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RESUMO 

 
As condições para uma eficiente transfecção pelo método de fosfato de cálcio 
podem variar substancialmente. Neste estudo foi estabelecido  
o tipo de célula apropriada para transfecção de herpesvírus bovino  
tipo 5 (BoHV-5). Para atingir este objetivo foram testadas amostras de DNA de 
células infectadas com BoHV-1gE-, DNA purificado de BoHV-5,  
assim como DNA de 3 plasmídeos. Este material foi transfectado em células de  
rim de macaco verde africano (VERO), de rim de suíno (PKsC3),  
de testículo de terneiro (TT) e células de rim de bovino  
(MDBK) e células resistentes a vírus da diarréia viral bovina (CRIB). Os 
procedimentos da transfecção com DNA plasmideal expressando o gene repórter 
EGFP foram feitos para identificar as melhores células transfectadas. Os resultados 
mostraram um percentual de 0,5% de células fluorescentes  
para VERO, 2,9% para PKsC3, 4,5% para TT e 0,05% para MDBK. Foi averiguada 
a capacidade do BoHV-5 de se replicar nestes quatro tipos de células. Uma amostra 
de vírus foi titulada em células VERO, PKsC3, TT e MDBK. Células VERO e PKsC3 
apresentaram um título de 103,3 TCID/mL, enquanto que as células MDBK 
mostraram um título de 106,8 TCID/mL, o mesmo encontrado para as células TT. 
Quando células PKsC3 e TT foram transfectadas com 0,5 µg de DNA purificado de 
BoHV-5, somente as células TT apresentaram resultado positivo com duas placas 
virais por poço em placa de seis poços. Para investigar a influência da concentração 
de DNA viral, células TT foram transfectadas com 0,5 µg e 1 µg de DNA purificado 
de BoHV-5, sendo verificadas 2 e 4 placas, respectivamente. Estes resultados 
indicam que as células TT são boas candidatas para serem utilizadas na 
transfecção de DNA de BoHV-5, no entanto, experimentos adicionais são 
necessários para melhorar a eficiência de transfecção neste tipo de célula. 
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STANDARDIZATION OF A METHOD FOR TRANSFECTION OF BOVINE HERPES 
VIRUS DNA BY CALCIUM PHOSPHATE USING DIFFERENT CELL TYPES1 
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Supervisor: Amauri Braga Simonetti  
 
 

ABSTRACT 
 

The conditions for efficient transfection using the calcium phosphate technique may 
vary substantially. In  this study it was the type of cell suitable for transfection of 
bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5). To achieve this goal DNA samples from cells 
infected with BoHV-1gE-, purified DNA from BoHV-5, as well as three plasmid DNA 
were tested. This material was transfected into cells of African green monkey kidney 
(VERO), pig kidney cells (PKsC3), calf testicle cells (TT), bovine kidney cells 
(MDBK) and kidney cells resistant to bovine viral diarrhea virus (CRIB). The 
procedures of transfection with DNA plasmideal expressing the EGFP reporter gene 
were carried out to identify the best transfected cells. Results showed 0.5% of 
fluorescent cells for VERO, 2.9% for PKsC3, 4.5% for TT and 0.05% for MDBK cells. 
It was also investigated the ability of BoHV-5 to replicate in these four types of cells. 
A sample of virus was titrated in VERO, PKsC3, TT and MDBK cells. VERO and 
PKsC3 cells presented a titre of 103.3 TCID/mL, whereas MDBK cells reached a 
value of 106.8 TCID/mL, the same displayed by TT cells. When PKsC3 and TT cells 
were transfected with 0.5 g of BoHV-5 purified DNA, only TT cells gave positive 
result with two viral plaques per well in six-well plate. To investigate the influence of 
viral DNA concentration, TT cells were transfected with 0.5 mg and 1 g of BoHV-5 
purified DNA, which yielded 2 and 4 plates, respectively. These results indicate that 
TT cells are good candidates for using in transfection of BoHV-5 DNA, however, 
additional experiments are needed to improve the efficiency of transfection in this 
type of cell. 

 

                                                 
1Master of Science Degree Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology. Instituto de 
Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS, Brasil. (76 p.) 
Maio, 2009. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

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

possuem uma similaridade genética de aproximadamente 85%, causam 

diversos tipos de infecção em animais. De modo geral ambos iniciam a 

infecção nas células epiteliais do sistema respiratório, ocorrendo o 

aparecimento de lesões e a produção de partículas virais que irão se 

disseminar pelos axônios ligados ao bulbo olfatório e gânglios trigêmios, 

através das terminações nervosas, desta forma infectando as células 

neuronais. Nesta etapa, como todos os outros herpesvírus, tanto BoHV-1 como 

BoHV-5 podem estabelecer uma infecção latente, onde o genoma viral 

permanece inativo nas células neuronais do hospedeiro, não resultando na 

produção de progênie infecciosa. No entanto, em situações geralmente 

associadas ao estresse, o vírus latente é reativado, podendo haver 

disseminação deste via axônio. Quando isto ocorre, os animais infectados pelo 

BoHV-5 desenvolvem neuroencefalite  enquanto que naqueles infectados por  

BoHV-1 ocorrem lesões nos órgãos genitais e nas vias aéreas. Essa habilidade 

de permanecer em estado latente e reativar exige um grande número de genes 

e, conseqüentemente, um grande genoma. 

Baseando-se nessas diferenças, tem-se procurado identificar quais 

genes são responsáveis pela neurovirulência causada pelo BoHV-5, a qual 
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raramente está presente em infecções causadas pelo BoHV-1. Entretanto, a 

manipulação de grandes genomas é laboriosa, consumindo muito tempo e nem 

sempre garantindo especificidade nos processos de recombinação.  

Para facilitar este processo, tem-se utilizado a técnica conhecida 

como cromossomo artificial bacteriano (CAB), que consiste na recombinação 

do genoma viral com um segmento de DNA contendo genes para replicação 

em procariotos, permitindo desta forma a manipulação do genoma viral em 

células procarióticas. Este processo de recombinação possivelmente ocorre 

quando o DNA viral entra no núcleo celular, circularizando-se imediatamente. 

Nesta etapa, começa a ocorrer a transcrição dos genes virais da fase precoce 

e, logo após, a replicação do genoma viral circular. No momento da 

multiplicação do DNA viral pode haver a recombinação das seqüências para 

replicação em procariotos (CAB) com o genoma viral. Este DNA viral 

recombinado pode ser manipulado de forma simples e eficiente em um sistema 

procariótico como E.coli, submetendo mutações nas seqüências de interesse 

que se desejar. O DNA viral manipulado pode ser extraído e transfectado em 

células eucarióticas permissivas, que originarão partículas virais 

recombinantes.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Histórico 

Os herpesvírus pertencem à ordem Herpesvirales, são vírus 

envelopados de capsídeo icosaédrico e de DNA fita dupla, com tamanho de 

100 Kb a 300 Kb distribuídos entre três famílias: Alloherpesviridae, 

Herpesviridae, Malacoherpesviridae. O herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) 

pertencem à família Herpesviridae, subfamília Alfaherpesvirinae gênero 

Varicelovírus, sendo considerado o principal agente causador da 

neuroencefalite bovina que, geralmente, acomete bovinos jovens e raramente 

animais mais velhos, os quais podem evoluir ao óbito.  

O BoHV-5 foi isolado em 1962, a partir de um surto de 

neuroencefalite que resultou na morte vários bezerros na Austrália (Johnston et 

al., 1962). A prevalência do BoHV-5 no mundo ainda não está bem 

determinada. Já foram detectadas infecções causadas por este vírus em vários 

países da Europa, na América do Norte, Austrália, América do Sul, Canadá 

(Souza et al., 2009). Porém, nos países do hemisfério Norte, existe uma baixa 

prevalência de encefalites causadas por BoHV-5, provavelmente devido aos 

programas de vacinação contra o BoHV-1 (Cascio et al., 1999) que, resultou 

em uma proteção cruzada de anticorpos. Já nos países do hemisfério Sul, 
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como Austrália, Brasil e Argentina, ocorre uma alta incidência desta 

enfermidade.  

No Brasil, a incidência é elevada nos estados do Rio Grande do Sul, 

Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, com relato de casos em São Paulo e 

Minas Gerais (Gomes et al., 2002). Esta enfermidade geralmente ocorre em 

surtos, causando grande mortalidade e baixa morbidade, se comparada à 

enfermidade causada por BoHV-1.  

As similaridades do BoHV-5 com cepas genitais e a alta identidade 

genética de aproximadamente 85% com herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) 

levaram, inicialmente, à classificação do BoHV-5  no gênero Varicelovirus, 

como subtipo BoHV-1.3 (Metzler et al., 1986). Mais tarde, com base em 

diferenças antigênicas e moleculares, ocorreu a reclassificação em que o 

herpesvírus bovino tipo 5 passou a compor uma nova espécie do gênero.  

A principal diferença entre BoHV-5 e BoHV-1 é a patologia 

associada, visto que o BoHV-5 possui por característica principal, causar 

neuroencefalite na maior parte dos casos. Diferentemente, o BoHV-1 tem por 

característica causar infecções como  vulvovaginite pustular infecciosa, 

rinotraqueite e balanopostites. Entretanto, tem-se encontrado casos de 

neuroencefalite em que foi isolado o BoHV-1 como agente causador (Silva et 

al., 2007).  

2.2 Patogenia e achados de necrópsia 

A infecção por BoHV-5 caracteriza-se inicialmente pelo 

aparecimento de sintomas como depressão, anorexia, corrimento seroso ocular 
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e nasal, tremores musculares, hiperestesia ao toque e ao som, seguida, 

principalmente, de perda reflexa sensorial.  

Também se observa a ocorrência de marcha a esmo com andar em 

círculo, diminuição do tônus lingual, ataxia, nistagmo, decúbito prolongado com 

dificuldade para voltar à estação e, finalmente, decúbito esternal, decúbito 

lateral, movimentos de pedalagem, opistótono e morte (Colodel et al., 2002; 

Rissi et al., 2007). Observações de necropsia podem apontar achatamento das 

circunvoluções cerebrais, malácia cortical caracterizada por áreas multifocais 

irregulares com coloração amarelada, superfície deprimida e aspecto finamente 

granular ao corte, por vezes associada à hemorragia, hemorragia 

submeningeana, meningoencefalite necrosante aguda e difusa que pode variar 

de leve à acentuada. Uma das principais alterações microscópicas que pode 

ser encontrada no encéfalo é a necrose cortical cerebral laminar, caracterizada 

por eosinofilia das camadas corticais superficiais, espongiose da neurópila nas 

lâminas corticais profundas, aumento do espaço perivascular e perineuronal, 

eosinofilia e retração de neurônio, tumefação endotelial moderada em vasos 

corticais e acúmulo leve de células Gitter, principalmente nos espaços 

perivasculares e submeningeano (Colodel et al., 2002).  

2.3 Morfologia e genoma viral 

O BoHV-5 caracteriza-se por possuir um genoma de DNA linear 

dupla fita, com uma região única longa (UL), uma região única curta (US), 

flanqueado por  duas regiões repetitivas denominadas região repetitiva interna 

(RI) e região repetitiva terminal (RT). É um genoma do tipo D (Flores et al., 

2007) com 138,39 kb, contendo 72 genes, dos quais 68 estão presentes em 
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uma única cópia, dentro de uma única região e dois genes iniciais (BICP4 e 

BICP22) localizados inteiramente dentro das regiões repetitivas (Delhon et al., 

2003).  

O genoma dos herpesvírus é protegido por um nucleocapsídeo 

icosaédrico de 100 a 110 nm de diâmetro composto por 150 hexâmeros e 12 

pentâmeros. Esta estrutura é rodeada por uma camada protéica, (tegumento), 

que contém proteínas virais e algumas proteínas celulares. O tegumento é 

revestido por uma bicamada lipídica (envelope) onde se inserem glicoproteínas 

virais, entre as quais podemos citar gB, gC e gD que são as mais abundantes 

(Hurk et al., 1984; Marshall et al., 1986; Hurk et al., 1986). A região (UL) possui 

genes que codificam 6 glicoproteínas de superfície: gK, gC, gB, gH, gM e gL; a 

região (US) codifica 4 glicoproteínas: gG, gD, gI e gE. Sabe-se que algumas 

desses genes estão envolvidas na neurovirulência causada pelo BoHV-5 como 

gE e US9 (Al-Mubarak et al., 2007; Chowdhury et al., 2006; Hübner et al., 

2005), entretanto, além destes,  não se sabe exatamente quais outros genes 

são realmente responsáveis pela neurovirulência. Vírus recombinantes têm 

sido construídos contendo substituições e deleções de genes, tanto de BoHV-1 

quanto de BoHV-5, para investigar as causas da neuropatogenia herpética 

bovina (Gerdts et al., 2000; Belknap et al., 1999). 

2.4 Transmissão e tropismo viral 

A porta de entrada para os herpesvírus bovinos tipos 1 e 5 são as 

mucosas nasal e genital, podendo, também, a infecção ser transmitida através 

do epitélio conjuntivo. O contato direto de focinho com focinho ou com a 

genitália é a via preferencial de transmissão dos herpesvírus bovinos. Da 
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mesma forma, pode ocorrer a transmissão através de aerossóis a curtas 

distâncias (Mars et al., 2000). Além da transmissão através do contato sexual, 

também podem ocorrer contaminações de vacas artificialmente inseminadas 

com sêmen contaminado, devido à criopreservação que mantém o vírus viável 

(Souza et al., 2002).  

2.5 Adsorção e multiplicação viral 

Depois de ter penetrado em uma célula epitelial, o BoHV inicia o 

ciclo de replicação, levando a uma sequência de expressão de genes que 

resultam na produção dos vírions. Em cultivo celular, o efeito citopático (ECP) 

do herpesvírus caracteriza-se, primeiramente, por acúmulo de células 

arredondadas, seguido de lise ou apoptose, ocasionando destacamento do 

tapete celular, com células alongadas ao redor da placa viral (Spilki et al., 

2003).  

Depois da infecção e da replicação nas células epiteliais nasais, o 

vírus penetra, através das terminações nervosas dos axônios, e é levado por 

um movimento retrógrado até o núcleo da célula nervosa do gânglio e dos 

neurônios cerebrais, onde irá permanecer latente em uma forma epissomal por 

todo o resto da vida do hospedeiro (Smith et al., 2001). Quando ocorre infecção 

da mucosa genital ou nasal, pode haver também a infecção dos gânglios para-

vertebrais e trigêmios, seguida da permanência do vírus em uma forma 

epissomal no núcleo das células nervosas dita como infecção latente. 

A infecção latente é uma das principais características dos 

herpesvírus; é sabido que em herpesvírus humano tipo 1 (HHV-1), a 

manutenção da latência é feita pela expressão da região LAT que gera micro 
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RNAs, impedindo a tradução de RNA de genes precursores como ICP0 

(Umbach et. al., 2008). 

Na reativação, que está associada a uma diminuição da ação do 

sistema imunológico geralmente ocasionada por estresse do hospedeiro, o 

genoma viral é ativado e ocorre a produção das partículas virais. Estas 

partículas deslocam-se do corpo do neurônio, através do axônio, até a 

terminação nervosa em um movimento retrógrado, sendo re-excretado na 

mucosa onde houve a infecção primária (Baringer & Griffith, 1970). Após a 

reativação, o herpesvírus bovino tipo 5 pode espalhar-se, também, por outras 

partes do cérebro, infectando células adjacentes ao axônio do neurônio 

infectado, por meio da formação de botões pré-sinápticos através da 

glicoproteína gD (Regge et al., 2006). Desta forma, aumenta o número de 

células nervosas infectadas a partir da infecção primária havendo, então, maior 

probabilidade de ocorrer neuroencefalite (Mayer et al., 2006). Já o herpesvírus 

bovino tipo 1 (BoHV-1), ao contrário do BoHV-5, pode ser encontrado em 

menores proporções no cérebro, infectando um menor número de áreas após a 

reativação do vírus (Spilki et al., 2002). 

2.6 Etapas de multiplicação dos herpesvírus bovino 

A infecção por herpesvírus bovino em células permissivas é iniciada 

por três etapas no processo de entrada. O primeiro contato envolve as 

glicoproteínas gC e gB do BoHV-1 e o heparan-sulfato na superfície celular. A 

seguir, ocorre uma ligação da glicoproteína gD ao receptor HveC (Connolly et 

al., 2001). Logo após, ocorre á fusão do envelope viral com a membrana 

celular e a liberação do tegumento e do núcleocapsídeo no citoplasma celular, 
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sendo este carreado até a membrana nuclear onde o capsídeo é conectado e o 

DNA é liberado no núcleo (Muylkens et al., 2007). 

Posteriormente, o DNA viral linear circulariza-se, seguido de uma 

cascata de expressões de genes virais em três fases distintas 

operacionalmente definidas como fase imediatamente cedo (IE), fase cedo (E) 

e fase tardia (L). É postulado que no herpesvírus humano tipo 1 (HHV-1), 

modelo para replicação de DNA de herpesvírus, 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). 

 No processo de replicação do DNA viral, ocorre a formação de 

concatâmeros produzidos a partir do DNA viral circular, através do processo de 

círculo rolante. Após os concatâmeros serem clivados por enzima virais e 

liberados, eles são empacotados no capsídeo viral. Neste processo de 

replicação, ocorre a inversão da região US em relação à região UL, em 

quantidades equimolares (Mayfield et al., 1983). Também são encontrados 

vírions com baixos níveis de inversão da região UL que ocorrem por meio de 

recombinação homóloga através das regiões repetitivas que flanqueiam a 

região US, correspondendo à metade dos genomas virais em uma célula 

infectada por herpesvírus bovino (Schynts et al., 2003). 

 Após o DNA viral ser empacotado no capsídeo, ocorre a formação 

do tegumento, constituído por proteínas virais e proteínas celulares 

sequestradas pelo vírus. Essas proteínas possuem a função de modular várias 

funções celulares e virais logo na entrada do vírus na célula (Lyman et al., 

2006). Por fim, o envelope viral é adquirido na membrana nuclear, depois 
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obtém uma segunda membrana nas vesículas do complexo de Golgi e os vírus 

são liberados por brotamento, quando esta segunda membrana é fusionada 

com a membrana citoplasmática (Wild et al., 2002). 

2.7 Transfecção por fosfato de cálcio 

O processo de construção de herpesvírus recombinantes com 

alterações de genes ou regiões gênicas específicas começa com o processo 

de co-transfecção do DNA viral e da sequência gênica a ser alterada em um 

cultivo celular. O processo de transfecção de células eucarióticas pode ser 

realizado por diferentes técnicas. Uma delas é a eletroporação, em que pulsos 

elétricos curtos de alta voltagem geram um rearranjamento estrutural da 

membrana plasmática, gerando estruturas temporárias denominadas de poros, 

causando o transporte de moléculas como o DNA para dentro de célula (Iorio et 

al., 2007). Outro tipo de técnica utiliza lipossomos catiônicos, que são lipídios 

catiônicos que se ligam ao DNA facilitando a introdução do mesmo através da 

membrana celular até o núcleo.   

Outro método de transfecção de células eucarióticas bem conhecido 

é o de transfecção por fosfato de cálcio. Trata-se de uma técnica bem 

estabelecida, inicialmente padronizada por Graham & Van der Eb (1973). Este 

método baseia-se na formação de um precipitado de fosfato de cálcio com o 

DNA que se deseja inserir na célula eucariótica; este precipitado tem a 

capacidade de ser endocitado pela célula e liberar o DNA exógeno no núcleo 

celular (Welzel et al., 2004). Esta técnica possui a vantagem de ter uma boa 

eficiência, apresentar baixo custo, além de ser bem estudada. Todavia, 

apresenta algumas limitações, pois depende de determinadas variáveis para se 
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chegar a uma taxa de transfecção elevada. Os principais fatores são o pH do 

tampão de transfecção, a concentração de DNA e o tipo de célula a ser 

transfectada (Graham & Van der Eb, 1973). Outros fatores, como temperatura, 

tempo de incubação após o preparo da solução de transfecção e o ritmo de 

crescimento celular, também podem influenciar (Welzel et al., 2004).  

O processo de transfecção ocorre quando o precipitado de fosfato 

de cálcio com DNA entra em contato com a célula e é endocitado (Ciftci & Levy 

et al., 2001). O fosfato de cálcio tem a função de escapar do endossomo e 

proteger o DNA contra a ação das DNAses presentes no citoplasma e no 

endossomo (Sokolova et al., 2006). Desta forma, ele percorre o citoplasma até 

o núcleo onde é liberado o DNA exógeno (Ciftci & Levy et al., 2001; Kuroda et 

al., 2005). A quantidade de precipitado endocitado pela célula pode aumentar 

através do choque de glicerol (Wilson et al., 1995), que torna o meio 

extracelular hipertônico em relação ao interior celular, deixando-a plasmolisada. 

Após a remoção do glicerol e posterior adição de líquido de lavagem, como 

tampão fosfato (PBS), ocorre um influxo de líquido para dentro da célula, 

propiciando maior internalização do precipitado de fosfato de cálcio aglomerado 

com DNA (Grosjean, 2003).  

O ritmo de multiplicação celular também pode influenciar na 

eficiência de transfecção, pois à medida que a célula se divide, a membrana 

nuclear é desfeita, deste modo, o precipitado de fosfato de cálcio e DNA vão 

diretamente até o núcleo (Grosjean, 2003). 
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2.8 Cromossomo Artificial Bacteriano (BAC) 

Devido à dificuldade de manipulação de grandes genomas, como o 

dos herpesvírus, uma técnica chamada de cromossomo artificial bacteriano 

(BAC) foi desenvolvida (Brune et al., 2000). Esta técnica baseia-se na 

recombinação de um segmento de DNA plasmideal, contendo genes para a 

manutenção em células procarióticas, ligados ao genoma do herpesvírus, 

permitindo que este DNA possa ser introduzido em uma célula procariótica, 

sendo possível a multiplicação deste DNA viral neste sistema (McGegor & 

Schleiss, 2001).  

Desta forma, torna-se possível a manipulação do genoma viral, 

através da introdução de vetores plasmideais carregando os genes ou as 

seqüências de interesse que devem ser recombinados com o genoma viral 

contido dentro da E coli.  O processo de recombinação ocorre eficientemente, 

devido a genes de bacteriófago inseridos no genoma da bactéria, que permitem 

a estabilidade e recombinação de DNAs lineares, este sistema faz com que 

não seja necessária a introdução de outro plasmídeo carregando genes de 

recombinases, além de que o primeiro carrega a seqüência de interesse a ser 

recombinada (Copeland et al., 2001).    

As seqüências do plasmídeo a serem recombinadas são 

flanqueadas por seqüências homólogas às da região alvo do DNA viral. O DNA 

viral recombinado é extraído das bactérias, purificado e transfectado em células 

permissivas, para a obtenção das partículas virais recombinantes (Brune et al., 

2000). Vários herpesvírus têm sido clonados como um cromossomo artificial 

bacteriano: Herpes humano tipo 1 (HHV-1) (Gierasch et al., 2006), vírus da 
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doença de Marek, guinea pig citomegalovírus (GPCMV) (Xiaohong et al., 

2008), herpesvírus bovino tipo 4 (BoHV-4) (Gaetano et al., 2007), herpesvírus 

canino tipo 1 (CHV) (Arii et al., 2006). 

Uma desvantagem desta técnica é a instabilidade do BAC em 

relação às sequências repetitivas encontradas no genoma do herpesvírus (IR e 

TR), podendo ocorrer deleções das mesmas após a multiplicação do genoma 

em E.coli. Entretanto, estudos feitos com BAC revelaram uma boa estabilidade 

do genoma viral, mesmo após varias gerações da E.coli DH10B (Domi & Moss, 

2002).  Desta forma, esta ferramenta permite uma fácil e rápida manipulação 

de grandes genomas, obtendo-se bons resultados.   

Objetivos gerais 

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um tipo celular apropriado 

para transfecção pelo método de fosfato de cálcio. 

Objetivos específicos 

 Objetiva-se também, padronizar um método de transfecção por 

fosfato de cálcio com uma alta taxa de transfecção para a obtenção de um 

cromossomo artificial bacteriano de BoHV-5. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Células 

Para este trabalho, foram utilizados cinco tipos de células 

eucarióticas provenientes do Instituto de Pesquisas Veterinárias Desidério 

Finamor – IPVDF: (1) Cultivo primário de células de testículos de terneiro (TT); 

(2) Uma linhagem de células de rim de suíno denominada PKsC3; (3) Células 

de rim de macaco verde africano (VERO); (4) células de rim de bovino 

resistentes ao vírus da diarréia viral bovina (CRIB); e (5) Células de rim de 

bovino (MDBK). As células foram cultivadas em meio E-MEM (GIBCO) 

suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), 2 µg/mL de 

anfotericina B (Cristália) e 2 µg/mL de fluoroquinona de amplo espectro 

(Bayer). Estas células foram mantidas a uma temperatura de 37°C com 5% de 

CO2 e repicadas a cada dois ou três dias de maneira que a confluência celular 

fosse de 100%. 

3.2 Cepas virais 

Os vírus utilizados para este estudo foram: uma cepa de herpesvírus 

bovino tipo 5 EVI88/95 e uma amostra de herpesvírus bovino tipo 1, com o 

gene da glicoproteína E deletado (SV265 gE-), a qual possui baixa 

neuroinvasibilidade  (Franco et al., 2002). Estas amostras são provenientes do 

Laboratório de Virologia do Instituto de Ciências Básicas da Saúde - ICBS da 
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS. 

3.3 Extração de DNA plasmideal 

 Os plasmídeos pRV1012+EGFP, pBS-pBELO-BHV-5-Transfer e 

pEF.IRES.neo.SV5 P/V foram gentilmente cedidos pelo Dr. Franciscus 

Antonius Maria Rijsewijk. O plasmídeo pRV1012+EGFP (Anexo D) possui um 

promotor dos genes precoces do citomegalovirus humano, juntamente com o 

cassete de expressão para o gene da proteína fluorescente verde sob o 

controle do promotor dos genes precoces do citomegalovirus. 

O plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-Transfer (Anexo B) possui genes 

que possibilitam a multiplicação em células procarióticas do genoma de BoHV-

5 recombinado a este plasmídeo. Também possui sequências homólogas aos 

genes UL42 e CIRC do BoHV-5, que permitem a recombinação deste com o 

DNA viral de BoHV-5. E um cassete de expressão para a proteína verde 

fluorescente. 

O plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 P/V (Anexo C) possui um gene que 

codifica para a proteína V do paramixovírus simio, que tem a função de inibir a 

função do interferon alfa. Os plasmídeos foram inseridos por choque térmico 

em E. coli, e multiplicados na presença de antibióticos e extraídos 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 & Russell (2001). 

3.4 Extração de DNA total de BoHV-1 SV265gE-   

A inoculação das garrafas foi feita em dias distintos, sendo que as 

extrações de DNA viral foram realizadas a partir de garrafas, contendo células 
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MDBK com 100% de confluência, a uma multiplicidade de infecção de 1. 

Quando completado o tempo de cultivo, o meio foi retirado e centrifugado em 

tubos de 15 mL, a 3000 rpm, em uma micro centrífuga (SIGMA 2-16PK), por 10 

minutos. 

 As garrafas (25 cm2) foram lavadas com PBS 1X (3,2 mM 

Na2HPO4, 0,5 mM KH2PO4, 1,3 mM KCl, 135 mM NaCl, pH 7,4), sendo esta 

solução novamente centrifugada no mesmo tempo e velocidade anteriores no 

mesmo tubo. O DNA total foi extraído em 48, 36 e 16 horas após a inoculação, 

respectivamente, visando obter a maior quantidade de DNA viral possível.  

 O sobrenadante foi descartado, sendo adicionado às células 1 mL 

de uma solução de lise, assim como a outras garrafas que serviram  como 

controles negativos. A solução de lise foi composta por: 18 mL de TE (10 mM 

Tris pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0), 1,8 mL de SDS 10% (Promega), 120 µL de 

Proteinase K (20 mg/mL) (USB Corporation) e 1440 µL de NaCl 5M (Nuclear) 

incubada por uma hora a 37°C sob leve agitação.  

3.5 Extração de DNA Viral de BoHV-5 purificado 

Três garrafas de 170 cm2 contendo células CRIB com uma 

confluência de 100% foram inoculadas com BoHV-5 EVI88/95 a uma M.O.I. 3. 

Depois de dois dias, quando o ECP observado foi de 90%, o sobrenadante foi 

clarificado por centrifugação em tubos de 50 mL (Falcon), durante 20 minutos, 

a 4000 rpm ou 1466 g, em uma centrífuga SIGMA 2-16PK.  

Posteriormente, o sobrenadante foi ultracentrifugado a 27000 rpm 

em gradiente de sacarose de 25% por duas horas, em uma centrífuga Sorvall 

OTD COMBI. Os sedimentos foram suspensos em 100 µL TE pH 7,4, e, após a 
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digestão com 50 µg/mL de RNAse (Pharmacia Biotech) por 30 minutos, foi 

adicionada a solução de lise composta por 200 µL de TEM (0,1 M Tris-Cl (pH 

8,0), 0,01 M EDTA (pH 8,0), 1 M NaCl concentração de 10X) ajustado para 2X 

com pH 7,4, 40 µL de SDS 10% (Promega, Madison) e 20 µL de Proteinase K 

20 mg/mL (USB Corporation).  

Os tubos foram mantidos em leve agitação a 37°C, por uma hora, 

após, foram adicionados 440 µL de fenol tamponado (Invitrogen), mantendo 

sob leve agitação à temperatura ambiente. 

Depois de centrifugados a 13000 rpm por 10 minutos, a fase aquosa 

foi coletada em novos tubos e efetivada a precipitação com etanol, segundo 

Sambrook & Russell (2001). O DNA purificado foi dissolvido em 50 µL de TE 

(10 mM de Tris, pH 7,4 e 1 mM de EDTA, pH 8,0). Uma amostra de 1 µL foi 

clivada com a enzima BamHI New England Biolabs e submetida à eletroforese 

em gel de agarose 0,5%, juntamente com um marcador de peso molecular de 

DNA de bacteriófago Lambda clivado com HindIII, para análise da qualidade e 

semiquantificação. 

3.6 Semiquantificação dos DNAs extraídos  

 Para o processo de semiquantificação, quantidades conhecidas 

de DNA de bacteriófago lambda foram utilizadas juntamente com as amostras 

de DNA a serem analisadas. Para tanto, utilizou-se eletroforese em gel de 

agarose a uma concentração de 0,7% para semiquantificação de DNA 

plasmideal e de 0,5% para DNA total e DNA viral purificado.  

3.7 Titulação de BoHV-1 gE- em células CRIB e VERO 

O herpesvírus BoHV-1 SV265 gE- foi titulado em células VERO e 
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células CRIB para saber se o vírus poderia multiplicar-se com eficiência nestas 

células em comparação com BoHV-1 SV265 selvagem. 

Células CRIB e VERO 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 gE- e BoHV-1 selvagem nos dois tipos de células. 

O resultado das titulações foi comparado entre os dois tipos de células sob 

microscópio óptico invertido, observando-se as placas após 4 dias de 

incubação a 37°C com 5% de CO2. 

3.8 Titulação de BoHV-5 EVI88/95 em células TT, PKsC3, MDBK 

e VERO 

Para saber qual célula multiplicaria melhor o BoHV-5, o vírus foi 

titulado em células TT, PKsC3, VERO e MDBK para a comparação dos títulos 

obtidos entre estas células. Às placas de 96 cavidades foram adicionados 50 

µL de suspensão celular por poço, em quadruplicata, de cada tipo de célula. 

Logo após foram adicionados 100 µL de suspensão viral da amostra 

de BoHV-5 EVI88/95 em 900 µL de meio E-MEM, sem soro fetal bovino (SFB), 

procedendo-se sucessivas diluições na base 10 até a diluição 10-7. 

Os quatro últimos poços receberam apenas 50 µL de meio, para 

servir de controle negativo. As placas foram incubadas a 37°C, em atmosfera 

com 5% de CO2 durante quatro dias. A leitura foi feita ao microscópio ótico 

após ter sido efetuado o teste de imunoperoxidase (IPX). 

3.9 Teste de imunoperoxidase (IPX) 

O meio das placas foi retirado e estas foram lavadas três vezes com 

PBS 1X. As placas foram incubadas por aproximadamente 1 hora sob 



 19

ventilação para a secagem do tapete celular. Depois foram colocadas a -20°C 

por 1 hora e posteriormente foi adicionado 1 mL de paraformaldeído 4% 

(MERCK) por poço durante 15 minutos. 

Foram feitas três lavagens com PBS-Tween 80 (Vetec) e foram 

adicionados 50 µL/poço de anticorpo monoclonal contra a glicoproteina B (gB) 

do herpesvirus bovino tipo 5 (MAB14, KRAMPS et al.,1994) a uma diluição de 

1:104 em PBS-Tween 80. Posteriormente foi realizada incubação de 1 hora a 

37°C. Após, foram feitas três lavagens com PBS-Tween 80 e foram 

adicionados 650µL/poço de anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase 

(Dako) a uma diluição de 1:300, seguido de incubação por 1 hora a 37°C. 

Foram feitas 3 lavagens com PBS-Tween 80 e foram acrescentados 50µL/poço 

de reagente de coloração contendo 10 mL de tampão acetato, 600µL 3-Amino-

9-etilcarbazol (SIGMA) e 90µL de peróxido de hidrogênio (LIFAR). 

A coloração das placas virais foi observada ao microscópio ótico 

(CETI) após 10 minutos. 

3.10 Transfecção de DNA plasmideal pRV1012+EGFP em células 

VERO 

As diferentes condições de transfecção com DNA plasmideal 

pRV1012+ EGFP foram determinados primeiramente em células VERO. Foi 

avaliada a eficiência de transfecção frente á confluência de 7x105 células e 

3,5x105 células, a influência de três diferentes pHs (7.0, 7.14 e 7.3) e a 

quantidade de células transfectadas frente às concentrações de 20 e 40 µg/mL 

de DNA. Para a preparação da solução de transfecção, primeiramente foi 

ajustado o pH das alíquotas do tampão salino HEPES (HBS) (Apêndice A). A 
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seguir, em um microtubo foram colocados 10 µg de DNA plasmideal e 10 µg de 

DNA de esperma de salmão. Em outro microtubo foram adicionados 20 µg de 

DNA plasmideal e 20 µg de DNA de esperma de salmão, sendo também 

pipetado um volume exato de água deionizada para ajustar o volume total para 

500 µL. Posteriormente, foram adicionados aproximadamente 62,5 µL de CaCl2 

2 M, seguido de leve homogeneização. Rapidamente a esta mistura foram 

acrescentados 500 µL do tampão HBS 2X pH 7.14 em forma de gotas, sob leve 

e constante agitação, até completar um volume total de 1 mL, com posterior 

incubação de 20 minutos à temperatura ambiente. 

Em cada poço foram adicionados 160 µL correspondendo a 20 e 40 

ng/µL de DNA, respectivamente, sendo a placa mantida à temperatura de 37°C 

e 5% de CO2 por 4 horas. Depois deste período, foi dado um choque osmótico 

com glicerol a uma concentração final de 15%, durante 30 segundos. As 

células foram lavadas duas vezes com PBS 1X estéril e foi adicionado meio E-

MEM. O resultado da transfecção foi avaliado 48 horas depois da transfecção 

de acordo com a média do percentual de células expressando EGFP, contadas 

em cinco campos diferentes no aumento de 100X, em um dos poços 

transfectados. 

3.11 Transfecção de DNA plasmideal pRV1012+EGFP e pBS-

pBELO-BHV-5-transfer em Células VERO, MDBK, TT e PKsC3      

Células VERO, MDBK, TT e PKSc3 foram mantidas em cultura até  

a confluência de 100%.  A preparação das células foi feita como descrito no 

item 3.7 sendo adicionadas 106 células por poço em placas de seis poços.  

A solução de transfecção foi preparada como descrito no item 
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anterior, utilizando-se 5 µg de DNA plasmideal e 5 µg DNA de esperma de 

salmão, aos quais foram adicionados 31,25 µL de CaCl2 2 M por reação, 

completando-se com água deionizada para um volume de 250 µL. A esta 

mistura foram adicionados 250 µL de HBS 2X pH 7.14 seguido de incubação 

de 20 minutos a temperatura ambiente.  

A leitura do resultado da transfecção foi feita através de observação 

da placa transfectada com microscópio de fluorescência após 48 horas da 

transfecção. Nesta observação, contaram-se o percentual de células 

fluorescentes por campo em aumento de 100X. 

3.12 Transfecção de DNA Total de BoHV-1gE- em células VERO 

e CRIB  

Células VERO e CRIB foram mantidas em cultura até confluências 

de 80% e 100%. Um dia antes da transfecção, as células foram lavadas, 

tripsinizadas e suspendidas em tampão fosfato 1X. Uma alíquota contendo azul 

de Tripan 0,5% ou 1% (SIGMA) foi contada em câmara de Neubauer para obter 

a quantidade exata de células a serem semeadas. Depois foram adicionadas 

8x105 células e 106 células por poço, respectivamente, em placas separadas de 

seis poços, para averiguar a influência do número de células no processo de 

transfecção (Apêndice B).  

Para a preparação da solução de transfecção, primeiramente, o pH 

do tampão salino HEPES (HBS) foi ajustado para 7,14. A seguir, em dois 

microtubos foram adicionados 40 µg e 16 µg de DNA total extraído 

separadamente, seguido de um volume exato de água deionizada para ajustar 

o volume total para 0,5 mL. Posteriormente, foram adicionados 
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aproximadamente 31,25 µL de CaCl2 2 M, seguido de leve homogeneização. 

Rapidamente, esta mistura foi adicionada ao tampão HBS 2X pH 7,14 em 

forma de gotas, sob leve e constante agitação, até completar um volume total 

de 0,5 mL, com posterior incubação de 20 minutos à temperatura ambiente. 

Em cada poço, foram adicionados 160 µL correspondendo a 80 e 32 

ng/µL por poço, a placa mantida à temperatura de 37°C e 5% de CO2 por 4 

horas. Depois deste período, foi dado um choque osmótico com glicerol a uma 

concentração final de 15%, durante 30 segundos. As células foram lavadas 

duas vezes com PBS 1X estéril e foi adicionado meio E-MEM com metil-

celulose 2% (SIGMA). Essas placas foram incubadas e mantidas por três dias 

sob condições usuais, sendo posteriormente efetuado o teste de 

imunoperoxidase (IPX). 

 3.13 Transfecção de DNA viral purificado de BoHV-5  em 

células TT e PKsC3  

As células TT e co-cultivo de PKsC3 e MDBK foram preparadas 

como descrito no item 3.11, foram transfectadas com 500 ng e 1 µg de DNA 

viral de BoHV-5 purificado em células TT. Devido à dificuldade de multiplicação 

do BoHV-5 em células PKsC3, foi transfectado 1 µg de DNA viral de BoHV-5 

purificado em células PKsC3 co-cultivadas com MDBK à proporção de 50% de 

cada célula. As concentrações de DNA foram ajustadas com DNA de esperma 

de salmão para 10 µg em um volume total de reação de 0,5 mL, 

correspondendo à concentração de 20 ng/µL de acordo com as condições 

descritas anteriormente. Depois de três dias, realizou-se um teste de IPX para 

averiguar a presença de placas virais.  
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3.14 Transfecção de plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-Transfer em 

células TT e PKsC3 e posterior infecção com BoHV-5 

Pelo fato do DNA viral ser mais dificilmente transfectado do que o 

DNA plasmideal devido ao seu tamanho, foi feita a transfecção de células TT e 

PKsC3 com DNA plasmideal e posterior infecção com BoHV-5. Para este teste, 

células PKsC3 e células TT foram cultivadas em placas de seis poços até 

atingirem uma confluência de 100%, sendo mantidas em condições usuais. 

Estas células foram transfectadas com 10 µg de DNA de plasmídeo pBS-

pBELO-BHV-5-Transfer linearizado adicionado de 10 µg de DNA de esperma 

de salmão.  Após o ajuste do volume com água deionizada, foram misturados 

62,5 µL de CaCl2  2M. Esta mistura foi adicionada ao tampão HBS 2X pH 7.14 

em um volume total de 1 mL de reação, foram adicionados 160 µL/poço da 

reação de transfecção à concentração de 20 ng/µL. Após 24 horas da 

transfecção, ao ser constatada a presença de células expressando EGFP, 

esses dois cultivos foram inoculados com BoHV-5 EVI88/95 a uma M.O.I. de 1. 

Após ser constatada a presença de 90% de ECP, as placas foram congeladas 

a -70°C e depois descongeladas. 

Foram adicionados em doze placas de Petri contendo células 

MDBK, a uma confluência de 100%, 5 µL por placa da suspensão viral das 

placas congeladas, diluídos em 2 mL de meio E-MEM sem SFB, contendo 

antibióticos e antifúngico. Transcorrido o período de inoculação de 2 horas a 

37°C, o meio foi retirado e foram adicionados 5 mL de meio E-MEM, com 2% 

de metil-celulose em cada placa. Ao final de um período de 24 horas, as placas 

foram analisadas ao microscópio de fluorescência para a identificação de 
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placas virais expressando EGFP, indicando a presença do vírus recombinado.  

Esquema dos procedimentos realizados 

 

Materiais e Métodos

Extração de DNA total de BHV-1 
gE- Com 48, 36 e 16h p.i.

Extração de DNA 
plasmideal

Extração de DNA viral 
ultracentrifugado de BoHV-5

Transfecção de células 
VERO e CRIB com DNA total 
de BHV-1 gE- de 36h p.i.

Transfecção de Células PKsC3, 
TT, VERO e MDBK com DNA 
plasmideal

Transfecção de Células DNA 
ultracentrifugado de BoHV-5 
em células TT e co-cultivo de 
PKsC3 com MDBK

Titulação de BoHV-5 em 
células TT, VERO, PKsC3 
e MDBK

Titulação de BoHV-1 gE- e 
BoHV-1 selvagem em 
células VERO e CRIB

Transfecção de 1 µg e 0,5 µg de 
DNA viral de BoHV-5 
ultracentrifugado em células TT 

1° 2° 3°

Transfecção de células VERO  
com variações de DNA, pH e 
confluência celular
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Extração de DNA plasmideal 

Após a clivagem do DNA plasmideal de pRV1012+EGFP com HindIII 

e comparação com DNA de bacteriófago lambda, foi estimada uma 

concentração de 1 µg/µL de DNA plasmideal (Figura 1). 

 

                             

FIGURA 1. Eletroforese em gel de agarose 0,7% do DNA plasmideal de 
pRV1012+EGFP extraído após clivagem com HindIII. 1) 480ng de marcador 
Lambda DNA clivado com HindIII; 2) 10 µL de pVR1012+EGFP clivado; 3) 20 
ng de Lambda DNA para a semiquantificação. 

  

Após a clivagem do DNA plasmideal de pBS-pBELO-BHV-5-Transfer 

com HindIII e comparação com DNA de bacteriófago lambda, foi estimada uma 

concentração de 500 ng/µL de DNA plasmideal observando a Figura 2. 
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FIGURA 2. Eletroforese em gel de agarose 0,7% do DNA plasmideal de pBS-
pBELO-BHV-5-Transfer extraído após tratamento com HindIII. 1) 4 µL de 
Lambda DNA clivado com HindIII; 2) 1 µL de pBS-pBELO-BHV-5-Transfer; 3) 
100 ng de DNA Lambda.  
 

A Figura 3 da extração de DNA plasmideal do plasmídeo 

pEF.IRES.neo.SV5 P/V foi avaliada e utilizada para a semiquantificação do 

DNA extraído. A comparação das intensidades das bandas do plasmídeo com 

o DNA de bacteriófago lambda permitiu estimar uma concentração de 

aproximadamente 0,5 µg/µL de DNA plasmideal. 

 

 

FIGURA 3. Eletroforese em gel de agarose 0,7% do DNA plasmideal de 
pEF.IRES.neo.SV5 P/V extarído; 1) 1 µL de pEF.IRES.neo.SV5 P/V diluído 
10X; 2) 9 µL da diluição 1:10 de pEF.IRES.neo.SV5 P/V; 3) 480ng de Marcador 
lambda DNA clivado com HindIII. 
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4.2 Extração de DNA Total de BoHV-1 SV265gE-   

Na Figura 4 podemos observar o padrão de clivagem do DNA total 

extraído de garrafa de 25 cm2, 48 horas depois da inoculação. Este padrão foi 

comparado com o marcador de peso molecular e com os controles negativos 

obtidos através da extração do cultivo de células não inoculadas. A 

semiquantificação deste DNA com o marcador de peso molecular revelou uma 

quantidade de aproximadamente 40 ng/µL de DNA total do vírus. 

 

                               

FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose 0,5% do DNA viral extraído depois 
de 48 horas da inoculação. 1) 480ng de lambda DNA clivado com HindIII; 2) 10 
µL de BoHV-1gE- não clivado; 3) 10 µL BoHV-1gE- clivado com HindIII; 4) 10 
µL de controle negativo não clivado; 5) 10 µL Controle negativo clivado com 
HindIII; 6) 480ng de lambda DNA clivado com HindIII.  

 

A Figura 5 mostra a eletroforese em gel de agarose, com DNA 

extraído depois de 36 horas após a inoculação, apresentando 80% de ECP. 

Nesta imagem, não é possível observar com clareza a presença das bandas 

formadas pela clivagem do DNA viral com a enzima HindIII. Por comparação 

com bandas do DNA de bacteriófago lambda clivado com a mesma enzima 

obteve-se uma concentração aproximada de 0,8 µg/µL de DNA total.    
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FIGURA 5. Eletroforese em gel de agarose 0,5% do DNA viral extraído após 36 
horas da inoculação. 1) 5 µL de DNA viral de BoHV-1 gE- clivado com HindIII; 
2) 5 µL de DNA total do controle negativo clivado com HindIII; 3) 4 µL de 
marcador lambda DNA clivado com HindIII a uma concentração de 120 ng/µL. 

 

O DNA total de BoHV-1 gE- foi extraído pela terceira vez depois de 

16 horas após a inoculação, apresentando um ECP de 10%. Analisando-se a 

Figura 6, percebe-se claramente o padrão de clivagem do DNA total de BoHV-1 

gE-. Por comparação com as bandas do DNA de bacteriófago lambda de 

concentração conhecida estimou-se que 1 µL de DNA total extraído contém 

400 ng de DNA. 

                                     

FIGURA 6. Eletroforese em gel de agarose 0,5% do DNA viral extraído após 16 
horas da inoculação. 1) 10 µL de DNA de BoHV-1 gE- clivado com HindIII; 2) 
20 ng de DNA lambda; 3) 480ng de marcador lambda DNA clivado com HindIII. 
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4.3 Extração de DNA viral de BoHV-5 EVI88/95 purificado 

Na Figura 7, a imagem do gel de agarose revela o padrão de 

clivagem do DNA viral purificado semelhante ao encontrado na literatura 

(Franco et al., 2007). Para semi-quantificar o DNA viral, realizou-se a 

comparação das intensidades das bandas do marcador com as intensidades 

das bandas do DNA viral. O DNA viral foi semi-quantificado, apresentando 

aproximadamente 200 ng/µL. 

                                                    

FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose 0,5% do DNA viral BoHV-5 
EVI88/95 purificado extraído após clivagem com BamHI. 1) 480ng de marcador 
de DNA de bacteriófago lambda clivado com HindIII; 2) 1 µL de DNA viral de 
BoHV-5 EVI88/95 purificado clivado com BamHI. 

 

4.4 Titulação de BoHV-1 gE- e BoHV-1 selvagem em células 

CRIB e VERO 

A titulação do BoHV-1gE- em células VERO e CRIB foi comparada 

com o título do BoHV-1 selvagem obtido nas mesmas células. O título de 

BoHV-1 selvagem em células VERO mostrou um valor de 107.0 TCID/mL, 

enquanto que em células CRIB foi de 107.3 TCID/mL, demonstrando uma 

diferença de título correspondente a 100,3 TCID/mL entre os dois tipos celulares  
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(Figura 8). Os valores para BoHV-1 gE- foram de 106,0 TCID/mL em células 

VERO e de 108,0 TCID/mL em células CRIB, como  mostrados na Figura 9. 
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FIGURA 8. Titulação de BoHV-1 selvagem em células VERO e CRIB. 
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FIGURA 9. Titulação de BoHV-1gE- em células VERO e CRIB, demonstrando 
uma diferença de título correspondente a 102 TCID/mL entre os dois tipos 
celulares. 
 

4.5 Titulação de BoHV-5 EVI88/95 em células TT, PKsC3, MDBK 

e VERO 

O vírus BoHV-5 EVI88/95 foi titulado em quatro tipos diferentes de 
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células, comparando-se os resultados com o título obtido em células MDBK. 

Em células MDBK, o título obtido foi de 106,8 TCID/mL. Em células 

VERO e células PKsC3 obteve-se um título de 103,3 TCID/mL, enquanto que 

em células TT o título foi de 106,0 TCID/mL, como pode ser observado na Figura 

10. 
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FIGURA 10. Titulo do BoHV-5 EVI88/95 cultivado em células PKsC3, VERO, 
TT e MDBK.  

 

4.6 Transfecção de DNA plasmideal pRV1012+EGFP em células 

VERO 

Nos resultados dos testes de transfecção de células VERO com DNA 

plasmideal de pRV1012+ EGFP foi observado um percentual de 0,5% no 

número células fluorescentes por campo no aumento de 100X, com a 

concentração de 20 µg/mL de DNA. Também foi observado um percentual de 

0,1% no número células fluorescentes para 40µg/mL de DNA. Já a variação na 

confluência celular (3,5x105 e 7x105) não demonstrou grande diferença de 

células transfectadas expressando EGFP (Figura 11). 
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FIGURA 11. Eficiência de transfecção em células VERO comparando-se as 
concentrações de DNA utilizadas com confluências celulares de 100% (7x105) 
e de 50% (3,5x105). 

 

4.7 Transfecção de DNA plasmideal pVR1012+EJFP em células 

VERO com variações de pH 

A variação de pH na taxa de transfecção mostrou que apenas o pH 

7,14 foi capaz de gerar células transfectadas através da expressão de EGFP, 

como observado na Figura 12. 
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FIGURA 12. Número médio de células transfectadas expressando EGFP após 
transfecção em diferentes valores de pH do tampão HBS 2X. 
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4.8 Transfecção de DNA plasmideal  pVR1012+EJFP e pBS-

pBELO-BHV-5-transfer em Células VERO, MDBK, TT e PKsC3      

Os resultados da transfecção com DNA plasmideal foram avaliados 

de acordo com a média da porcentagem do número de células expressando 

EGFP, contadas em cinco campos no aumento de 100X, em um dos poços 

transfectados (Figura 13). 

(1) Células PKsC3: percentual de 2,9% no número de células 

fluorescentes; 

(2) Células VERO: percentual de 0,5% no número de células 

fluorescentes; 

(3) Células TT: percentual de 4,5% no número de células 

fluorescentes; 

(4) Células MDBK: percentual de 0,05% no número de células 

fluorescentes; 
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FIGURA 13. Número de células expressando EGFP, contadas em cinco 
campos no aumento de 100X para cada tipo de célula transfectada. 
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4.9 Transfecção de DNA total de BoHV-1 gE- em células VERO e 

CRIB 

No processo de transfecção de DNA total de BoHV-1 gE-, não foi 

observada a presença de placas virais em células VERO transfectadas com 

este material, enquanto que duas placas virais foram observadas em células 

CRIB com a concentração de 8x105 células por poço, transfectadas com 16 µg 

de DNA total como observado na Figura 14. 

 

 

FIGURA 14. Placa viral de BoHV-1 gE- obtida através da transfecção de 
células CRIB com 16 µg de DNA total de BoHV-1gE- em 500 µL de reação de 
transfecção. Detecção por IPX utilizando-se anticorpo monoclonal contra a 
glicoproteína gB do BoHV-1 (400X). 
 

4.10 Transfecção de DNA viral purificado de BoHV-5 EVI88/95. 

A transfecção de células TT foi realizada com 500 ng e 1 µg de DNA 

viral de BoHV-5 EVI88/95 purificado. Os resultados demonstraram que a 

transfecção com 500 ng e 1 µg de DNA em células TT resultou em duas e 

quatro placas virais, respectivamente, sendo visualizadas através da técnica de 

IPX. 
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Células PKsC3 co-cultivadas com MDBK foram transfectadas com 1 

µg deste DNA viral. A transfecção do co-cultivo de MDBK com células PKsC3 

não demonstrou a presença de placas quando utilizada a técnica de IPX.    

4.11 Transfecção de células TT e PKsC3 com plasmídeo pBS-

pBELO-BHV-5-Transfer e posterior infecção com BoHV-5 

As células transfectadas com o plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-

Transfer linearizado e inoculadas com BoHV-5 foram visualizadas sob 

microscópio de fluorescência, não sendo possível identificar a presença de 

placas virais expressando EGFP. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O desenvolvimento de ferramentas que possibilitem a construção de 

vírus recombinantes para o entendimento das funções dos genes e para o 

desenvolvimento de vacinas é baseado no processo de recombinações 

homólogas. Uma das ferramentas mais versáteis é o cromossomo artificial 

bacteriano (BAC), que possibilita a fácil manipulação de grandes genomas, 

como o dos herpesvírus, em um sistema procariótico (Cui et al., 2008; Wagner 

et al., 2002). No presente estudo, foram realizados testes para a padronização 

de um método de transfecção por fosfato de cálcio, visando a construção de 

um cromossomo artificial bacteriano de BoHV-5 EVI88/95. 

Células 

Para o desenvolvimento deste trabalho, o cultivo das células 

utilizadas foi feito de tal forma que as mesmas fossem repicadas a cada vez 

que a confluência celular atingisse 100%, com uma frequência de três vezes 

por semana, em um período de duas semanas consecutivas. Deste modo, as 

células obtiveram um ritmo de divisão celular mais acelerado, o que aumentava 

as chances do DNA transfectado chegar ao núcleo sem ser barrado pela 

membrana nuclear, como já constatado por diversos autores (Tseng et al., 

1999; Brunner et al., 2000; Grosjean, 2003). 
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Outro tipo de célula, denominada CRIB, foi utilizado para a 

multiplicação dos vírus e obtenção de DNA viral total e DNA viral purificado, 

como já foi relatado anteriormente por A. C. Franco (comunicação pessoal, 23 

de abril de 2008), devido ao fato de permitir uma multiplicação adequada do 

vírus e apresentar pouco DNA celular após a ultracentrifugação. 

Devido às células de linhagem serem imortalizadas, foi possível 

multiplicá-las indefinidamente. Entretanto, um tipo de célula de cultivo primário, 

denominado de células de testículo de terneiro (TT), por possuir um número 

limitado de passagens, teve que ser cuidadosamente manipulado. Houve então 

a necessidade, de se obter novas células a partir de testículos de terneiros. 

Extração de DNA plasmideal  

A extração de DNA plasmideal foi realizada com a intenção de se 

utilizar um tipo de DNA mais fácil de ser homogeneizado, consequentemente 

melhor transfectado e também para determinar os parâmetros iniciais para 

transfecção com DNA viral. Para isto, foram utilizados dois tipos de 

plasmídeos. O plasmídeo pRV1012+EGFP possui um tamanho de 4.984 pb e 

foi utilizado na maioria dos testes de transfecção para se avaliar a capacidade 

de transfecção das células. O plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-Transfer que 

possui 13.777 bp e sequências homólogas ao herpesvírus bovino tipo 5 para 

recombinação (Gillet et al., 2005), foi utilizado no processo de co-transfecção 

para tentar se obter um cromossomo artificial bacteriano.  

Estes plasmídeos foram semiquantificados através da comparação 

de intensidades de bandas obtidas com quantidades conhecidas de DNA de 

bacteriófago Lambda. Devido ao fato da extração de DNA plasmideal 
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possibilitar a obtenção de um DNA mais puro do que a extração de um DNA 

total e por ser de menor tamanho, foi possível efetuar uma melhor 

semiquantificação. (Figuras 1 e 2). 

Extração de DNA total de BoHv-1gE- 

O processo de extração de DNA total foi feito com a intenção de 

eliminar a necessitar de DNA viral purificado para a transfecção, já que a 

ultracentrifugação é um processo mais laborioso. A extração de DNA total de 

BoHV-1gE- foi realizada mediante a avaliação da qualidade do DNA total 

extraído em três tempos diferentes após a inoculação, como proposto por F. A. 

M. Rijsewijk (comunicação pessoal, 09 de maio de 2007). 

Na extração efetuada 48 horas após a inoculação, foi observado um 

DNA viral mais puro, entretanto, em pequena quantidade, pois este material foi 

extraído do tapete celular centrifugado. Já na extração de DNA total com 36 

horas após a inoculação, percebeu-se uma grande quantidade de DNA celular, 

não sendo possível semiquantificar corretamente a quantidade de genoma viral 

presente, como observado na Figura 5. Supondo-se que, dentro das células é 

onde se encontra o DNA viral que pode ser mais facilmente extraído do que o 

das partículas virais em suspensão realizou-se uma extração 16 horas após a 

inoculação, quando a maior parte do DNA viral ainda estaria no interior das 

células. Os resultados demonstraram que, desta forma, foi possível obter 

grande quantidade de DNA viral, com menor quantidade de DNA celular, como 

observado na Figura 6. Também, através desta figura, é possível observar que 

o padrão de bandas obtido foi semelhante ao padrão de BoHV-1gE- 

ultracentrifugado relatado por Franco et al. (2002). 
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Extração de DNA Viral Purificado 

O padrão de restrição enzimático do DNA de BoHV-5 purificado com 

a enzima BamHI foi confirmado por comparação com o padrão existente na 

literatura (FRANCO et al., 2007), sendo também semiquantificado após 

comparação com a intensidade das bandas do marcador (Figura 7). O 

resultado da extração de DNA viral de BoHV-5 EVI88 purificado, pode ser 

corretamente semiquantificado pois a quantidade de DNA viral não foi afetada 

pela presença de DNA celular (Figura 7). 

Titulação de BoHV-1gE- 

O BoHV-1 gE- foi também titulado em células CRIB e células VERO, 

obtendo-se um título de 108,0 TCID/mL e 106,0 TCID/mL, respectivamente, 

indicando que há possibilidade do vírus ser multiplicado após seu DNA ser 

transfectado nos dois tipos celulares.  

Titulação de BoHV-5 

O BoHV-5 foi titulado em células VERO, comparando com células 

CRIB para saber se poderia ou não multiplicar-se com eficiência após a co-

transfecção de DNA viral e DNA plasmideal. O resultado apontou um título de 

103,3 TCID/mL em células VERO e 106,8 TCID/mL em células CRIB. Isto 

demonstra que o células VERO apresentaram dificuldades em disseminar o 

BoHV-5. Por outro lado, células CRIB demonstraram uma boa capacidade de 

multiplicação do mesmo. 

Transfecção 

O processo de transfecção de células eucarióticas pelo método de 

fosfato de cálcio é muito utilizado desde 1973, quando foi desenvolvido por 
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Graham & Van der Eb (1973). Por ser uma técnica de baixo custo e de fácil 

execução, ela é ainda utilizada para a obtenção de vírus recombinantes; 

entretanto, devido ao fato de que o processo de recombinação ocorre ao 

acaso, é necessária a obtenção de uma alta taxa de transfecção para aumentar 

as chances da recombinação desejada entre as sequências homólogas. 

A padronização deste tipo de técnica pode ser trabalhosa e longa, 

devido ao conjunto de fatores que estão envolvidos, tais como: concentração 

de DNA, tamanho do precipitado de fosfato de cálcio, tempo de incubação, 

estabilidade do precipitado, agitação na hora da formação do precipitado e tipo 

de célula (JORDAN et al., 1996; SEELOS, 1997). O tipo de célula a ser 

transfectada é um dos principais fatores que interfere na eficiência de 

transfecção. Para isso, é necessário que a célula possua grande capacidade 

de endocitar o precipitado de fosfato de cálcio com DNA (Coonrod et al., 1997; 

Cartier et al., 2003; Welzel et al., 2004), e que também possibilite a 

multiplicação do DNA viral transfectado, gerando partículas virais como um 

DNA infeccioso (Sheldrick et al., 1973; Van et al., 1988).  

Transfecção com DNA plasmideal 

Foi proposto transfectar DNA plasmideal expressando EGFP, pois é 

um DNA de menor tamanho, sendo mais facilmente homogeneizado, por 

conseguinte, possibilitando avaliar com maior precisão a eficiência de 

transfecção. 

As primeiras transfecções com DNA plasmideal pVR1012+EGFP 

foram feitas em células VERO, utilizando-se duas concentrações diferentes de 

DNA plasmideal acrescidas de DNA de esperma de salmão. Houve uma 
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expressiva diferença no número de células fluorescentes. As células 

transfectadas com 20 µg de DNA plasmideal e 20 µg de DNA de esperma de 

salmão tiveram 0,1% de células fluorescentes por campo no aumento de 100X. 

Quando as células VERO foram transfectadas com 10 µg de DNA plasmideal e 

10 µg de DNA de esperma de salmão, foi observado 0,5% de células 

fluorescentes por campo no aumento de 100X. Pode-se notar que a quantidade 

de DNA transfectado pode alterar a eficiência de transfecção, sendo a 

quantidade ótima de 20 µg/mL de DNA como demonstrado no presente 

trabalho (Anexo A).  

Wilson et al. (1995) utilizaram uma linhagem de células VERO 

denominada BSC-40, demonstrando uma eficiência de transfecção de 10 a 

50% de células transfectadas pelo método de fosfato de cálcio, ao utilizarem o 

tampão BS 2X com a mesma concentração de CaCl2 de 125 mM utilizada no 

presente trabalho. Os mesmos autores testaram diferentes valores de pH, de 

6.9 a 7.1, não encontrando diferenças significativas em relação à eficiência de 

transfecção. Diferentemente, neste trabalho, foram testados três valores de pH 

na transfecção de células VERO (7.0, 7.14 e 7.3), sendo que apenas o pH 7.14 

apresentou células expressando EGFP, como mostrado na Figura 12. 

Analisando-se o gráfico de variação de pH de Graham & van der Eb (1973), 

(Anexo B), observar-se que uma pequena variação de pH pode resultar em 

maior ou menor eficiência de transfecção 

Com relação ao número de células expressando EGFP em células 

VERO, pode-se observar no gráfico da Figura 11 que a maior quantidade de 

células transfectadas foi obtida com 7x105 (100% de confluência). Já com a 
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metade do número de células correspondendo a 3,5x105 (50% de confluência), 

foi obtido um número menor de células expressando EGFP; entretanto, não foi 

uma diferença significativa.  

Transfecção com DNA total de BoHV-1 gE- 

Os primeiros testes utilizando-se DNA total de BoHV-1 gE- 

transfectado em células VERO não deram resultados positivos, entretanto, em 

células CRIB com confluência de 80% foram obtidas duas placas virais, onde 

se utilizou aproximadamente 16 µg de DNA total de BoHV-1gE-. 

Para avaliar a precisão do teste e aumentar o número de placas 

virais, foram realizadas outras transfecções do mesmo DNA em CRIB, com 

variações de pH do tampão HBS 2X e confluência celular. Porém, não foram 

observadas placas virais, o que pode ter ocorrido devido à dificuldade de 

homogeneização do DNA no tampão TE ocasionado pelo grande tamanho do 

DNA celular. A quantidade de DNA pode variar a eficiência de transfecção 

como já foi relatado por Graham & Van der EB (1973) (Anexo A). A dificuldade 

de homogeneização do DNA pode explicar o porquê de ter se conseguido 

apenas uma só vez transfectar células CRIB. 

A transfecção deste DNA total em células CRIB, após uma melhor 

homogeneização em um volume maior de TE, não deu resultado positivo, 

possivelmente, devido à baixa concentração de DNA em um grande volume. 

Segundo Strain et al. (1984), apenas 7% do DNA viral chega ao citoplasma e 

apenas 0,5% chega intacto ao núcleo celular, sendo necessária uma grande 

quantidade de DNA para se obter maior eficiência de transfecção. 
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Transfecção em células TT com DNA plasmideal 

Outro tipo de célula testado foi o cultivo primário de células de 

testículo de terneiro (TT), que foram transfectadas com 5 µg de DNA 

plasmideal de pBS-pBELO-BHV-5-transfer,  apresentando um percentual de 

4,5% de células fluorescentes por campo no aumento de 100X, indicando uma 

grande capacidade de endocitose. Este número é muito superior à quantidade 

de células fluorescentes obtidas com VERO e MDBK e relativamente maior do 

que o percentual obtido com PKsC3. Prasad et al. (2005) testaram doze 

diferentes tipos de células para analisar a influência da endocitose na eficiência 

de transfecção de DNA plasmideal pCMV β -gal com CLDC (Cationic Liposome 

DNA Complex). Foi observada uma correlação positiva entre o número de 

células transfectadas e a capacidade de endocitose de cada tipo de célula, 

sendo detectada uma diferença de até 15X no número de células transfectadas 

entre os tipos celulares.  

Transfecção em células TT com DNA purificado de BoHV-5 

As células TT foram, então, transfectadas com DNA viral purificado 

de BoHV-5 nas quantidades de 500 ng e 1000 ng, gerando duas e quatro 

placas virais por poço, respectivamente. Estimando-se a proporção de placas 

virais de acordo com a quantidade de DNA, podemos dizer que com 10 µg de 

DNA viral purificado teríamos 20 placas virais por poço em um volume de 1 mL, 

o que ainda seria insuficiente para a obtenção de um vírus recombinante, já 

que a chance de recombinação é baixa (Zhijian et al., 1999). 

Titulação de BoHV-5 em Células TT 

Para saber se a capacidade de multiplicação do BoHV-5 em células 
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TT seria suficiente para permitir a multiplicação do vírus recombinante, foi 

realizada uma titulação deste vírus nestas células. O resultado foi comparado 

ao da titulação em células MDBK, havendo uma diferença não significativa, de 

100,8 TCID/mL. 

Transfecção com plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 P/V 

Uma tentativa de aumentar a taxa de transfecção em células TT foi 

baseada nos resultados relatados no trabalho de Barreca & O’Hare. (2004), em 

que células MDBK expressando o gene da proteína V do paramixovirus simiuo 

inibiram a ação do interferon, permitindo um aumento do número de placas 

virais após a infecção com HSV-1. Para avaliar a capacidade de obter-se um 

maior número de placas virais através da inibição da ação do interferon α (IFN-

α), foi testada uma co-transfecção do DNA viral de BoHV-5 purificado 

juntamente com DNA plasmideal de pEF.IRES.neo.SV5 P/V (Apêndice D). Este 

plasmídeo codifica o gene da proteína V de um paramixovírus simiano, a qual 

tem a finalidade de inibir o IFN-α, através da degradação dos ativadores de 

transcrição STAT1 e STAT2 que ativam a produção deste interferon (Didcock 

et al., 1999; Andrejeva et al., 2002; Weber et al., 2007). Foi observada apenas 

uma placa viral a mais, resultado considerado não significativo para melhorar a 

eficiência de transfecção (dados não mostrados).  

Comparando-se o número de células TT transfectadas com DNA 

viral e com DNA plasmideal, podemos notar que existe um maior número de 

células transfectadas com o último, em relação ao primeiro, confirmado que o 

tamanho do DNA transfectado influencia a eficiência de transfecção. Esta 

observação foi feita anteriormente por Neves et al. (1999) que, ao introduzir 
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DNA plasmideal de 7 Kb na célula por microinjeção, verificaram que este 

material permaneceu no mesmo local após ser transfectado, não se 

deslocando através do citoplasma. Mais recentemente, Dean & Gokay, (2005) 

demonstraram que o DNA com tamanho superior a 1 Kb tem dificuldade em se 

deslocar através do citoplasma.  

Transfecção de DNA purificado de BoHV-5 em VERO e CRIB 

As co-transfecções de células CRIB e VERO com DNA viral de 

BoHV-5 purificado e com DNA plasmideal (pRV1012+EGFP) foram realizadas 

utilizando-se 100% de confluência celular e duas variações de pH, como 

mostrado no Apêndice C. Este procedimento foi efetuado para testar se o DNA 

purificado seria melhor transfectado nestas células do que o DNA total, que 

havia sido testado previamente (dados não mostrados). Cinco microgramas de 

DNA plasmideal de pRV1012+EGFP foram incluídos para se analisar a 

quantidade de células que expressaram EGFP indicando, assim, o número de 

células transfectadas. Entretanto, não foram obtidas placas virais em nenhum 

dos tipos celulares e em nenhum dos pHs utilizados com DNA viral de BoHV-5 

purificado. O resultado negativo para placas virais pode ser devido à 

dificuldade de difusão do DNA viral no citoplasma, tanto para células VERO 

quanto para células CRIB (Dean & Gokay, 2005). Foi obtido um percentual de 

0,5% de células fluorescentes por campo no aumento de 100X em VERO com 

pH 7,14 e um percentual de 0,05% de uma célula fluorescente por campo no 

aumento de 100X em células CRIB na transfecção com DNA plasmideal em pH 

7,14.  
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Transfecção de DNA plasmideal em células PKsC3  

Devido à baixa eficiência de transfecção de DNA plasmideal em 

células VERO e CRIB, foi testado outro tipo de célula denominada de PKsC3, 

proveniente de uma linhagem clonal de células PK15. Esta foi transfectada com 

5 µg de DNA plasmideal pVR1012+EGFP, de acordo com outros 

procedimentos realizados com o mesmo plasmídeo. Este tipo de célula 

demonstrou um percentual de 2,9% de células fluorescentes por campo no 

aumento de 100X, indicando que esta célula possui a segunda melhor taxa de 

transfecção, quando comparada aos outros tipos de células. Este resultado 

sugere uma razoável capacidade de endocitose do precipitado de fosfato de 

cálcio com DNA e uma meia vida maior do DNA no citoplasma até chegar ao 

núcleo da célula, como também relatado por Prasad et al (2005). 

 Titulação de BoHV-5 em células PKsC3 

Para saber se o BoHV-5 poderia multiplicar-se em células PKsC3, 

efetuou-se uma titulação deste vírus em células PKsC3 previamente titulado 

em MDBK. Foi verificado um título de 103,3 TCID/mL em células PKsC3 com 

destruição de 100% do tapete celular, contudo, não foi observado ECP nas 

outras diluições. Houve apenas grupos de células marcadas sem perderem sua 

morfologia original, o que pode indicar que o vírus não estaria se multiplicando. 

Já em células MDBK, a mesma alíquota de vírus apresentou um título de 106,8 

TCID/mL através de IPX. Este resultado indica que as células PKsC3 não 

ofereceram as condições ideais para multiplicar o BoHV-5. 

Transfecção em células PKsC3 

A transfecção de DNA plasmideal de pBS-pBELO-BHV-5-Transfer 



 47

linearizado foi realizada devido ao fato de que em um processo de 

recombinação homóloga, um plasmídeo linear possui maiores chances de se 

recombinar do que um plasmídeo circular, devido às extremidades livres 

poderem parear com maior facilidade com a sequência homóloga no DNA viral, 

quando comparado a um DNA circular (Carroll et al.,1986).  

Para saber se o plasmídeo linearizado pode permanecer na célula, 

pelo mesmo tempo do que o plasmídeo circular foi realizado um novo teste de 

transfecção em células PKsC3. O resultado demonstrou que o plasmídeo linear 

conseguiu permanecer expressando EGFP pelo mesmo tempo (durante 3 dias)  

e no mesmo número de células,  em comparação ao plasmídeo circular (dados 

não mostrados). Entretanto, outros autores discordam ao afirmar que a 

eficiência de transfecção de um plasmídeo circular é maior do que a de um 

linear devido à formação de um complexo de menor tamanho (Groll et al., 

2006). 

Em função das células PKsC3 apresentarem um bom grau de 

eficiência de transfecção, como mostrado na Figura 13, foi proposto inocular 

BoHV-5 após transfecção do plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-transfer, não 

havendo, então, necessidade de se utilizar DNA viral co-transfectado. Depois 

de verificar o ECP, uma amostra foi inoculada em placas contendo células 

MDBK e outra foi titulada. Foi observado que não houve alteração de título e 

também não foi possível a identificação de placas virais expressando EGFP. 

Dentro das condições testadas isto indica que as células PKsC3 não são 

permissivas ao vírus BoHV-5, impedindo que o DNA viral possa multiplicar-se. 

A ausência de antígeno viral observado por IPX, após a transfecção de DNA 
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viral e DNA plasmideal em co-cultivo de PKsC3 e MDBK, ajuda a fortalecer 

esta hipótese. 

Transfecção e infecção em células TT 

A transfecção do plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-Transfer em células 

TT e posterior inoculação de BoHV-5 não apresentou resultado positivo na 

geração do vírus recombinante. Uma possível explicação é que o processo de 

recombinação do plasmídeo com o DNA viral, por ser um evento ocasional com 

uma frequência de 10-4 a 10-1, torna a quantidade de vírus selvagem muito 

elevada em relação ao possível vírus recombinante, desta forma sendo difícil á 

detecção de placas virais expressando EGFP (Zhijian et al., 1999). 

A eficiência de transfecção também foi avaliada testando-se 

diferentes graus de confluência de células TT. Apenas com a confluência de 

100% foram obtidos resultados positivos, sendo que em experimentos onde a 

confluência apresentava valores inferiores a este, não ocorreu o aparecimento 

de placas virais (dados não mostrados). Segundo os protocolos utilizados por 

outros autores (Lee & Welsh, 1999; Oltona et al., 2007), a média de confluência 

utilizada para transfecção é de 70% para se obter uma boa taxa de 

transfecção, o que não conferiu com o resultado obtido em células TT. 

Também se testou a influência da concentração de CaCl2 sobre a 

eficiência de transfecção de DNA viral purificado em células TT, utilizando-se 

concentrações de 125 mM e 250 mM no volume final da reação. Não foi 

observada diferença quanto ao número de placas virais neste tipo de célula. As 

mesmas concentrações de CaCl2 foram testadas anteriormente na transfecção 

de DNA plasmideal em células PKsC3. Neste caso, observou-se o dobro de 
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células expressando EGFP, utilizando-se o dobro do volume de CaCl2 (dados 

não mostrados). 

É relatado na literatura que a concentração ideal de CaCl2 para 

transfecção situa-se entre 110 mM e 125 mM, conferindo boa estabilidade ao 

precipitado (Wilson et al., 1995). Os resultados destes testes com as células TT 

e PKsC3 mostram que o tipo de célula é um fator determinante além da 

concentração de CaCl2. 

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer um tipo de célula que 

seria melhor transfectada pelo método de fosfato de cálcio para a construção 

de um cromossomo artificial bacteriano de BoHV-5. Apesar de diversas 

limitações foi possível, no entanto, identificar um tipo de célula que se adaptou 

muito bem às condições do local de trabalho, sendo um forte candidato para se 

aprimorar o método de transfecção por fosfato de cálcio para a obtenção de 

vírus recombinantes com alta eficiência. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho primeiramente foi testada a técnica de transfecção de 

DNA total de BoHV-1gE- por fosfato de cálcio em células VERO e CRIB, sendo 

obtidas somente duas placas virais em células CRIB. Entretanto, não foi 

possível reproduzir este resultado.  

 A transfecção com DNA plasmideal mostrou melhor rendimento em 

células PKsC3 produzindo 49 células fluorescentes, seguido das células TT, 

células VERO e células MDBK. 

Na avaliação da capacidade de multiplicação do BoHV-5 EVI88/95 

nessas células, foi observado o maior título em células MDBK (106,8 TCID/mL), 

seguido de células TT, células VERO e células PKsC3.  

Na transfecção do plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-Transfer em 

células TT e PKsC3 e posterior infecção com BoHV-5 não houve aparecimento 

de placas virais em ambas as células. 

A transfecção de DNA viral em células PKsC3 não resultou em 

aparecimento de placas virais, já em células TT foram obtidas duas e quatro 

placas virais com 500 ng e 1 µg de DNA viral purificado, respectivamente. 

Nas condições utilizadas no presente trabalho, os resultados 

sugerem que as células de testículo de terneiro (TT) são as mais apropriadas 

dentre as células testadas para a obtenção de vírus recombinantes, produzindo 
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um número razoável de células transfectadas com DNA plasmideal 

expressando EGFP. Estas células poderão ser utilizadas futuramente para o 

aprimoramento de um método de transfecção com alta eficiência.  
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8 ANEXOS 
 

ANEXO A – Gráfico da quantidade de células transfectadas versus 

quantidade de DNA transfectado. 
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ANEXO B - Gráfico da quantidade de células transfectadas versus 

variação do pH 
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ANEXO C - Plasmídeo pBS-pBELO-BHV-5-Transfer 

 

 

ANEXO D- Plasmideo pRV1012+EGFP 
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ANEXO E – Plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 P/V 
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9 APÊNDICE 
 

APÊNDICE A - Solução estoque de HBS 10X 

Seis gramas de Hepes 250 mM - Sigma, 8,2 g de NaCl 1,4 M, 0,37 g de KCl 50 

mM – LABSYNTH,  1,08 g de D(+)-Glucose 60 mM – MERCK e 0,38 g de 

Na3PO4 12H2O 1M – Nuclear,  em 100 mL. 

 

APÊNDICE B – Esquema de transfecção de DNA total de BoHV1-

gE- 

DNA total 
 

DNA de 
esperma de 

salmão 1 
µg/µL 

H2O 
deionizada 

CaCl2 2M HBS-pH 
7,14 

 

Total 

20µL = 
8µg 

2µL 196,75µL 31,25µL 250µL 500µL 

40µL = 
16µg 

0µL 178,75µL 31,25µL 250µL 500µL 

C- 10µL 206 µL 31,25 µL 250 µL 500 µL 
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APÊNDICE C- Co-transfecção de DNA viral purificado e DNA 

plasmideal. 

DNA viral DNA 
pRV1012+EGFP

DNA 
salmão 

1µ = 
1µg 

H2O 
deionizada

CaCl2 
2M 

HBS 
2X 

pH 

5µg=25µL 5µg=11µL 0 µL 151,5µL 31,25µL 250µL 7,0 

5µg=25µL 5µg=11µL 0 µL 151,5µL 31,25µL 250µL 7,14

C- 0 10 µL 177,5µL 31,25µL 250µL 7,14

 

APÊNDICE D – Esquema de transfecção em células TT com 

plasmídeo pEF.IRES.neo.SV5 P/V 

pEF.IR
ES.neo

.SV5 

 
DNA 
viral 

DNA de 
esperma de 

salmão 
1µg/µL 

H2O 
deioniza

da 

CaCl2 
2M 

HBS 2X 
pH=7,1

4 

Total 

1µL = 
500ng 

16,6µL= 
500ng 

9,5µL 191,65µL 31,25µL 250µL 500µL 

2µL = 
1µg 

16,6µL= 
500ng 

9µL 191,15µL 31,25µL 250µL 500µL 

4µL = 
2µg 

16,6µL= 
500ng 

8µL 190,15µL 31,25µL 250µL 500µL 

 


