associado com tirosina-quinases específicas (Tyk-2) que, após interação com 

IFN tipo I são fosforiladas em outras tirosina-quinases (proteínas da família 

Janus  quinase): JAK1 e JAK2. A ligação do IFN I ao receptor também resulta 

na fosforilação do receptor do interferon 1 (IFNR-1) por proteínas STAT1 e 

STAT2. Essas STATs recrutadas para a fosforilação do INFR-1 formam dois 

complexos denominados fator ativador de IFN-α (AAF) e fator genético 3 

estimulador de IFN (ISGF3). Esses fatores são translocados para dentro do 

núcleo e unidos a seqüências de DNA chamadas GAS (sequência ativadora de 

IFNγ) e ISRE (elemento responsável pela estimulação de interferon). A 

sinalização de IFN resulta na indução da transcrição de centenas de genes-

alvo, dentre eles, o gene p53, supressor de tumores (Honda et al.,2006). 

Os IFN tipo I combatem os vírus diretamente através da inibição da 

sua replicação e indiretamente estimulando a resposta imunológica inata ou 

adaptativa. Por exemplo, induzem a citotoxicidade direta das células NK. 

(Stetson et al., 2006) 
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2.6 – Vias de sinalização do interferon 

A via ativada após interação de IFN tipo I com o seu receptor é 

considerada um modelo de sinalização das citocinas. Os receptores dos 

interferons não têm atividade enzimática, mas desencadeiam uma via de 

sinalização complexa que culmina na transcrição de centenas de genes 

denominados de genes estimulados pelo interferon (ISGs) (Stark et al., 1998) 

As vias de sinalização e genes estimulados são determinantes no desfecho da 

infecção viral (Nagai et al., 2007)  

Conforme representação mostrada na Figura 1, a ligação do IFN tipo 

I ou II aos receptores desencadeia a atividade de duas quinases associadas a 

estes receptores, JAK1 e TYK2. Estas quinases fosforilam as proteínas STAT, 

que formam complexos com outra proteína IRF-9. Este complexo designado 

por ISGF3 entra no núcleo e liga-se a sequências específicas (Interferon 

Stimulated Response Element, ISRE) na região promotora de múltiplos genes. 

Centenas de genes são expressos em resposta à ativação de STAT por IFN 

tipo I. (Stark et al., 1998; Tanabe et al., 2005). 
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Figura 1. Representação da via de sinalização dos receptores de IFN por 

fosforilação de diferentes quinases intracelulares. Fonte: Sadler & William, 2008. 

 

O IFN tipo I também é capaz de induzir a expressão de proteínas 

que inibem a atividade do IFN, como em um sistema de auto-regulação. Os 

Supressor of Cytokine Signalling (SOCS), por exemplo, inibem a fosforilação de 

STAT pela ligação e inibição de JAKs ou competindo com STATs pelos sítios 

de ligação à fosfotirosina nos receptores de citocina, além da Protein Inhibitor 

of Activated STAT (PIAS) que age no núcleo e bloqueia a atividade 

transcricional de STAT (Gale. & Foy, 2005; Shuai, 2006). 

2.7 – Efeitos do interferon nas células alvo 

O efeito principal do IFN é a indução de genes com atividade 

antiviral, tais como PKR, proteínas resistentes a mixovírus (MxA, MxB) e 

RNAseL (Hovanessian, 2007) 
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Os IFN tipo I possuem efeitos antiproliferativos e apoptóticos. 

Também aqui existem diferenças de ação entre os vários subtipos de IFN tipo I, 

e a relativa potência neste efeito não se correlaciona com o efeito antiviral 

(Takaoka & Yanai, 2006). 

O gene induzido pelo IFN tipo I mais estudado para herpesvírus é 

proteína quinase de serina treonina ativada por RNA de dupla fita (PKR). O 

PKR ativado, por infecção viral, ou RNA de dupla fita, pode inibir vias 

reguladoras celulares, primariamente a tradução do mRNA e fatores da 

transcrição. Como o próprio IFN, RNA específicos dos vírus também ativam a 

PKR, que inibe a replicação e a produção de progênie viral (Chee & Roizman, 

2004; Hovanessian, 2007). 

As proteínas de resistência ao mixovirus (MxA e MxB) são GTPases 

induzidas pelo IFN-1. A sua função foi inicialmente determinada nos vírus 

influenza Thogoto. Estas proteínas celulares interferem com o acúmulo de RNA 

viral e proteínas deste vírus, bloqueando sua multiplicação (Frese et al., 1995). 

Essas proteínas também são capazes de se ligarem a proteínas do 

nucleocapsídeo de vírus da família Bunyaviridae, causando redistribuição das 

proteínas destes e levando à inibição da replicação viral (Billiau, 2006). 

Além dos efeitos diretos sobre a replicação viral, os interferons I e II 

têm potentes ações imunomoduladoras. É provável que esta atividade envolva, 

não só a imunidade adaptativa, mas também a inata. As moléculas do MHC 

classe I e II apresentam peptídeos antigênicos derivados da degradação de 

proteínas virais, às células T CD8 e CD4 respectivamente. Durante uma 

infecção viral são ativadas células T CD8 de classe I, e T CD4 de classe II. O 
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IFN aumenta a expressão de MHC classe I e II, aumentando a resposta celular 

in vivo. Esta ação poderá contribuir para a recuperação da infecção e não 

apenas para a resposta inicial de defesa do hospedeiro (Petska et al., 2004; 

Platanias, 2005; Amason, 1996). 

2.8 – Regulação da expressão do IFN-1 

Conhecem-se dez fatores reguladores do IFN (Interferon regulating 

factors - IRF). IRF1 e IRF2 foram os primeiros a serem identificados pela sua 

capacidade de ativação e repressão da transcrição, respectivamente (Petska et 

al., 2004). São extremamente importantes durante a infecção e são alvos de 

regulação pelos vírus. Alguns vírus como o herpesvírus humano 8, vírus 

relacionado com Sarcoma de Kaposi, codificam homólogos de IRF, evadindo-

se das defesas do hospedeiro (Lee et al., 2010). Os IRF1,IRF3,IRF5 e IRF7 

atuam na transdução de vias de sinalização viral. Em resposta à infecção, 

estes fatores de transcrição são fosforilados e migram para o núcleo, onde 

ativam ou reprimem a transcrição de IFN ou dos genes regulados pelo IFN 

(Fuld et al., 2006). 

2.9 – Bloqueio viral da ação do interferon 

Têm sido demonstrados, em diferentes vírus, mecanismos variados 

de defesa contra a resposta antiviral inata induzida por interferon (Leib, 2002). 

Por exemplo, os vírus podem codificar proteínas que bloqueiam o interferon, 

através da inibição da ação da proteína kinase induzida por interferon, o que 

resulta na inibição da ação das células NK, interferência com expressão de 

MHC na superfície celular, bloqueio da ativação do complemento, inibição da 



18 
 

 

 

sinalização de RNA de fita dupla, prevenção da indução da apoptose, inibição 

da biossíntese de interferon, entre outras ações (Didcock et al., 1999b;  He et 

al., 2002; Wansley & Parks, 2002). 

Quase todos os vírus desenvolveram estratégias de redução da 

atividade do PKR de forma que a sua replicação não esteja comprometida 

(Poppers et al., 2000). Há vários reguladores celulares, ativadores ou inibidores 

do PKR. Foi demonstrado também que as proteínas C, W e V do vírus Nipah 

inibem a transcrição viral e replicação de RNA (Sleeman et al., 2008). Essas 

proteínas formam interações de alta afinidade com STAT 1 e/ou 2 através de 

seus domínios N-terminais, assim como acontece com vírus Hendra (Shaw et 

al., 2004). A proteina V do gênero Henipavirus inibe a reposta do IFN ao 

sequestrar STAT1 e STAT2 em complexos citoplasmáticos, assim, prevenindo 

sua fosforilação de IFN mediada por tirosina (Rodrigues et al., 2002; 2003). A 

proteína W pode inibir a sinalização mediada por TLR3 devido à perda de 

atividade de IRF3, entretanto, o mecanismo pelo qual TLR3 leva à sinalização 

não foi ainda caracterizado (Shaw et al., 2005). 

Em Herpesvírus humano tipo 1 (HHV-1), foi demonstrado que a 

proteína ICP 34.5 recruta uma fosfatase para desfosforilar a subunidade 2 alfa 

do fator de iniciação eucariótica (elf-2α) e assim impede a atividade de PKR, 

que desfosorila essa subunidade alfa em uma resposta inibitória à infecção (He 

et al., 1997). Assim, mutantes virais que são defectivos em ICP 34.5 exibem 

sensibilidade aumentada ao IFN (Poppers et al., 2000). Foi também 

demonstrado que a proteína US11 do HHV-1 previne a ativação de PKR 

(Cassady et al., 1998).  
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A proteína ICP0 do HHV-1 produzida nos estágios iniciais da 

infecção também pode inibir diferentes pontos da via de ativação do IFN-I. 

ICP0 é capaz de suprimir a indução dos genes estimulados por IFN (ISGs), e 

os vírus que não têm uma ICP0 funcional são, também, hipersensitivos ao IFN-

I em cultivo (Eidson et al., 2002; Everett et al., 2004). 

A proteína correspondente em BoHV-1  imediatamente precoce (IE) 

do BoHV-1, a bovine infected cell protein 0 (bICP0) é conhecida como tendo 

uma importante atividade transativadora de promotores de genes virais (Zhang 

& Jones, 2001). Durante a infecção produtiva a expressão de bICP0 é 

constitutiva, pois o gene possui um promotor IE e um promotor E, e ambos os 

promotores são ativados pela própria bICP0 (Fraefel et al., 1994). bICP0 do 

BoHV-1 contem um dedo de zinc RING  próximo ao seu domínio N-terminal 

que é necessária para ativar a transcrição, regular sua localização subcelular  e 

inibir interferon depedente da transcrição (Saira et al., 2007). 

Além de possuir a função de estímulo à expressão gênica, foi já 

demonstrado que a bICP0 inibe o promotor do IFNβ através da indução da 

degradação do fator 3 e 9 de resposta ao IFN (IRF3) e IRF9 (Henderson et al., 

2005; Saira et al., 2007; 2009). Até o momento, a bICP0 é o único produto 

gênico conhecido que apresenta esta atividade (Zhang et al., 2005).  

Foi demonstrado recentemente que a bICP0 do BoHV-5 pode 

complementar o seu homólogo BoHV-1 (Steiner et al., 2010). Assim, é provável 

que bICP0 de BoHV-5 tenha um papel no bloqueio da produção de IFN no 

hospedeiro, do mesmo modo que BoHV-1. 
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Tomando-se esses dados em conjunto, conclui-se que a resposta 

celular via produção de IFN-I é um aspecto importante da imunidade contra 

vários vírus, incluído alfaherpesvírus, e que, provavelmente, vírus que 

conseguem inibir esta resposta consigam infectar seu hospedeiro de forma 

mais eficaz e/ou duradoura. 

2.10 – Proteína V/P dos paramixovírus 

Muitos paramixovírus suprimem a resposta de IFN-I ao bloquear a 

via de sinalização deste, utilizando diferentes mecanismos moleculares 

(Andrejeva, 2002). Muitos empregam a proteína V, codificada pelo 

parainfluenza vírus 5 (PIV5), vírus do sarampo e SV41, que bloqueia a 

sinalização de IFN ao direcionar STAT1 para degradação proteossômica, 

enquanto a proteína V do parainfluenza vírus humano tipo 2 (hIPV2) direciona 

STAT2 para degradação pela mesma via (Didcock et al., 1999b; Nishio et al., 

2001).O vírus Sendai também bloqueia  IFN-I, entretanto foi demonstrado que 

a proteína responsável por esta ação é a proteína C, e o processo não requer 

degradação de STAT, mas uma interação entre a proteína C e STAT (Kubota 

et al., 2001). 

Até o momento, acredita-se que o domínio N-terminal e o domínio C-

terminal, rico em cisteína da proteína V são essenciais para o processo de 

degradação. Evidências para um papel do domínio N-terminal surgiram a partir 

de observações em que a substituição de um único aminoácido nesta região 

influencia a capacidade da proteína V do SV5 em direcionar STAT1 para 

degradação em células de diferentes espécies (Komatsu et al., 2002). 
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As proteínas V e P do PIV5 são proteínas estruturais codificadas 

pelo mesmo gene V. Eles partilham dos mesmos 164 aminoácidos N terminais, 

mas foi demonstrado que é a proteína V, e não P, que bloqueia a via de 

sinalização de IFN ao direcionar STAT1 para degradação (Didcock et al., 

1999a). A proteína V desse vírus também se liga à proteína solúvel do 

nucleocapsídeo viral (NP) e tem, assim, um papel na transcrição, replicação ou 

encapsidação do vírus (Randall et al., 1996). Entretanto, seu papel em 

direcionar STAT1 para degradação não depende da interação com a NP viral. 

De fato, células que expressam a proteína V constitutivamente na ausência de 

outras proteínas virais (células 2f/SV5-V), degradam STAT1 e não respondem 

a IFN α ou β. Evento semelhante ocorre em células que expressam a proteína 

V do hPIV2, que não sintetizam STAT2 e não respondem a IFNα ou β, embora 

possam responder a INFγ (Lyn et al., 2000; Andrejeva et al., 2002). 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 – Células e vírus 

Para este trabalho, foram utilizadas células resistentes ao vírus da 

diarréia viral bovina (CRIB) que são derivadas de Madin Darby Bovine Kidney 

cells (MDBK) (Flores & Donis, 1995). As CRIB foram utilizadas para a 

multiplicação, titulação e os ensaios de crescimento in vitro de BoHV-1 e 

BoHV-5 e para as transfecções. Os cultivos celulares foram mantidos em meio 

mínimo essencial de Eagle (EMEM, Gibco) suplementado com 10 % de soro 

fetal bovino (SFB, Cultilab), antibiótico (2 mg/L de enrofloxacina, Baytril/Bayer) 

e antifúngico (2,0 g/ml de anfotericina B, Cristália). 

As amostras virais de BoHV-1 (EVI 123) e BoHV-5 (ISO 45/97) 

utilizadas neste estudo são oriundas do estoque de vírus do Laboratório de 

Virologia do Instituto de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor (IPVDF), 

isoladas respectivamente em 1998 e 1995 (Roehe et al., 1997; Souza et al., 

2002). 

3.2 - Plasmídeos 

O plasmídeo utilizado foi o pEF.IRES.neo.SV5 P/V possui um gene 

que codifica para a proteína V do parainfluenza vírus 5 (PIV5), o qual tem a 

função de inibir a função do interferon alfa e também expressa o gene para 

resistência ao G418 (Anexo A). 

O plasmídeo foi multiplicado em células de Escherichia coli DH5α, 

após a sua transformação conforme protocolos usuais (Sambrook & Russell, 
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2001). Após a transformação destas células, procedeu-se à extração de DNA 

plasmideal através da técnica de lise alcalina (Sambrook & Russell, 2001). Em 

seguida, foram purificados com fenol (Invitrogen) e precipitados em etanol, 

segundo a técnica descrita por Sambrook & Russel ( 2001). 

3.3 – Semiquantificação dos DNAs extraídos 

Para a semiquantificação, quantidades conhecidas de DNA de 

bacteriófago lambda (Fermentas) foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose (Invitrogen) a 1% com as amostras de DNA a serem analisadas. A 

semiquantificação foi feita por comparação da intensidade das bandas no gel 

com brometo de etídio (Invitrogen) sobre luz UV em transluminador. 

3.4 – Titulação de BoHV-1 e BoHV-5 

Todos os testes in vitro foram feitos com os vírus previamente 

titulados em células CRIB. As células foram semeadas em placas de 96 poços 

com confluência de 100% e, logo após, foram adicionadas diluições seriadas 

na base 10 dos vírus BoHV-1 e BoHV-5. O resultado das titulações foi 

realizado sob microscópio óptico invertido, observando-se efeitos citopáticos 

(ECPs) após 3 dias de incubação a 37°C com 5% de CO2. 

3.5 – Transfecção do DNA plasmideal 

Um dia anterior à transfecção, células CRIB foram semeadas em 

placas de 12 poços em uma densidade de 2,0 x 105 células por poço. As 

células foram, então, transfectadas com 1,6 µg do plasmídeo homogeneizados 

a 4 µl de Lipofectamine2000™ (Invitrogen). O protocolo de transfecção foi o 

recomendado pelo fabricante do produto (Invitrogen) Para isolar células que 
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expressassem a proteína V do PIV5, as células transfectadas foram cultivadas 

após 72 h da transfecção, na presença de 400 μg de Geneticin/ml e as colônias 

de células resistentes a essa droga foram isoladas. As células sem o 

plasmídeo do PIV5 são referidas, a partir deste ponto,  como CRIB, e aquelas 

com o plasmídeo, referidas como CRIB/V. 

3.6 – Reação em cadeia da polimerase (PCR) para detectar a 

presença do gene V nas células transfectadas 

As colônias selecionadas foram submetidas à extração de DNA e à 

PCR para detectar o gene V. Inicialmente, as células transfectadas foram 

digeridas com uma solução de lise de SDS (duodecil sulfato de sódio) a 1% e 

proteinase K (Invitrogen 20 mg/ml) por 1h a 37°C. O DNA celular total foi, 

então, extraído com fenol, precipitado com etanol e ressuspendido em 50 µl de 

TE ph 7,4 (10mM de Tris , 1 mM de EDTA) e armazenados a 4°C.). A análise 

da quantidade e qualidade dos DNAs obtidos foi realizada submetendo 5 µl da 

amostra extraída à eletroforese em gel de agarose a 1 % e comparando com 

quantidades conhecidas do DNA do bacteriófago Lambda. Os 

oligonucleotídeos utilizados no ensaio de PCR foram desenhados com base 

nas sequências do gene P do parainfluenza suíno, as quais estão disponíveis 

no banco de dados do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os oligonucleotídeos (oligonucleotídeo direto - PF 

5‟GTGCCAGCAGATGACAAAACAGTG3‟ e reverso – PR 

5‟AACCGGGTGCGATAGGATTCTC 3‟) anelam na região do gene V e, 

amplificam um produto de 214 pb.  
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As reações de PCR foram realizadas com 1 mM de MgCl2 

(Invitrogen); 0,8 pMol de cada oligonucleotídeo (IDT), 1U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen); 10 % de tampão de PCR (Invitrogen) e 0,4 mM de 

deoxinucleosideos trifosfatos (ABgene) por reação, além de 50 ng de DNA total 

Todas as reações foram feitas em um termociclador Eppendorf Mastercycler 

sob as seguintes condições: uma etapa inicial de desnaturação a 95 oC por 1 

min, seguida de 35 ciclos contendo: uma etapa de desnaturação a 95°C por 

30s, uma de anelamento a 48°C por 30s e uma de extensão a 72°C por 30s; 

além disto, uma etapa final de extensão a 72°C por 5 min foi realizada. 

Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

a 1% contendo brometo de etídeo (0,5 μg/mL), vizualizados sob luz UV e 

comparados com marcador de peso molecular conhecido [50 bp DNA ladder 

(Fermentas)]. 

        Além de detectar quais colônias de células possuíam o DNA 

plasmideal, precedeu-se à detecção do número de cópias do plasmídeo 

presente nas células transfectadas. Para isso, foram preparadas reações de 

PCR, nas mesmas condições descritas acima, na presença de 50 ng de DNA 

de células CRIB e com diluições do plasmídeo original.  

3.7 – Cinética de penetração 

O estabelecimento da cinética de penetração foi feito ao se permitir 

que 500 u.f.p (unidades formadoras de placa) (Franco et al., 2007) de BoHV-1 

e BoHV-5 adsorvessem nas monocamadas pré-formadade em placas de seis 

poços de CRIB e CRIB/V por 1h a 37°C. Os cultivos celulares infectados foram 
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incubados por 2 minutos com uma solução de citrato de sódio (40 mM tri-Na-

citrato-diidrato, 10mM de KCl, 135 mM de NaCl, ph 3,0) para inativar as 

partículas virais que não penetraram no referido tempo. Em seguida, as 

monocamadas foram lavadas duas vezes com PBS (Phosphate-buffered saline 

1X) e 2 ml de meio fresco com soro foram adicionados. Em diferentes intervalos 

de tempo pós-adsorção (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 120 min), os inóculos 

foram removidos e as células cobertas com meio semi-sólido (de forma que 

qualquer partícula viral produzida, como resultado da infecção não possa 

ultrapassar os limites do local de sua produção) e incubadas por cinco dias. 

Após esse tempo, as monocamadas foram fixadas e coradas com cristal violeta 

e as placas virais contadas para cada intervalo de tempo. As diferentes 

capacidades de BoHV-1 e BoHV-5 em penetrar nesses dois tipos celulares foi 

determinada comparando o número de placas em cada intervalo de tempo. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

3.8 – Ensaio do tamanho de placa 

O ensaio do tamanho de placa foi realizado como anteriormente 

descrito por Franco et al (2007). Logo, as monocamadas confluentes de CRIB 

e CRIB/V foram preparadas em placas de seis poços, infectadas com 50 u.f.p 

de BoHV-1 e 50 u.f.p de BoHV-5 e mantidas sob meio semi-sólido por cinco 

dias. As monocamadas foram, posteriormente, fixadas, coradas e o diâmetro 

de 50 placas virais de cada tipo celular foi mensurado. 

3.9 – Curvas de crescimento 
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Curvas de crescimento one step foram realizadas, seguindo a 

infecção de células CRIB e CRIB/V em placas de 24 poços em multiplicidade 

de infecção (M.O.I) de 1 e 10, tanto para BoHV-1, quanto para BoHV-5. Uma 

hora após incubação, os cultivos infectados foram incubados com uma solução 

de citrato de sódio inativando vírus não penetrados, as monocamadas foram 

lavadas duas vezes com PBS e 1 ml de meio fresco foi adicionado em cada 

poço. Em vários intervalos de tempo pós-infecção (1,15; 3; 5; 7; 9; 11; 13; 15; 

18; 24; 36 e 48h), o sobrenadante foi removido e armazenado a -80°C para 

posterior titulação de vírus extracelular presente. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. Títulos de vírus infecciosos foram calculados de acordo 

com método de Spearman-Karber e expressados como log10 doses infecciosas 

para 50% de cultura de tecidos em 50 µl (TCID50/50 µl). 

3.10 – Análise estatística 

A análise estatística foi feita usando o teste t Student e análise de 

variância (ANOVA), onde a menor diferença significativa em p=0,05 seria 

determinada. O termo “significante” (estatisticamente significante) no texto quer 

dizer p≤0,05 
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4 – RESULTADOS 

 

 

4.1 – Transfecção de células CRIB com pEF.IRES.neo.SV5 P/V 

Com a finalidade de obter uma linhagem que expressasse de forma 

estável a proteína V celular estável, 1,6 µg do plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 

P/V foi transfectado nas células CRIB. Após a transfecção, foi feita a seleção 

com antibiótico Geneticin para isolar as células que expressassem a proteína 

de interesse. Em torno de 42 colônias foram identificadas e clonadas. 

Dezessete colônias foram escolhidas, ao acaso, e testadas para a presença do 

gene V. Todas as colônias foram positivas na PCR para o gene V, utilizando-se 

a PCR anteriormente descrita. Todas as colônias foram positivas para o gene 

V, apresentando um produto de 214 pb. Todas as colônias apresentaram um 

produto de PCR com intensidade similar.  

Uma dessas colônias foi, então, selecionada e chamada CRIB/V. 

Para estimar o número de cópias do plasmídeo por célula, o produto da PCR 

do gene V detectado em 50 ng de DNA de CRIB/V, foi comparado, em um gel 

de agarose, com diluições seriais de produtos de PCR de quantidades 

conhecidas do DNA plasmideal pEF.IRES.neo.SV5 V/P misturados a 50 ng do 

DNA total de CRIB (Figura 1). Esta análise mostrou que em 50 ng do DNA de 

CRIB/V, aproximadamente, 104 cópias do plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 V/P 
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estavam presentes. Já que 50 ng de DNA genômico bovino é, 

aproximadamente, a quantidade encontrada em 1,3 x 104 células bovinas, 

estimou-se que uma cópia do referido plasmídeo estava presente em cada 

célula CRIB/V. Este baixo número de cópias do plasmídeo nas colônias CRIB/V 

é, provavelmente, devido a uma seleção natural para células com uma baixa 

expressão de da proteína V, porque a hiperexpressão da proteína V em células 

desacelera o ciclo celular (Lin & Lamb, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: A reação de PCR para amplificação e quantificação do gene V após extração de 
DNA celular total das duas linhagens de células. Uma diluição serial (10X) do DNA plasmideal 
de  pEF.IRES.neo.SV5 V/P, assim como 50 ng de CRIB/V e DNA celular total de CRIB foram 
amplificados e 5 μl da reação de PCR (25 μl) foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose 1%. 1) marcador de  50 pb (Fermentas).Diluições do plasmídeo contendo 
aproximadamente 10

6
, 10

5
, 10

4
  e 10

3
  moléculas do plasmídeo. Controle negativo: células 

CRIB . 

 

4.2 – Cinética de penetração 

As curvas de penetração da amostra ISO 45/97 obtidas a partir dos 

ensaios com CRIB e CRIB/V estão apresentadas na figura 2. As placas virais 

começaram a ser observadas em ambos os tipos celulares no mesmo período 

(10 min pós-adsorção ou p.a). As porcentagens de penetração nas células 

M              10
6              

10
5
          10

3
       CRIB/V     CRIB 
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CRIB/V em 10, 20, 30, 45 e 60 min p.a foram maiores que em CRIB, mas esta 

diferença foi significativa apenas em 60 min, p.a *, quando a penetração viral 

alcançou 70% em CRIB/V e 50% em CRIB. Aos 120 min. p.a, a penetração 

viral em ambas as células foram indistinguíveis, alcançando um nível de 

aproximadamente 95% de penetração viral. 

Por outro lado, ao analisar a curva de penetração do BoHV-1 EVI 

123, os dados obtidos mostraram uma situação inversa. De acordo com o 

gráfico na figura 3, as placas virais começaram a ser observadas em ambas as 

células após 10 min de adsorção e permaneceram indistinguíveis em todos os 

períodos alcançando um nível de penetração de 95% aos 120 min.  

 

 

Figura 3. Comparação da cinética de penetração do ISO 45/97 nas células CRIB e CRIB/V. 

*Estatíticamente significativo 

 

* 
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4.3 – Ensaio de tamanho de placa 

Os tamanhos das placas virais em CRIB/V foram, claramente, 

maiores que as placas observadas em CRIB, tanto para a amostra ISO 45/97, 

quanto para a amostra EVI 123. O tamanho médio das placas de ISO 45/97 

após 5 dias sob meio semi-sólido nas células CRIB foi de 15 μm (+/- 8 μm), 

enquanto que em CRIB/V, o tamanho médio foi de 30 μm (+/- 4 μm) (Fig. 4). O 

tamanho médio das placas de BoHV-1 EVI 123 (Fig. 5), nas mesmas condições 

também foram inferiores em CRIB ,com média de 7 μm (+/- 3 μm), enquanto 

que em CRIB/V a média foi de 12 μm (+/- 6 μm).  

 

Figura 4. Comparação da cinética de penetração de EVI 123 nas células CRIB e CRIB/V. 
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Fi
gura 5. Representação gráfica da média dos tamanhos de placa em células CRIB e CRIB/V 
com seus desvios padrões. Os valores foram estimados ao medir 50 placas virais de cada 
linhagem celular infectada com ISO 45/97. 

 

Figura 6. Representação gráfica da média dos tamanhos de placa em células CRIB e CRIB/V 
com seus desvios padrões. Os valores foram estimados ao medir 50 placas virais de cada 
linhagem célular infectada com EVI 123 

 

Essas diferenças, tanto em BoHV-1 quanto em BoHV-5, foram 

consideradas estatisticamente significativas (p<0,0001).  
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4.5 – Curva de crescimento  

A comparação das curvas de crescimento feitas por inoculação de 1 

M.O.I das amostras EVI 123 e ISO 45/97 em CRIB e CRIB/V não mostrou 

diferenças significativas (dados não apresentados). Para ambos os vírus e 

células, as progênies virais começaram a surgir após 11h de inoculação e 

permaneceram similares em todos os períodos. 

Entretanto, ao analisar a curva de crescimento feita por inoculação 

de 10 M.O.I de ISO 45/97 (Fig. 7), vírus infecciosos começaram a ser 

detectados previamente em células CRIB/V (em 5h p.i) em comparação com 

CRIB (em 9h p.i). Às 13h p.i., o título de ISO 45/97 permaneceu 

estatisticamente superior em CRIB/V (104,57 TCID50/50μl) em comparação ao 

título encontrado em CRIB (103.41TCID50/50μl em  13h p.i.). A principal 

diferença nos títulos virais calculados foi de 1 log10.  A partir de 15h p.i, os 

títulos virais em ambas as células não foram significativamente diferentes e os 

vírus alcançaram títulos similares às 48h p.i. (106 TCID50/50μl em células CRIB 

e 106,25 TCID50/50μl) em células CRIB/V. 

Por outro lado, analisando a curva de crescimento obtida por 

inoculação de 10 M.O.I de EVI 123 (Fig. 8), ocorreu uma situação diferente. 

Embora vírus infecciosos começassem a ser detectados em CRIB/V às 7 h p.i 

(101,23 TCID50/50μl) e os títulos virais permaneceram superiores (não 

estatisticamente) até 9 h p.i., quando os títulos em CRIB começaram a ser 

detectados, a partir deste ponto, os títulos virais de EVI 123 permaneceram 

algumas vezes iguais ou superiores em CRIB (102,65, 103,32, 103,58, 104,32,104,66, 

104,91, 105,33 TCID50/50μl em 11, 13, 15, 18, 24, 36 e 48 h p.i., respectivamente) 
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em comparação a CRIB/V (102,32, 102,66, 103, 103,75,103,83, 104,5, 104,83 

TCID50/50μl em 11, 13, 15, 18, 24, 36 e 48 h p.i., respectivamente).  

 

Figura 7. Cinética de crescimento de BoHV-5  em células CRIB e CRIB/V. Títulos virais estão 
expressos como TCID50/50 µl e indicados em uma escala log10. 

 

 

Figura 8. Cinética de crescimento de BoHV-1 em células CRIB e CRIB/V. Títulos virais estão 
expressos como TCID50/50 µl e indicados em uma escala log10. 
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5 – DISCUSSÃO 

 

Com a finalidade de compreender os efeitos da resposta inata de 

IFN tipo I na replicação de BoHV-1 e BoHV-5, estabelecemos uma linhagem 

celular (CRIB/V) que expressa a proteína V do PIV5 constitutivamente. Estas 

células foram utilizadas para estudar os diferentes aspectos da multiplicação de 

BoHV-1 e BoHV-5 em comparação com suas células parentais CRIB.  

Os efeitos da expressão da proteína V do PIV5 na multiplicação do 

BoHV-1 e 5 foram diferentes. Observamos que a penetração do BoHV-5 nas 

células CRIB/V foi um pouco mais eficaz do que nas células CRIB e, aos 60 

min pós adsorção, esta diferença foi estatisticamente significativa. Também se 

observou, nos ensaios de cinética da replicação, que o BoHV-5 alcançou títulos 

significativamente maiores em estágios iniciais do seu crescimento em células 

CRIB/V em comparação com células CRIB. Os títulos virais finais, no entanto, 

foram similares nos dois tipos celulares. Mais marcante foi a observação do 

tamanho médio das placas virais produzidas pelo BoHV-5 em CRIB/V que 

foram significativamente maiores que as médias encontradas nas células CRIB. 

Por outro lado, os dados sobre o crescimento in vitro de BoHV-1 aqui obtidos 

foram diferentes do observado com o BoHV-5. A penetração viral do BoHV-1 

ocorreu com mais eficácia em células CRIB, e foram observadas  diferenças 

estatísticas significativas entre 45 e 120 min. pós-adsorção em  comparação 
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com CRIB/V. O baixo desempenho das CRIB/V após a infecção pelo BoHV-1 

nas curvas de crescimento poderia ser explicado por haver ainda, nas células 

transfectadas (CRIB/V), um baixo nível de sinalização de interferon o que 

induziria um estado antiviral nestas células. Esse fenômeno foi observado por 

Young et al.(2003), que transfectaram células BF com o gene V, e, mesmo 

após a infecção com SV5, observaram que ainda havia um baixo nível de 

sinalização de IFN, mantendo estas células em um estado antiviral. De fato, 

tendo em vista que o bloqueio da sinalização de IFN é uma estratégia óbvia 

dos vírus, provavelmente as células possuem outras estratégias 

compensatórias para induzir respostas antivirais. A inibição induzida por 

interferon poderia ainda estar acontecendo anterior à infecção pelo BoHV-1, 

assim, um estado antiviral já estaria estabelecido antes que a proteína V 

pudesse ser expressa. Isso poderia ser desencadeado pela presença de um 

DNA plasmideal, que pode ser reconhecido por um sensor de DNA citosólico, 

desencadeando a produção de IFN (Alamares et al.,2010). Uma explicação 

adicional para estes dados poderia ser o fato das células CRIB infectadas com 

BoHV-1 terem continuado a crescer e se dividir em uma taxa mais baixa do que 

as células CRIB/V, que poderia estar passando por uma extensiva morte 

celular Desta forma, a capacidade de BoHV-1 se disseminar pela população 

celular poderia estar subestimada devido à perda celular. No entanto, nenhuma 

destas explicações pode ser utilizada na interpretação dos resultados dos 

ensaios de tamanho de placa do BoHV-1, que foram semelhantes aos 

resultados de tamanho de placa do BoHV-5. 
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 Interessante que camundongos que não expressam receptores de 

IFN tipos I e II morrem em poucos dias após uma infecção com BoHV-1 (Abril 

et al., 2004). Por outro lado, a infecção de camundongos normais não leva a 

sinais clínicos ou extensa replicação viral, o que acentua o importante papel 

que o IFN-I tem no controle da replicação e patogenia de BoHV-1(Abril et al., 

2004). 

Vários estudos foram feitos com herpes simplex 1 ou herpesvírus 

humano 1 (HHV-1) que é outro membro da subfamília Alphaherpesvirinae, com 

o objetivo de entender o efeito do bloqueio do receptor de IFN-I pela proteína V 

do PIV5 na replicação deste vírus. Embora curvas de crescimento não tenham 

sido realizadas, Barreca e O´Hare (2004) mostraram que a infecção de HHV-1 

progrediu mais rapidamente em células MDBK/V do que em células MDBK. 

Outros estudos analisaram a indução de IFN e ISGs e mostraram que a 

infecção por HHV-I normalmente desencadeia uma resposta celular inicial, 

entretanto, posteriormente a suprime. A sinalização de IFN influencia o 

resultado da infecção em modelos murinos, enquanto que, em cultivo, HHV-I é 

relativamente resistente a IFN-I e ao estado antiviral mediado por IFN-I (Leib et 

al., 1999). 

As diferenças aqui encontradas nos tamanhos de placa do BoHV-5 

estão de acordo com os resultados mostrados por Barreca e O`Hare (2004), 

que mensuraram e compararam os tamanhos de placa de HHV-1 em células 

MDBK e MDBK/V. Esses autores observaram tamanhos de placa viral maiores 

em MDBK/V do que em MDBK (Barreca e O`Hare; 2004). 
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Os dados aqui obtidos sugerem que o BoHV-5 sofre o efeito, pelo menos 

nas etapas iniciais da replicação, da produção de IFN-I pelas células 

infectadas. Consequentemente, parece lógico que estes vírus desenvolvam 

mecanismos que bloqueiam o efeito dessa proteína. Já foi demonstrado que a 

proteína ICP0 está envolvida na supressão de IFN-I e bloqueio da indução da 

ISG pelos HHV-1. O HHV-1 que não tem uma ICP0 funcional é muito mais 

sensível ao IFN-I (Mossmann et al.,2000). A proteína bICP0 do herpesvírus 

bovino tipo I é responsável por ativar uma infecção produtiva e expressão de 

genes virais. Foi demonstrado que esta proteína é capaz de degradar IRF-3 

(Henderson et al., 2005) e, também, inibir a trans-ativação de IRF-7, desta 

forma, inibindo a estimulação da atividade do promotor de IFNβ (Saira et al., 

2007 & 2009). 

 O quadro geral que emerge é que BoHV-5, assim comooutros 

alfaherpesvírus, neutraliza a primeira fase da resposta imune inata antiviral ao 

bloquear a produção de IFNβ. A proteína responsável é provavelmente a ICP0 

e as proteínas-alvo são os fatores de regulação de interferon 3 e 7 (IRF3 e 

IRF7). Baseados nos resultados de nosso estudo, nós podemos inferir que 

BoHV-5 não bloqueia, ou bloqueia somente de uma forma limitada a segunda 

fase das respostas antivirais, caracterizadas pela sinalização do receptor de 

IFN-I e uma posterior ativação dos genes estimulados pelo IFN (ISGs). Como 

conseqüência, a expressão constitutiva da proteína V do PIV5 foi vantajosa 

para a multiplicação de BoHV-5.  A proteína V do PIV5 é capaz de bloquear a 

sinalização do receptor de IFN-I, mas também pode bloquear a produção de 

IFNβ (Andrejeva et al., 2004). Assim, a expressão da proteina V do PIV5 pode 
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afetar a primeira e segunda fase resposta imune inata. Como os 

alfaherpesvírus já bloqueiam a produção de IFNβ, é mais provável, embora não 

comprovado, que o bloqueio de IFN-I é responsável pela vantagem no 

crescimento que foi observado para BoHV-5 nas células CRIB/V. 

Experimentos semelhantes foram realizados também com outros 

vírus. Young et al (2003), por exemplo, produziram diferentes linhagens de 

células humanas expressando a proteína V do PIV5 para bloquear a via de 

sinalização do receptor de IFN-I e observaram que o vírus respiratório sincicial 

(RSV) e o vírus Bunyamwera, que é um Orthobunyavirus, produziu  títulos de 

10 a 4000 vezes maiores nas células não responsivas a IFN-I, em comparação 

às células parentais. Por outro lado, Sherwood et al. (2007) analisaram a 

replicação do adenovírus entérico humano tipo 40 (HAdV-40) em células 293/V, 

comparando com as células parentais 293 e mostraram que a progênie viral 

resultante em ambas as células foram mais ou menos a mesma em 12h pós 

infecção.  

É interessante notar que embora o BoHV-1 e o BoHV-5 sejam 

geneticamente e antigenicamente relacionados, eles aparentemente diferem na 

sua relação com a resposta imune inata. Foi aqui demonstrado que  o efeito do 

bloqueio da via de sinalização de IFN-I pela proteína V é muito mais evidente 

em BoHV-5 do que BoHV-1, o que nos faz deduzir uma diferença fenotípica de 

sua resposta imune inata e adaptativa que possa ter ocorrido durante sua 

biologia evolutiva. 

A falta de uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares 

da inibição da replicação de BoHVs mediada por IFN é devida, em parte, à falta 
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de um modelo adequado para estudar estes eventos. O desenvolvimento de 

células que apresentam modificações em genes relacionados à imunidade 

inata contribui para o esclarecimento de como ocorrem os primeiros passos da 

relação vírus-célula, o que, conseqüentemente, interfere no resultado final da 

infecção do hospedeiro. Futuros estudos visando a manipulação de outros 

genes celulares e virais, como a bICP0, deverão ser realizados, visando o 

aprofundamento dos dados aqui apresentados. 
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6 – CONCLUSÕES 

  

Nossos resultados indicam que o bloqueio da via de sinalização do 

IFN-I pela proteína V do PIV5 facilitou a penetração, liberação e disseminação 

célula-célula do BoHV-5 em células bovinas. Estes dados sugerem que, 

embora o BoHV-5 bloqueie parte da resposta inata de IFN-I, ele ainda é 

sensível aos efeitos antivirais de IFN-I durante os estágios iniciais da infecção; 

Esta sensibilidade para IFN-I pode explicar os efeitos negativos de fortes 

indutores de IFN-I na replicação de BoHV-I in vivo (Strube et al., 1989; 

Castrucci et al., 2000).  

Por outro lado, a mesma conclusão não pode ser obtida a partir dos 

mesmos experimentos feitos com o BoHV-1. De fato, os dados obtidos com 

esse vírus parecem indicar que a multiplicação do BoHV-1 não é afetada pelo 

IFN-1 da mesma forma que ocorre com o BoHV-5. Nesse sentido, mais 

experimentos devem ser realizados para elucidar as interações entre o IFN-1 e 

a multiplicação do BoHV-1.  
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