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RESUMO

Vinte e nove pintos SPF de um dia foram inoculados com o virus da doenga infecciosa da bursa de
Fabricius (VDIB) para avaliar a ocorréncia precoce de apoptose e a expressao da proteina viral 2 (VP2) e
da enzima gliceraldeido fosfato dehidrogenase (GAPDH). Os animais foram distribuidos em cinco
grupos: 1-controle; e 2 a 5- com 24, 48, 72 e 96 horas pos-inoculagdo, respectivamente. Fragmentos da
bursa de Fabricius foram colhidos para processamento histologico e extracdo de RNA. Laminas coradas
em HE e TUNEL (marcagdo in situ da fragmentacdo do genoma com transferase terminal de
deoxinucleotideo) foram utilizadas na morfometria do indice apoptdtico. Amostras de mRNA foram
testadas para a expressdo dos genes VP2 e GAPDH utilizando-se transcrigdo reversa e RT-PCR. Utilizou-
se um kit SYBR GREEN PCR, ¢ a reagdo foi desenvolvida em ABI Prism 7000 SDS. Os indices
apoptoticos cresceram progressivamente indicando uma relagdo na atrofia bursal causada pelo VDIB.
Paralelamente, os resultados da PCR em tempo real demonstraram queda da carga viral nas células
linfoides da bursa nos diferentes intervalos de tempo do experimento. Esses resultados sugerem um papel
protetor da apoptose na diminuicao da replicacdo viral
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ABSTRACT

Twenty-nine SPF 1-day-old chicks were inoculated with infectious bursal disease virus (IBDV) to
evaluate early apoptosis and the expression of viral protein 2 (VP2) and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenease (GAPDH). Five groups were formed: Gl-control -and G2 to G5, - 24, 48, 72 and 96
hours post inoculation, respectively. Half of each BF was fixed and processed by routine techniques. To
quantify apoptosis, Sum-thick sections were stained with HE and submitted to TUNEL (terminal
transferase UDP nick end labeling) technique. mRNA was extracted from pooled samples of 3
animals/group and used for the expression of VP2 and GADPH genes using the reverse transcription and
real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). A SYBR GREEN PCR kit was used and the reaction was
carried out in an ABI Prism 7000 SDS. Apoptotic indexes progressively increased indicating a role of
IBDV in inducing hypotrophy of the BF. Also, it was showed that as long as apoptosis increased, viral
protein expression decreased, which suggests that apoptosis plays a role as a defense mechanism against
viral replication.
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INTRODUCAO

A apoptose ¢ a morte celular individual e ativa,
caracterizada pela fragmentag@o nuclear e celular
em corpos apoptoticos (Cohen, 1991). Ao
contrario da necrose, ndo ha liberacio do
conteudo celular no intersticio e,
consequentemente, ndo ha inflamagdo ao redor
das células apoptéticas (Wyllie, 1981). Esse tipo
de autodestrui¢do celular pode ser induzido por
estimulos fisioloégicos e patologicos. Muitas
infec¢des virais podem desencadear apoptose
(Vasconcelos e Lam, 1994; Sarli et al., 1998;
Moro et al., 2003).

A doenga da bursa de Fabricius (DIB) é uma
infeccdo viral aguda e altamente contagiosa que
acomete aves jovens, e afeta particularmente os
linfocitos B da bursa de Fabricius (BF), mas
agride também outros orgdos linféides como
tonsilas cecais ¢ bago (Tessari et al., 2001). Essa
virose resulta na deplecdo linfocitaria, atrofia da
BF e imunossupressao, causando grandes perdas
econdmicas para a industria avicola (Kibenge et
al., 1988; Sharma et al, 2000). A
imunossupressdo se deve, em parte, ao fato do
virus da DIB (VDIB) induzir apoptose de
linfocitos em galinhas (Vasconcelos e
Lam, 1994; Vasconcelos ¢ Lam, 1995; Lam,
1997; Tanimura ¢ Sharma, 1997; Nieper et al.,
1999). Ainda ndo se conhece como o VDIB
desencadearia a ocorréncia de apoptose.

Segundo Nieper et al. (1999), ha uma correlagdo
entre a replicagdo do VDIB e a ocorréncia de
apoptose na BF. O mecanismo indireto foi
sugerido por Inoue et al. (1994), uma vez que a
apoptose ocorria em células T do timo, enquanto
o antigeno de VDIB era encontrado
principalmente nas células B ou em células
reticulares. Em sec¢des seriadas da BF infectada
pelo VDIB, Tanimura ¢ Sharma (1997)
observaram células apoptoticas ndo somente em
foliculos bursais antigeno-positivos, mas também
em antigeno-negativos.

O genoma do VDIB consiste em dois segmentos
de RNA de fita dupla, sendo um segmento menor
(2800 bp) denominado B e outro maior (3400 bp)
denominado A. As proteinas estruturais virais
estdo localizadas principalmente no segmento A
(Muller et al., 1979; Steger et al., 1980). A
estrutura viral é constituida de cinco proteinas:
VP1, VP2, VP3, VP4 ¢ VP5 (Becht et al., 1988).
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A VP2 localiza-se na porg¢ao externa do capsideo
viral, relaciona-se a antigenicidade do virus (Ito,
1990) e ¢ indutora de apoptose (Fernandez-Arias
etal., 1997).

A utilizacdo e a otimizacdo de técnicas mais
sensiveis, tais como a RT-PCR, permitiram o
estudo da expressdo de alguns genes envolvidos
na via de apoptose induzida pelo VDIB ¢ a
quantifica¢do da carga viral. Os objetivos deste
estudo foram: quantificar a apoptose 24, 48, 72 ¢
96h apo6s a inoculagdo induzida pelo VDIB nas
células da BF, determinar a expressdo da VP2
como estimativa da carga viral as 24, 48, 72 e
96h apds a inoculacdo pelo VDIB e correlacionar
a apoptose com a replicacdo viral, estimada pela
expressao da VP2.

MATERIAL E METODOS

Os ovos embrionados livres de patogenos
especificos (SPF), obtidos da Granja Sadia
(Uberlandia), foram incubados no setor de aves
do DMVP-EV - UFMG. Apods a eclosdo, 29
pintos Leghorn (SPF) de um dia de idade foram
distribuidos, ao acaso, em cinco grupos
experimentais: grupo 1- controle com cinco aves
e grupos 2, 3, 4 e 5 formados por seis aves cada,
e que foram submetidos a eutanasia as 24, 48, 72
e 96 horas da inoculagdo, respectivamente.
Os animais foram inoculados com amostra
viral  tipificada  (A-BH83) e titulada
(0,5%10°DLEs/ave).

A necropsia, fragmentos da BF foram colhidos
para processamento histologico e para extracdo
de RNA (fragmentos estocados a -80° C).
Laminas com secgdes de Spum foram coradas em
HE para determinacdo do indice apoptdtico e
preparados para a reacdo de TUNEL, que marca
in situ as extremidades 3°-OH do DNA
fragmentado no processo de apoptose. A
fragmentagdo in situ do genoma foi detectada
usando-se o Kit Oncor— ApopTag™ in situ
apoptosis  detection  kit',  seguindo  as
recomendagdes do fabricante: as secgdes foram
incubadas com 20ug/ml de proteinase K°, e a
peroxidase endogena foi inativada com &agua
oxigenada a 2% em metanol. Apds a adi¢do dos
desoxinucleotideos, as laminas foram incubadas

'Oncor — Gaithersburg, EUA (S7100-KIT).
’SIGMA — Sdo Paulo, Brasil.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.2, p.313-320, 2007



Apoptose e expressdo de VP2...

em cmara umida a 37° C por 3h. A reagéo foi
bloqueada com o tampdo de parada, os cortes
foram tratados com streptoavidina peroxidase, a
revelacdo da reagdo foi feita com 3,3-
diaminobenzidina e a contracoloragdo com verde
de metila.

A quantifica¢do da apoptose foi feita em um
nimero minimo representativo de campos
definido pela avaliagdo da evolugdo dos erros-
padrdo de acordo com o aumento da amostragem
(Sampaio, 1998; Moro et al., 2004). Determinou-
se o indice apoptotico (IA= somatdrio das células
com morfologia de apoptose/ somatoério das
células totais x 100) em HE a partir da contagem
de células no numero maximo obtido de campos
tomados aleatoriamente. Os campos foram
contados em objetiva planacromatica de 40x.
Desses, formaram-se amostras crescentes de
campos de 5 em 5 (5, 10,15 ..., etc) retirados
aleatoriamente com reposi¢do. Essas amostras
foram caracterizadas por suas médias e
respectivos erros padrdes. Assim, o IA foi
determinado em 10 campos/lamina (calculados
pelo erro-padrdo) tomados aleatoriamente para
cada animal. Na quantificagdo do IA, foram
consideradas células em apoptose somente
aquelas que apresentaram pelo menos trés dos
seguintes critérios morfologicos de inclusdo
(Vasconcelos, 2001): anoiquia - retragdo celular
e perda de adesdes entre células e membrana
basal -, condensagdo do citoplasma e
condensag¢ao nuclear - compactagdo da cromatina
nuclear em massas densas uniformes, alinhadas
no lado interno da membrana nuclear, inclusive
com aspecto de crescentes -, e fragmentacdo
nuclear - convolugdo e fragmentagio da
membrana nuclear, sem cariorrexe ou ruptura -,
fragmentagdo celular - com formagdo dos corpos
apoptoticos -, fagocitose dos corpos apoptdticos
pelas células adjacentes ("canibalismo celular”) e
auséncia de inflama¢do. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, sendo os
dados paramétricos ¢ com distribuicdo normal
analisados pela analise de variancia para grupos
independentes, adotando-se P<0,05. Para analise
da variacdo entre os grupos, foi aplicado o teste
de comparagdo multipla de Newman-Keuls,
adotando-se P<0,001.

Para a extragdo de RNA total, utilizou-se a
técnica descrita por Chomczynski e Sacchi
(1987). Amostras de 200mg de BF foram
homogeneizadas em 0,5ml de solucdo D (4M
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isotiocianato de guanidina, 25Mm de citrato de
sodio pH 7,0, 0.5% sarcosil, 0,1 M 2-
mercaptoetanol). Adicionaram-se 0,Iml de
acetato de sodio 2M, 0,5ml de fenol e 0,5ml de
cloroférmio:alcool  isoamilico  (49:1). A
suspensdo foi resfriada em gelo por 15 minutos e
centrifugada por 20 minutos a 10000x g/4°C. A
fase aquosa  adicionaram-se  0,5ml de
isopropanol, com armazenagem a —20°C/1h e
centrifugacdo a 10000x g/20 min/4°C. O pellet
de RNA foi dissolvido em 0,3ml de solugdo D e
precipitado com 0,3ml de isopropanol a —20°C. O
precipitado foi centrifugado a 14000g/4°C/10
minutos e os pellets de RNA ressuspendidos em
etanol a 75%, secos a vacuo e diluidos em 100pl
de 4gua DEPC (0,5ml de pirocarbonato
dissolvido em agua ultra-pura - gqsp 1 litro -
solugdo autoclavada). As concentracdes das
amostras de RNA foram determinadas pela
leitura da densidade optica (OD) em
comprimento de onda de 260nm em
espectrofotometro GeneQuant ¢ usadas para o
estudo da expressdao dos genes da VP2 ¢ do
GAPDH por meio da transcricdo reversa e da
técnica de PCR em tempo real. Os primers (Tab.
1) foram selecionados com base na analise das
seqiiéncias dos cDNAs das regides VP2 do virus
e do GAPDH descritas no Gene Bank, obtidas
por meio do programa Blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). A
transcrigdo reversa foi realizada usando-se 2,0pg
de RNA total, Iul (1pmol/pl) dos primers
reversos VP2 e GAPDH, 5ul de oligo dT
(50pmol/ul). A mistura foi incubada a 37°C/10
minutos. Apds incubagdo, acrescentaram-se as
amostras, colocadas em gelo, 2ul de tampao
reacdo 10x, 2pl de dNTP mix (1,25mM/ul), 2pl
de DTT 0,I1M, 2ul (20U/ul) de transcriptase
reversa’ (Invitrogen). As amostras foram
incubadas a 41°C/60 minutos, colocadas em gelo
e armazenadas a —20°C.

Apo6s a purificacdo, foi feito um gel de
poliacrilamida com 2ul (200ng) de marcador 50pb
DNA ladder e 15l (= 300ng para VP2 e = 120ng
para GAPDH) dos fragmentos para confirmagao de
sua integridade e pureza. Para a reacdo de PCR em
tempo real, foi utilizado o kit SYBR GREEN PCR
core reagents'. A reagio consistiu-se em: 6,65ul de
agua para PCR (SF); 1,5ul de tampao (10x SYBR
Green PCR buffer); 1,2ul de dNTP mix (200pM

*Invitrogen — Sao Paulo, Brasil
*Applied Biosystems (4304886) — Warrington, UK
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cada); 1,5ul de MgCl, (25mM); 3ul de VP2 primer
mix (senso e anti-senso - 1,5pmol cada) e 3ul de
GAPDH primer mix (senso e anti-senso - 1,5pmol
cada); 0,15ul (5U/ul) de enzima AmpliTaq
GoldTM e 1pl de cDNA da reacdo de transcri¢ao
reversa. A reagdo em tempo real foi realizada no
aparelho ABI Prism 7000 SDS. Como controle
positivo e para posterior quantificagdo dos
resultados, uma curva-padrao dos amplicons de
VP2 e GAPDH purificados foi construida a partir

de diluigdes seriais. Para confirmagdo do tamanho
dos fragmentos amplificados por PCR em tempo
real, foi realizada uma curva de dissociagdo como
parte do programa estabelecido no ABI Prism 7000
SDS; os fragmentos amplificados também foram
posteriormente  visualizados por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida corado com
nitrato de prata.

Tabela 1. Seqiiéncias de 21nt escolhidas como primers' para amplificagio dos genes VP2 e GAPDH

Primer Seqiiéncia de nucleotideos

VP2 GAC GAT CCA CGG TGG CAA CTA (Senso)
GAC CGT AAC GAC AGA TCC TGT (Anti-senso)

GAPDH CTA AGC GTG TTA TCA TCT CAG (Senso)

GAC TTG TCA TAT TTC TCA TGG (Anti-senso)

"nvitrogen Life Techinologies

RESULTADOS E DISCUSSAO

A BF dos pintos inoculados mostrou deplegdo
progressiva dos foliculos linfoides aliada ao
incremento dos indices apoptoticos (Fig. 1A-E).
Os critérios morfologicos foram validados pela
técnica de TUNEL (Fig. 1F e 1G), que mostrou
grumos acastanhados nos nucleos de linfocitos
com fragmentagdo do genoma. O indice
apoptotico foi maior nos infectados (P<0,001)
que no controle, e cresceu progressivamente nos
diversos intervalos de tempo, exceto entre 24 e
48 horas (Fig. 2). Dessa forma, a apoptose ¢ um
evento precoce na infeccdo pelo VDIB, estando
presente logo nos primeiros momentos apos a
inoculacdo.

A Tab. 1 mostra a seqiéncia dos primers
selecionados para a RT PCR em tempo real. Os
primers de 21nt foram selecionados levando-se
em consideragdo regides com conteudo
satisfatorio de GC. As seqiiéncias escolhidas
para confec¢ao dos oligonucleotideos iniciadores
foram pesquisadas no Blastn para garantir a
exclusdo de regides homdlogas com os alvos
pesquisados. Essa estratégia foi fundamental para
o sucesso de amplificagdo pela PCR
convencional, bem como pela PCR em tempo
real neste trabalho. A utilizagdo da regido de
jungdo para splicing, contendo um intron, na
selecdo dos primers reduz a possibilidade de
influéncia de possiveis contamina¢des por DNA
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gendmico das preparagdes de RNA total durante
a amplifica¢do (Ausubel et al, 1995). A
contaminagdo por DNA gendmico poderia
interferir na etapa de PCR, posterior a transcri¢do
reversa, levando a uma falsa interpretagdo da
expressdo do mRNA reverso-transcrito. Portanto,
a estratégia utilizada reduz a possibilidade de
amplificagdo inespecifica de DNA gendmico e
isso permitiu a obtencdo de fragmentos puros e
especificos para os genes escolhidos.

As curvas-padrdo para cada gene alvo foram
obtidas (VP2 na Fig. 3) pela reacdo da PCR em
tempo real com o programa ABI PRISM 7000
SDS. Os fragmentos amplificados em triplicata a
partir do cDNA de amostras de BF apresentaram
a classica curva logaritmica com um Ct (total de
ciclos) em torno de 17 ciclos. Além disso, o
resultado da curva de dissociagdo dessas
amostras representada no detalhe da Fig. 4
confirma a pureza, a qualidade, o tamanho e a
especificidade dos fragmentos amplificados pela
PCR em tempo real. A proteina viral VP2
apresentou um pico de expressdo 24 horas apds a
inoculagdo viral. A ocorréncia de apoptose
aumenta enquanto a expressao da proteina viral
VP2 diminui, sugerindo que a apoptose tenha um
papel como mecanismo de defesa contra a
replicagdo viral. Essas evidéncias deverdo ser
mais exploradas em estudos futuros.
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Figura 1. Bursa de Fabricius mostrando células em apoptose (setas). (A) animal controle; (B) 24 horas PI; (C) 48
horas PI; (D) 72 horas PI; (E) 96 horas PI; (F) BF de animal controle.; (G) BF 96 horas PI; (Barra = 10 um).
Coloragdo: HE (A, B, C, D ¢ E) e TUNEL (F e G). PI= pods-inoculagio.
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Figura 2. Crescimento progressivo do indice apoptdtico. O asterisco indica os grupos que apresentaram diferengas
estatisticas entre tempos.
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Figura 3. Quantificagdio da expressdo da VP2 pela PCR em tempo real. A curva de calibragdo contém trés curvas de
amplificagdo refletindo diferentes quantidades iniciais de cDNA para VP2 do virus, variando de Ing a 1x10ng.
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Figura 4. A eficdcia da RTPCR (E) foi 100% obtida pela equagio E=100"5""" A inclinacio e a alta linearidade
(r*=0.9961) sdo demonstradas pelos numerais ao lado direito da curva de calibragio. A curva de dissociagio

apresentada no detalhe abaixo e a esquerda demonstra as temperaturas de fusdo e pureza dos fragmentos gerados
neste ensaio.
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Os amplicons para GAPDH e VP2 obtidos apos
eletroeluicdo dos fragmentos de PCR convencional
foram utilizados para a construgdo das curvas
apresentadas nas Fig. 5 e 6. Os resultados da curva
padrdo, neste trabalho, demonstraram uma boa
sensibilidade e reprodutibilidade da técnica. Os
resultados das triplicatas foram altamente fiéis.
Pode-se observar nessas figuras que o Ct foi
perfeitamente mantido, logaritmicamente, com as
dilui¢des dos padroes GAPDH e VP2. Na Fig. 5
mostra-se a expressao da GAPDH, que inicialmente
foi utilizada como um normalizador da reacdo. Na
Fig. 6, mostra-se a expressdo da proteina externa do
capsideo viral relacionada a antigenicidade do virus
(VP2) nos diferentes tempos apds a inoculagio.
Houve maior expressdo de VP2 em 24 horas apds a
inoculagdo do virus com queda nos periodos
subseqiientes. A diminuigdo da expressdo da
proteina VP2 pelo virus em replicagdo parece estar
relacionada ao aumento do IA. De fato, especula-se
que os mecanismos associados a degradagdo do
genoma na apoptose — como a ativagio das
endonucleases - poderiam também agir no sentido
de suprimir ou inibir a replicacdo viral nas células
linfocitarias da BF. O aumento do nimero de
células em apoptose seria um mecanismo de
protecdo contra a replica¢do viral, ja que o virus
necessita de células hospedeiras ativas para copiar o
seu material genético. Assim, faz sentido que as
células infectadas abortem a replicagdo viral pela
ativagdo da morte celular programada. Esses
achados necessitam, no entanto, ser mais
explorados e confirmados em estudos futuros. Os
resultados deste trabalho demonstram, pela primeira
vez, a quantificacdo absoluta da expressdo de VP2
por RT-PCR em tempo real.
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Figura. 5. Expressdo da GAPDH, utilizada como
um normalizador da reag@o. Observar que GAPDH
mostrou uma expressdo muito variada entre os
grupos, indicando que sua expressdo ¢ influenciada
pela replicacdo viral.
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Figura 6. Expressio da VP2 do VDIB, utilizada
como parametro para a quantificacdo da carga viral.
O asterisco indica os grupos que mostraram
diferencas significativas entre tempos.

CONCLUSOES

A apoptose ¢ um evento precoce na infec¢do com o
virus da DIB, ja presente nos primeiros momentos
apos a inoculagdo sendo, portanto, mais que um
simples mecanismo para a imunossupressio e
atrofia bursal na DIB tardia. A demonstracdo da
queda na carga viral nas células linfoides da bursa
paralelamente ao aumento da apoptose nos
diferentes intervalos de tempo apds a inoculacdo do
virus sugere um papel protetor da apoptose na
diminuicao da replicacdo viral.
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