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SUMARIO

A Doença de llarek é uma enfermidade neoplásica de 

galinhas altamente contagiosa e que, desde 1970, é dita 

controlada por uma vacina a vírus vivo, o herpesvírus de peru 

(l-IVT) „

Porém, recentemente observou—se o aparecimento de 

cepas hipervirulentas do vírus da Doença de J’Jarek. Essas 

cepas, isoladas a partir de plantéis vacinados com HVT, tê?m 

provocado quebras nos programas de vacinação. Assim sendo, 

tornaram—se necessários empreendimentos quanto à pesquisa de 

moléculas que poderiam ser empregadas em vacinas mais 

eficazes contra a contaminação pelo vírus selvagem da Doença 

de Marek»

A identif icaç«ío de polipeptídeos induzidos pelo 

vírus selvagem, especialmente aqueles que apresentam reação 

cruzada com o vírus vacinai, é um pré-requisito para o 

estudo do mecanismo de proteç«(o«

Todavia, na tentativa de identificar antíqenos 

específicos da infecçãío viral através de técnicas 

imunobioquímicas, foram identificados autoanti corpos que 

reconheciam, praticamente, todas as proteínas presentes no 

perfil polipeptídico de células renais dos animais controle.

A presença de autoanticorpos impediu a 

identificaçeío segura de moléculas específicas que pudessem 

ser empregadas num método de vacinação, mas conduziu a novas 

perspectivas no estudo da Doença de Marek.
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SUMMARY

1’larek's Disease is a chickens neoolastic 

highly contaqious character, which is caused by Herpesvirus» 

fôince 1'770., this disease had been considered to be under 

control by a live vaccine, which uses turkey Herpesvirus 

(HVT) as vaccinal sample.

However, highly vi rulent wild samples of 

1’larek's Disease have been recently isolated from immunized 

animais, revealing problems in vaccination programs» Urgent 

efforts are necessary to identify herpesvirus polypeptides 

that coulcl be used as more efficient vaccines to control the 

appearance of new wild samples of 1’larek's Disease Virus»

The Identification of the polypeptides induced 

by wild virus samples specially those presenting cross 

reactions with the vaccinal virus sample, was revealed as an 

important initial step to be developed. This study was 

designed to investigate the presence of these virus 

polypeptides;, through analysis o-f kidney cells of vaccinated, 

infected and . control chickens, using immunobiochemical 

techn iques

The study on those virus-induced polypeptides 

was able to detect autoantibodies that recognized almost all 

of these proteins detected in non infected kidney cells» 

Although the presence of autoantibodies the Identification of 

those specific virus polypeptides, new perspectives wore 

opened for studies on lrlarek's Disease»



1 -• INTRODUÇÃO

A Doença de Marek é uma enfermidade 

linfoproliferativa das galinhas., altamente contagiosa. 

Caracteriza-se por uma aplasia dos órgãos linfoides 

primários (bursa de l-abricius e timo) e por uma queda 

drástica da competência imunitária, principalmente do tipo 

celular (Coudert et al, 1988).

Essa doença foi primeiramente descrita em 1907 por 

Marek e pode ser observada, até os dias de hoje., em todos os 

países do mundo»

Do ponto de vista econômico, a Doença de Marek é a 

doença aviária mais grave. Os plantéis afetados apresentam 

índices de. produção menores e a taxa de mortalidade pode 

atingir até 70%. Nos plantéis de corte, a doença é 

responsável pela condenação das carcaças na planta de abate 

em razto dos tumores ou pequenas formaçíJes tumorais nas 

vísceras, músculos e pele»

Desde que foi isolado um herpesvírus a partir de 

perus (HVT — Herpes. Vírus Turkey), ele, até hoje, é 

utilizado mundialmente na e.l.aboraç'á'o de uma vacina comercial 



contra a Doença de lvlarek, as perdas econômicas relacionadas a 

essa doença -foram reduzidas- Entretanto, embora essa vacina 

impeça a -formaçSto de tumores, ela não impede uma in-fecçcío 

pelo vírus selvagem da Doença de 1’larek. Na presença do vírus 

selvagem, os animais vacinados ou aqueles geneticamente 

sensíveis à doença.- se contaminam, multiplicam o vírus e vá'o 

disseminar o vírus contaminante durante toda a sua vida,, 

tornando-se assim, um -fator de alto risco para plantéis n'á'o 

vacinados-

Atualmente., em todos os países do mundo onde se 

pratica uma avi cultura em caráter industrial., todos os 

plantéis são simultaneamente portadores e excretores do vírus 

vacinai e do vírus selvagem.

Apesar dessa vacinaçá'0, tem-se observado, cada vez 

com mais -f requência, o aparecimento de cepas ditas 

hipervirulentas que -foram isoladas a partir de aves vacinadas 

com HVT (Eidson et al-, 1978.- 1981.; Witter et al.„ 1980; 

Schat et al», 1982a; Powell e Lombardine, 1986; NcKimm— 

Breschkin et al-, 1990; Imai et al-., 1992)- A proteçâTo dos 

plantéis contra essas cepas hipervirulentas é -feita., 

atualmente., pelo emprego de vacinas bivalentes compostas pelo 

sorotipo 2 (cepas naturalmente avirulentas) e pelo sorotipo 3 

(HVT)- Entretanto;, na Austrália., recentemente -foi isolada 

uma cepa hipervirulenta (1’lcKimm-Breschkin et al-, 1990) a 

partir de aves vacinadas com vacinas bivalentes.

Devido ao aparecimento dessas cepas, a Doença de 

Harek será, num -futuro próximo, um grave perigo para a



indústria avícola» li extremamente necessária a compreensão

do mecanismo de proteçâío imunitária para ajudar o 

melhoramento na formulação de novas vacinas.

Este trabalho teve por objetivo verificar como o 

sistema imune de uma ave de linhagem comercial responde ao 

estímulo tanto do vírus herpes da Doença de l’larek como do 

vírus herpes de peru» ou seja, o vírus vacinai.

Para tal estudo» nós procuramos!

— primeiramente» verificar as proteínas especificas 

da infecçíto induzida pelo vírus selvagem e pelo vírus vacinai 

comparando os perfis polipeptídicos de membranas de células 

de animais controles com os de animais infectados pelo vírus 

vacinai e pelo vírus selvagem» e

- através dos resultados observados» perseguir uma 

especificidade do 'sistema imune dos animais quanto ao 

estímulo, induzido seja pelo vírus selvagem da doença de Marek 

seja pelo vírus herpes de peru.

Pensamos que esse estudo nos ajudaria a compreender 

o mecanismo da imunidade vacinai induzida pelo vírus herpes 

de peru e» possivelmente» contribuir para o n«ío aparecimento 

de novas cepas hipervirulentas
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2 ~ REVISTO DA LITERATURA

2.1 - A DOENÇA DE MAREK

A Doença de Marek é uma en-fermidade 

lin-foprol 1-fera ti va altamente contagiosa causada por um vírus 

da -família fterpesi^ndeae,, sub-família Gamsih&rpesvirin&e,! que 

se caracteriza pela in-filtraçâ'o nos nervos peri-féricos por 

células .• lin-fóides e por formaçffo de tumores nos órg«íos 

viceraiSjt músculos e pele (Calnekp 1980).

A galinha é o hospedeiro natural do vírus da 

Doença de l’larek embora outras aves (peru, codorna, patoH 

etc.) possam ser in-fectadas experimentalmente ou terem 

anticorpos»

2.2 -- AGENTE ETIDLÓGICO

Em 1907 „ Jose-f Marek descreveu uma doença que 

paralisava patas e asas de galinhas,, caracterizada por um 

engrossamento dos nervos sacral e espinhal e uma in-filtraçíSo 

de células mononucleares nos nervos a-fetados.» sendo 



classificada corno uma polineurite» A partir daí;, numerosos 

esforços foram realizados pelos pesquisadores na tentativa de 

identificar o agente etiológico e o modo de transmissão da 

doença.. Em 1924, Van der Walle e Winkle—Junis levantaram a 

hipótese de que a Doença de Tlarek poderia ser induzida por um 

vírus similar ao vírus herpes zoster humano. Devido à sua 

forte associação à célula., era muito difícil provar que o 

agente etiológico seria um herpesvírus. Essa propriedade 

dificultava a compreensão do modo de transmissão da doença e.

por isso., era muito confundida com a leucose linfóide, uma 

outra doença neoplásica das galinhas.

Sevoian et al.(1962) e Biggs e Payne (1963., 1967) 

obtiveram simultaneamente sucesso na transmissão experimental 

da doença. Biggs e Payne compararam a patologia e o modo de 

transmisscío do agente da Doença de 1’larek, induzida 

experimentalmente „ com o vírus da Leucose Linfóide Aviária., 

e observaram fortes evidências quanto à distinção entre as 

duas doenças. Em 1961., a doença foi classificada e 

mundialmente aceita como Doença de 1’larek, até que., finalmente 

em 1967., Churchill e Biggs identificaram um herpesvírus como 

o agente etiológico- Entretanto, o conhecimento do modo de 

transmissão da doença continuava obscuro, até que, em 1969, o 

vírus da Doença de 1’larek foi encontrado no epitélio do 

folículo das penas e o vírus infeccioso pode ser obtido a 

partir de extratos de pele das galinhas infectadas (Calnek e 

Hitchner, 19695 Calnek et al., 19705 Mazerian e Witter, 

1970)



Após a descoberta do agente etiológico e também do 

modo de transmissão da doença, várias cepas do vírus da 

doença de Marek foram sendo isoladas em diversas partes do 

mundo.

2.3 -- SINTOMAS CLÍNICOS

7 
A sintomatologia da Doença de Marek está 

diretamente relacionada com a patogenicidade da cepa viral, a 

constituição genética das aves e a idade das aves quando da 

exposiçSfo ao agente»

A • doença pode ocorrer em aves de qualquer idade.< 

mas, geralmente, acomete galinhas de 6 a 20 semanas de idade» 

Quatro manifestações clínicas s'ão reconhecidas! a 

■forma clássica (Marek, 1907), a forma aguda (Benton e Cover, 

1957; Biggs et al», 1965; Dunlop et al>, 1965), a forma 

ocular (Doyle, 1926; Pappenheimer et al«, 1926, 1929 a e b) e 

uma paralisia transitória (Zancler, 1959), que mais tarde "foi 

classificada como uma manifestação encefalítica da infecçáo 

pelo vírus da Doença de Marek (Cho et al», 1970; Kenzy et 

al», 1973).

hia forma clássica, o sinal clínico mais comum é uma 

incoordenação motora seguida de paralisia parcial ou total 

das patas e asas. A morbidade e mortalidade gira em torno de 

20% »

hla forma aguda, as aves apresentam uma severa 

depressiío e ataxia, algumas delas podendo apresentar 
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paralisia cie patas e asas. Mortalidade sem sintomas c-ê 

característica dessa forma, sendo que , a morbidade e a 

mortalidade podem ultrapassar 70“í„

A forma ocular é mais observada em aves adultas de

6 meses de idade ou mais e se manifesta por uma descoloração 

progressiva da íris»

0 que caracteriza a paralisia transitória é uma 

repentina paralisia.,principalmente das patas e do pescoço, e 

as aves se recuperam em torno de 1 a 2 dias»

2»4 - O VÍRUS DA DOENÇA DE MAREK

2-4.1 ~ MÜRFOLOGIA E CARACTERÍSTICAS FÍSICO- 

QUÍMICAS

A estrutura do vírus da Doença de Marek e do 

herpesvírus de peru (l-IVT) é típica do grupo herpesvírus» 0 

nucleocapsídeo mede entre 90 e 100 nm de diâmetro e contém 

162 capsomeros arranjados em uma simetria icosaédrica 

(Nazerian e Burmester, 196S>»

O capsômero tem um canal central que mede de 9 a 12 

nm (Nazerian et al», 1971)» O nucleóide mede de 50 a 60 nm e 

está localizado no centro do nucleocapsídeo (Nazerian, 1974? 

Nii e Yasuda, 1975)„ 0 ADN de filamento duplo tem peso 

molecular de 120 x 10* (Lee et al», 1971) e a densidade em 

CsCl (Cloreto de Césio) neutro do vírus da Doença de Marek e 

do vírus herpes de peru respectivamente, de 1,705 e 1,707 



g/ml.» indicando urna composiç«to básica de 46 — 47% de guanina 

mais citosina.

Observadas ao microscópio eletrônico., as células em 

cultura, infectadas pelo vírus da Doença de Marek, 

demonstraram a presença de 3 tipos de partículas viraiss 

partículas nuas hexagonais localizadas no interior-do núcleo 

e ocasionalmente no citoplasma, pequenas partículas de 35 - 

45 nm de diâmetro no núcleo (Nazerian et al.p 1971; Okada et 

al«f 1972; Handy et al», 1974) e virions envelopados de 150 ~ 

170 nm de diâmetro nas vesículas nucleares (Witter et al., 

1970; Nazerian et al., 1971).

O processo de"envelopamento do vírus ocorre através 

do brotamento a partir da membrana nuclear interna. As 

partículas envelopadas podem ser encontradas nas vesículas 

nucleares, no citoplasma, e, raramente, nos espaços 

extracelulares» Entretanto., um grande número de partículas 

envelopadas pode ser encontrado no epitélio do •folículo das 

penas., onde o envelope possui uma dupla camada lipídica. 

Esse vírus envelopado mede entre 200 e 300 nm (Calnek et al., 

1970).

Um estudo das características do vírus da Doença de 

Marek livre das células.» obtido de extratos de epitélio do 

•folículo das penas., indicou que o vírus é sensível ao éter. 

0 vírus é estável a “60"C porém niío a —20°C»  vírus Toi 

inativado em 2 semanas a 4"Cn em 4 dias a 22-"25oC. 18 horas a 

37*C, 30 minutos a 56"C e 10 minutos a 60"C (Calnek e 

Adldinger.» 1971). 0 vírus resiste, pelo menos, a quatro 



ciclos cie congelamento e descongelamento e a 10 minutos de 

vibração por ultrassom.

A variaçêto de pH de 6.,0 a 8., 5 n'áo afeta a atividade 

de infecçâfo., mas o vírus é completamente inativado em um pH 

inferior a 4,(0 e superior a 10.,O (Calnek e Adldinger., 1971)- 

Uma umidade relativa diminui o período de sobrevivência do 

vírus (Calnek e l-litchnert 1973)..

2.5 - CEPAS VIRAIS

De acordo com análises sorológicas efetuadas a

parti r de testes de imunofluorescência indireta e

imunodif us'à'o em gel de Agar., von Bülow e Biggs (1975 a.,b) 

dividiram as cepas do vírus da Doença de Marek em três 

sorotiposs o sorotipo 1 (I’IDV1)5 que inclui as cepas 

patogênicas . do vírus e cepas atenuadas dessas formas; o 

sorotipo 2 (MDVas)., que inclui cepas naturalmente apatogênicas 

e o sorotipo 3 (HDVzs)., que inclui o herpesvírus de peru 

(l-IVT). Essa classif icaçâ'o •foi confirmada por Schat e Calnek;, 

1978
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>K Graus de oncogenicidades

Tipo de 

vírus

Sorotipo Dncogeni-

cidade

Cepas

MDV 1 4*4*4* Md/5, Ala—8, RB-1B, Md/11
MS—1, MS—2

MDV 1 4*4- GA, HPRS-16, JM

MDV 1 4- HPRS-17, Conn-A

MDV 1 +/- Cm—2, CV1-988

MDV 2 — HPRS-24, SB—1, HN-1

HVT FC 126, WTHV-1, HPRS-26

+++ — Cepas hipervirulentas, que causam a

Doença de Marek em linhagens de galinhas 

geneticamente sensíveis vacinadas e 

naquelas geneticamente resistentes n«o

vacinadas.

++ — Cepas virulentasj, que causam alta

incidência da Doença de Marek em 

linhagens de aves susceptíveis e nenhuma 

ou pouca incidência da Doença de Marek em 

linhagens de galinhas geneticamente 

resistentes.

+ — Cepas de virulência moderada? que

causam moderada ou baixa incidência da 

Doença de Marek em galinhas geneticamente 

sus ce p t í ve i s..

+/— — Cepas de baixa virulência, que causam 

lesffes mínimas em linhagens de galinhas 



geneticamente susce p 11ve i s .

— — Cepas não virulentas, que também podem 

causar lestes mínimas em galinhas 

geneticamente susceptíveis.

Existe uma grande diversidade quanto ao potencial 

oncogênico dentro do sorotipo 1. Este incluis

— as cepas hipervirulentas cornos FID--5, Ala-8, 

RB—1B, l’IS-1 e MS-2 (Witter e Fadly, 1980; Eidson et al., 

1981; Schat et al., 1982 b; Imai ■ et al.f 1992), que foram 

isoladas a partir de plantéis de galinhas vacinadas com HVT;

— as cepas virulentasj cornos GA (Eidson e 

Schmittle, 1968), HPRS—16 (Purchase e Biggs, 1967) e Jl'l 

(Sevoian et al., 1962);

— as cepas de virulência moderada, cornos HPRS- 

17 (Purchase e Biggs, 1967) e CONN—Ã (Chomiak et al., 1967);

— as cepas de baixa virulência, cornos CV-2 

(Smifh e Calnek, 1973) e CVI—988 (Rispens et al., 1972 b).

O -sorotipo 2 inclui as cepas naturalmente nSo 

virulentas cornos HPRS-24 ( Biggs e Milne, 1972)f SB—1 (Schat 

e Calnek, 1978) e HM-1 (Cho e Kenzy, 1972).

□ sorotipo 3 inclui as cepas naturalmente náíó 

virulentas de HVT cornos FC—126 (Witter et al., 1970);, e 

WTHV—l (Kawamura et al-, 1969).

A existência desses sorotipos Toi demonstrada pela 

neutralização viral (King et al., 1981), pela eletroforese 

bi-dimensional (van Zaane et al., 1982 b), pela utilização de 

anticorpos monoclonais (Lee et al., 1983) e, recentemente.



pela comparação da estrutura do genoma viral de cepas dos

três sorotipos pela técnica de SDS-PAGE e consequente

reve 1 a ç«ío imunoen z 1 má11 ca com uso de anticorpos monoclonais

(l-lirai et al.,, 1986).

2.6 - ISOLAMENTO E CULTURA

2.6.1 - ISOLAMENTO

□ vírus da Doença de Marek está amplamente 

espalhado nos órgSfos de galinhas infectadas e, dessa forma, 

uma grande variedade de tecidos pode ser usada para o 

isolamento do vírus. O sangue, a suspensão celular de tecido 

tumoral, o rim e o baço sâ'o comumente usados. Geralmente é 

preferível o isolamento a partir do sangue;, pois várias 

amostras podem ser retiradas de um mesmo doador. No sangue., 

a infecciosidade está associada à fraçâ'o de linfócitos-

Todos os sorotipos do vírus da Doença de Marek e do 

HVT podem ser isolados a partir de linfócitos. Só o sorotipo 

1 pode ser isolado a partir de células linfoblastóides (Ross 

et al., 1977).

Para o isolamento a partir de tecidos, é importante 

destacar que o vírus da Doença de Marek e o HVT está'o 

fortemente associados às células e, devido a essa 

característica, é extremamente importante que as amostras 

para isolamento consistam de células viáveis. Devido a essa 

característica, muito poucas ou nenhuma partícula viral livre
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cia célula sí’to liberadas no meio de cultura (Witter et al., 

1970.Í Sharma, 1971$ Churchill, 1968p Calnek e Madin, 1969). 

Calnek et al« (1970) verificaram que partículas virais livres 

das células podem ser obtidas de cultura de células 

infectadas por tratamento com ultrassom na presença de um 

estabilizador» Entretanto.» o procedimento de rotina para a 

obtençcío de partículas virais envelopaclas livres das células 

é -feito a partir de extratos do epitélio do folículo das 

penas de galinhas infectadas pelo vírus da Doença de 1’larek ou 

de perus infectados çom o HVT.

2.6.2 - CULTURA

O vírus da Doença de l*larek e o HVT podem ser 

propagados em uma grande variedade de culturas de células 

aviáriass cultura em células de baço ou rim de galinhas, 

células de rim de embriíto de galinhas e células de 

•fibroblastos de embrião de galinha;, pato ou codorna (Schat, 

1985). As células de rim de galinha e fibroblasto de embrião 

de pato ScYo recomendadas para o isolamento primário do vírus 

(Churchill, 1968 j Purchase et al-, 1971; Solomon et al., 

1968). Em cultura de monocamadas dé fibroblasto de embrião 

de galinha o vírus se replica e provoca efeito citopático, 

mas a produção viral é menor do que nas culturas de células» 

de rim ou fibroblasto de embrião de pato (Nazerian, 1970)., 

Em culturas de fibroblasto de embrião de galinha, as 

propriedades dos vírus se modificam mais rapidamente do que
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sobre culturas de células de rim de galinhas ou células de 

embrião de pato (Ross et 1973).

Várias tentativas de replicaçã'o do vírus da doença 

de Marek e do vírus herpes de peru em células de mamíferos 

foram realizadas, sem jamais poderem provar uma possibilidade 

de replicação desses vírus nessas células (Hlozanek e Sovoya, 

1974).

2.7 -- REPLICAçZfo VIRAL

Diferentes tipos de interação vírus—célula são 

reconhecidos durante a replicação do vírus da Doença de Marek 

e do vírus herpes de perus a infecção produtiva, a infecção 

produtiva restritiva e a infecção não produtiva. Esses tipos 

de interação são similares a todos os tipos de interaçSes 

descritas para outros herpesvírus oncogênicos (Roizman, 

1972).

A infecção produtiva resulta na lise celular após a 

multiplicação e liberação de partículas virais envelopadas 

livres da célula. Esse tipo de interação só é observada no 

epitélio do folículo das penas e pode ser realizada pelos 

tr@s sorotipos do vírus da Doença de 1’larek (Calnek et al., 

1970; Witter et al., 1972; Schat e Calnek, 1978).

A infecção semi-produtiva ou restritiva se 

caracteriza pela presença de vírus associado à célula, 

portanto essas partículas virais intracelulares não são 

envelopadas
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mu 11 i p 1 i ca ç=í o

tipo de

caracterizada célulapela da

hospedeira Todos os vírus do sorotipo 1 do vírus da doença

transformação neoplásicacapazc

et al 1977)

Uma da característi cas principais

1’larek é do HVT es teto extremamenteque

As células do epitélio do folículo

Seto liberadaspenas

sempre está

de 1’larek s'ão

Ma infecç«to

com exceção

doença de

i n Te c Çeto „ a f un Çcío

de induzir a

produtiva n«ío há

do vírus da

transformação maligna

onde partículas virais envelopada

para o meio externo..

2.8 - ENZIMAS INDUZIDAS PELOS VÍRUS

2.8.. 1 - ADN POLIMERASE

Após a infecção das células., o vírus selvagem da 

Doença de Marek e o vírus vacinai (HVT) induzem a produçá'o de 

uma polimerase específica do vírus. Essa enzima pode ser 

diferenciada da polimerase celular pelo seu peso molecular 

( lOOxlO® Da) e por sua sensibilidade ao sulfato de am&nio 

(Boezi et al.. n 1974).

Algumas cepas mutantes do vírus da doença de Plarek 

resistentes ao fosfonoacetato (um inibidor da ADM polimerase) 

induzem uma polimerase com propriedades alteradas quo, 

segundo Lee et al. (1976) e Reno et al. (1978)^ é 

provavelmente codificada pelo vírus»



16

2.8.2 -- TIMIDINA CINASE

A timidina cinase induzida pelos herpesvírus s2ío 

produzidas no início da expressão do genoma viral (Honess e 

Roizman, 19745 Preston, 19’79). ‘Tanto o vírus selvagem da 

Doença de . Marek como o vírus vacinai (HVT) induzem uma 

atividade timidina cinase em células infectadas (Kit et al.s 

19’73 j Schat et al«n 1984),, Essa enzima pode ser diferenciada 

da cinase celular por sua localizaçêfo no citosol., mas não na 

mitocôndriap devido ao seu alto coeficiente de sedimentaçâti 

(5„3 8) e por seu ponto isoelétrico (6.,!)..

2.9 - PROTEÍNAS VIRAIS

Uma característica marcante do vírus da Doença de 

1’larek é a suai forte associação à célula hospedeira. Essa 

característica tem impedido a obtenção., em quantidades 

suficientes., de partículas virais envelopadas a partir de 

células em cultura para análises bioquímicas. Sabe-se que os 

três sorotipos do vírus da Doença de 1'larek se espalham 

horizontalmente através da • liberação de partículas 

infecciosas do vírus da Doença de 1’larek envelopadas livres 

das células no epitélio do folículo das penas. Entretanto., a 

obtenção dessas partículas não tem sido totalmente 

satisfatória. Devido a essa dificuldade pouco se sabe sobre 

as proteínas estruturais do vírus da Doença de 1’larek. 

Todavia, a caracterização das glicoproteínas do envelope
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viraln que interagem com os anticorpos neutralizantes, pode 

ser realizada pela imunoprecipitação de extratos celulares 

marcados por elementos radioativos ou pela utilização de 

anticorpos monoclonais (Ikuta et al», 1984; Silva e Lee., 

1984;, 1985).. Através da utilização dos anticorpos monoclonais 

■foi demonstrada a presença de três glicoproteínas com pesos 

moleculares de 115/110, 63 e 50x1O3 Da, comuns aos três

sorotipos do vírus da Doença de Marek (Silva e Lee, 1984,, 

1985)»

Por outro lado, .os nucleocapsídeos podem ser 

■facilmente purificados» Em um experimento preliminar.» 

através da análise por eletro-forese bidimensional em gel de 

polia crilamida f 'foi demonstrada a presença de outras

glicoproteínas com pesos moleculares de 140., 5035 e 32x10a’ 

Da (Ross, 1985).

2.10 - ANTÍGENOS VIRAIS

0 vírus vacinai (l-IVT) e o vírus da Doença de 1'larek 

são imunologicamente relacionados (Okasaki et al», 1970? van 

Zaane et al», 1982 a e .1.982 b)« Um grande número de 

polipeptídeos são aparentemente comuns entre esses vírus (van 

Zaane et al., 1982 a e ba Ikuta et al., 1984; Silva e Lee, 

1985) incluindo entre eles os três maiores antígenos comuns» 

que são os antígenos A, B e C (Nazerian, 1980; Nonoyama, 

1982; Payne, 1982).» sendo que os antígenos A e B foram mais 

estudados-
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~ ANTÍEENO A

□ antígeno A foi originalmente encontrado no meio

de cultura e em menor quantidade em extratos de células 

infectadas pelo vírus da Doença de Marek (Churchill et aJL«w 

1969a)» Este antígeno levantou um interesse especial dos 

pesquisadores pois -foi verificado que, após a atenuação do 

vírus da doença de Marek por passagens sucessivas em cultura, 

resultava a perda do antígeno A (Churchill et al », 1969a). 

Isso levou à especulação de que esse antígeno poderia estar 

envolvido na natureza oncog&iica do vírus» Entretanto, o 

antígeno A também foi encontrado em culturas de células 

infectadas com cepas naturalmente não patogênicas (Witter et 

al», 1970.H Furchase et al», 1971 $ Nazerian, 1980) e também 

com vírus vacinai HVT (Witter et al», 1970ij Nazerian, 1980? 

Glaubiger et al», 1983)»

vários estudos revelaram que o peso molecular do 

antígeno A variava entre 45-90 KDa (Ross, 1973.S Long et al», 

1975 5 Ikuta et al», 1981, 1983a, bi| van Zaane et al», 1982a, 

Glaubiger et al», 1983).

Com relação ao seu ponto isoelétrico, vários 

experimentos revelaram que ele 

et al», 1973) podendo chegar 

Essas diferenças se devem ao 

estudado em sua forma nativa 

ag reg a çcíto po 1 i pept í d i ca (Ross ,

pode variar de 4,5 a 5,5 (Ross 

até 6,8 (Long et al., 1975). 

fato de que esse antígeno foi 

e que ele está sujeito a uma

1985)»

Segundo Isfort et al (1986), a g1icoproteína gp
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57,000—65»000 Da., (gp 57-65) é, primeiramente, sintetisada 

como um polipeptídeo precursor, com aparente peso molecular 

cie 44..000 Da.

Embora o antígeno A (gp 57—65) seja uma das 

primeiras proteínas reconhecidas pelo soro das galinhas 

infectadas pelo vírus da Doença de lTlarek ou pelo vírus 

vacinai HVT, Kato e Hirai (1985) observaram que o antígeno A 

purificado a partir do vírus vacinai HVT, quando inoculado em 

galinhas, nâb provocava uma resposta de anticorpos 

neutralizantes, l-oi postulado que o antígeno A (gp 57—65) 

tem um papel imunoevasivo na patog^nese da Doença de Marek e 

que ele pode ser responsável pelo início - da imunossupressâb 

que ocorre após a infecção pelo vírus da Doença de Marek 

(Isfort et al» , 1986, 1987), Entretanto seu preciso papel, 

se é que existe algum na imunoprevenç«ío ou patog@nese da 

Doença de Marek, nSto está claro.

- ANTÍGENO B e C

Ao contrário do antígeno A, que foi encontrado 

simultaneamente no meio de cultura e em extrato celular, os 

antígenos Be C foram encontrados unicamente no extrato de 

células infectadas tanto pelo vírus vacinai (HVT) como pelo 

vírus selvagem da Doença de Marek»

□ antígeno B foi inicialmente purificado e 

caracterizado como uma glicoproteína que, apesar de 

apresentar algumas características similares ao antígeno A, 



como a sua resistência a um pH 2,0 e a um tratamento com 

uréia a 1 1’1 e ao detergente Brij 35 a 0,05%;, pode ser 

diferenciado pelo seu ponto isoelétrico 4,54 e pelo seu 

coeficiente de sedimentação 4,4 S, sendo seu peso molecular 

aparentemente compreendido entre 58.000 e 69.000 Da (Velicer 

et al., 1978).

Entretanto, a identificação e caracterizaç2ío 

molecular do antígeno B como sendo um complexo de três 

glicoproteínas imunologicamente relacionadas (gp 100, gp 60, 

e gp 49)‘, de acordo com o peso molecular e imunoprecipitaçâto 

com anticorpos policlonais e monoclonais para o antígeno B, 

só -foram realizadas mais tarde (Ikuta et al., 1984? Silva e 

Lee, 1984, 1985^ Isfort et al.., 1986).

Vários estudos foram efetuados para identificar os 

polipeptídeos precursores dessas tr@s glicoproteínas ( gp 

100, 60 e 49). Empregando células infectadas pelo vírus 

vacinai (HVT) e pelo vírus da Doença de Marek e utilizando, 

em vários intervalos de tempo, anticorpos monoclonais para a 

imunoprecipitaç«to de proteínas induzidas pelo vírus, foi 

verificado que os anticorpos reagiam com as tr@s 

glicoproteínas. Também foi observado que o desaparecimento 

da gp 100 coincide com o aparecimento das glicoproteínas qp 

60 e 49, sugerindo que a glicoproteína gp 100 pode ser 

clivada para formar as glicoproteínas gp 60 e 49 (Ikuta et 

al., 1984g Silva e Lee, 1984, 1985).

Ikuta et al.(1984), utilizando lisados de células 

infectadas tanto pelo vírus vacinai (HVT) como pelo vírus da
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Doença de Marek tratadas com a tunicamicina, detectaram, com 

an ti corpos monoclonais, uma proteína com 88 KDa classificada 

como um polipeptídeo precursor»

Em um estudo semelhante. Silva e Lee (1985) 

detectaram uma proteína de 44 KDa, classificada como um 

polipeptídeo precursor, porém n«ío identificaram o 

polipeptídeo precursor de 88 KDa identificado anteriormente 

por Ikuta et al. (1984), sugerindo assim que as células 

infectadas necessitam de um pequeno espaço de tempo para 

realizar a glicosilaçcío»

Recentemente um estudo através da imunoprecipi taçcío 

com anticorpos monoclonais de lisados de células infectadas 

tanto pelo vírus vacinai (HVT) como pelo vírus da Doença de 

lvlarek, marcadas com metionina 35 na presença da tunicamicina, 

revelou a presença das duas moléculas precursoras de 88 KDa e 

de 44 KDa(Isfort et al», 1986)» Em continuação a esse 

trabalho, Sithole et al» (1988) revelaram que a glicoproteína 
I

gp 100 foi clivada para formar as glicoproteínas gp 60 e 49» 

Com a utilização das enzimas Endo-8-N •acetilglucosaminase F e 

H a gp 100 foi reduzida para uma proteina precursora (pr 88), 

indicando que a mesma é uma proteína intermediária» Essas 

mesmas enzimas reduziram as gp 49 e 60 para uma proteína 

percursora (pr 44), sugerindo que a mesma é a proteína 

principal para a formaçíXo do antígeno B. • Com esses 

resultados, Sithole et al. (1988) chegaram a conclusâfo que a 

pr 44 é o produto inicial que é dimerizado para a pr 88, um 

polipeptídeo intermediário para a formação da gp 100, e vai 



ser clivada para o processo de -formaÇcfo da gp 60 e da gp 49.

A evidí?ncia d® que a neutralização viral pôde? ser 

alcançada com anticorpos monoclonais que imunoprecipitam as 

tr@s glicoproteínas (gp 100., gp 60 e gp 49), identificadas 

como o complexo antígeno E< (Isfort et al., 1986) que 

originalmente -foi apresentado por Ikuta et al. (1984) e Silva 

e Lee (1984).« sugerem que algumas dessas glicoproteínas podem 

ser o antígeno responsável pela geraçcío de anticorpos 

neutralizantes " in vivo" (Ono et al., 1985).

2.11 - POLIPEPTÍDEOS INDUZIDOS PELOS VÍRUS

Ikuta et al», 1981 e Van Zaane et al., 1982a,b, 

identificaram mais de 40 polipeptxdeos específicos do vírus 

da Doença de llarek e do vírus vacinai (HVT) em extratos de 

células infectadas. Seus pesos moleculares variam de 19 KDa 

a 350 KDa através da imunoprecipitaçâfo com soro policlonal- 

Porém, as proteínas estruturais e n2to estruturais n'<!ío -foram 

diferenciadas. Seis tipos de polipeptxdeos -foram 

identificados por anticorpos monoclonais. Essas proteínas 

sâtos glicoproteína A (Ikuta et al», 1983a,b; Hirai et al»,

1986),  glicoproteína B (Ikuta et al«, 1984; Silva e Lee, 

1984; Ono et al», 1985; Hirai et al., 1986), um maior 

polipeptídeo vírus específico (Ikuta et al., 1984), proteína 

ligada ao ADN (Nakajima et al», 1986), proteína n<Xo ligada ao 

ADN (Nakajima et al«, 1986) e polipeptxdeos fosforilados 

(Ikuta et al., 1985; Naito et al „, 1986; hlakajima et al..



1987)

2.. 12 - ANTÍGENOS PRESENTES NAS LINHAS CELULARES

Um dos processos mais importantes qúe ocorre após a 

infecçâío de galinhas pelo vírus da Doença de Marek é a 

transformação das células T levando à -formaçcío de lin-fomas 

(Murthy e Calnek, 1978)..

Células que apresentam o antígeno de super-fície 

.associado ao tumor da Doença de Marek ~ MATSA (Marek 

associated tumor surface antigen) •foram demonstradas em aves 

infectadas, tanto pelo vírus da Doença de Marek como pelo 

herpesvírus de peru, em linhagens de células derivadas de 

lin-fomas da Doença de Marek (Powell et al., 1974, 1984.5 

Witter et al», 197'05 Nazerian et al., 19775 Powell & Rennie, 

19785 Schat & Calnek, 1978.5 Kitamoto et alM 1979.5 Liu et 

al., 1983). Essas observaçCíes foram confirmadas, 

recentemente, por Pradhan et al. (1991). Apesar da natureza 

não oncogênica do herpesvírus de peru, células positivas para 

MATSA •foram detectadas em aves vacinadas. Schat fk Calnek 

(1978) sugeriram que o antígeno MATSA é expresso, níXo somente 

sobre linfócitos transformados mas, também, sobre todos os 

linfócitos infectados pelo vírus da Doença de Marek ou pelo 

herpesvírus de peru.

Outros antígenos -foram detectados nas linhagens de 

células derivadas de lin-fomas da Doença de Marek tais cornos 

um antígeno -fetal de galinha (Murthy et al., 19795 Neuman, 



1980) j, um antígeno maior de histocompatibilidade de galinha 

(Witter et al.» 1975; Coleman & Scbierman, 1980; l*likami et 

al.f, 1980; von Bülow «: Schmid., 1980; Yamaguchi et al.n 1979) 

e um antígeno similar ao antígeno Ia de camundongo (Schat et 

al.n 1982a).

2.13 ~ VACINAÇÃO

A vacinação de pintos de um dia é o método 

preferido para o controle da Doença de 1’larek., sendo 

mund ia1men te usado ..

A Doença de 1’larek é controlada por vacinas a vírus 

vivon baseadas sobre os três sorotipos do vírus da Doença de 

1’larek. Existem basicamente quatro tipos de vacinass

* Vacinas produzidas com cepas do sorotipo 1.

A primeira vacina contra a Doença de 1’larek í:oi 

preparada por Chur.chill et al (1969 a.« b) utilizando a cepa 

HPRS--16., atenuada por passagens sucessivas em culturas de 

células. Uma desvantagem dessa vacina é que., após a 

atenuação., o vírus não mais se dissemina horizontalmente.

Rispens et al (1972 a) prepararam uma vacina com a 

cepa CVI-988,, que também pertence ao sorotipo 1, porém é de 

baixa virulência. Essa vacina apresenta uma vantagem sobre 

outras vacinas do sorotipo 1, pois apresenta o antígeno A e 

se dissemina horizontalmente de um animal para outro.



permitindo assim a vacinação de uma pequena porcentagem de 

animais que váo excretar o vírus vacinai pelo epitélio do 

folículo das penas e assim infectar os animais nâ'o vacinados 

que ficar«to protegidos (Rispens et al. , 1972 b). Entretanto, 

na prática, esse procedimento é arriscado, pois os animais 

náo vacinados podem se infectar com o vírus selvagem 

oncogWiico antes que o vírus vacinai possa se disseminar nos 

plantéis.

X< Vacinas produzidas com cepas do sorotipo 2

A eficácia dessas vacinas foi primeiramente 

observada por Zander et al. (1972), quando vacinavam aves com 

sangue de galinhas infectadas pela cepa HN—1, e por Biggs et 

al (1972, 1973) que verificaram lotes previamente expostos ás 

cepas do sorotipo 2, a nível de campo, e que apresentavam 

baixas perdas ocasionadas pela Doença de Marek quando 

comparadas a outros lotes.

Schat e Calnek (1978) isolaram a cepa SB-1 que se 

mostrou eficaz contra cepas virulentas do vírus da doença de 

l’larek. Essa cepa é bem empregada comercialmente como vacina 

e sen maior uso é em combinaçâ'o com cepas do sorotipo 3 como 

vacinas bivalentes (HVT + SB—1).

* Vacinas produzidas com cepas do sorotipo 3.

As vacinas derivadas do vírus herpes de peru sâb
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altamente efetivas e s2to consideradas como o padrão cias 

vacinas contra a Doença de’ l*larek.. Essas vacinas impedem a 

•formaçcío de tumores mas n'à'o impedem a irrfecç'ào pelo vírus 

selvagem da Doença de Marek e o animal vacinado vai albergar 

o vírus vacinai e o vírus selvagem durante toda a sua vida» 

Essas vacinas geralmente sâto produzidas com a cepa FC—126 que 

•foi isolada por Witter et al„ (1970).

Vacinas bivalentes»

Com o surgimento de cepas ditas hipervirulentas que 

foram isoladas de plantéis vacinados com HVT, -f@z~se 

necessário o emprego de vacinas bivalentes que geralmente sá'o 

compostas de cepas do sorotipo 2 e 3 (FC-126 + SB-1). A 

proteç«(o dos» plantéis contra as cepas hipervirulentas é •feita 

atualmente pelo emprego dessas vacinas.

2.13.1 -- RESPOSTA VACINAL

A resposta vacinai está diretamente relacionada á 

idade., ao estado imunológico e à constituição genética das 

aves .

Para a obtençáo de uma boa proteção pela vacinação 

é necessário um período de mais ou menos uma semana sem 

contato com o vírus selvagem (Okazaki et ai., 1971).

A maioria das aves vacinadas,na idade de um di.a. 

com o vírus herpes de peru, desenvolve? uma viremia entre 6 e
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7 dias pós vacinaçto (Phillips e Biggs, 1972; Zygraich e 

Huygelen, 1972$ Witter et al.., 1976). O nível da viremia é 

máximo entre 8 e 15 dias pós vacinaçeío, seguido de üma queda 

do título observada entre 22 e 29 dias pós vacinaçâfo (Witter 

et al., 1976). Os anticorpos neutralizantes aparecem na 

primeira semana., chegando a um pico entre a quarta e a quinta 

seman a..

Nas aves vacinadas com cepas do sorotipo 1 

atenuadas (cepa HPRS—16), a viremia e a produçâfo de 

anticorpos aparecem mais tarde e os níveis sâ'o maiores que os 

produzidos pelo vírus herpes de peru (Phillips e Biggs, 1972$ 

Jackson et al», 1974),

Qualquer que seja a vacina empregada, a vacinação 

confere uma proteçâfo significativa, mas n«ío absoluta,, e a 

incidência da doença entre as aves vacinadas é colocada em 

relaçcío à sua sensibilidade à doença (Spencer et al., 1972; 

Zanella et al», 1975; Gavora et al.., 1977).

2.13.2 - MECANISMO DA IMUNIDADE VACINAL

De acordo com Kato e Hirai (1985) existem três 

alvos da imunidade vacinais o virion do vírus selvagem, as 

células infectadas por este vírus e as células tumorais.

0 primeiro alvo, os virions do vírus selvagem!, sAo 

implicados principalmente nas respostas de anticorpos 

neutralizantes» Após a infecção com vírus selvagem através 

do sistema respiratório das aves vacinadas, os anticorpos



neutralizantes diminuem a extenscío da viremia» Entretanto, a 

reaçâto de neutralização n«ío é suficiente para suprimir a 

replicaçâto precoce do vírus selvagem entre as aves vacinadas., 

pois as aves multiplicam simultaneamente o vírus selvagem e o 

vírus vacinai»

O segundo alvo é representado pelas células B 
* 

infectadas pelo vírus selvagem (Calnek, 1986). Estas células 

têm alguns antígenos de superfície celular que apresentam uma 

reaçlo cruzada com todos os antígenos presentes nas células 

infectadas pelo vírus vacinai. Neste caso a resposta imune 

n'à'o pode ser diferenciada» O soro das aves infectadas com o 

sorotipo 1 da Doença de Narek apresenta uma resposta de 

citotoxicidade, tanto por intermédio de células citotóxicas 

ativas em presença de anticorpos (ADCC), como por anticorpos 

e o sistema complemento contra as células infectadas pelo 

vírus selvagem. 0 soro das aves infectadas pelo vírus 

vacinai mostra uma atividade ADGC contra as células 

infectadas pelo vírus selvagem (Sugimoto et al», 1978; 

Kitamoto et al», 1979; Kodama et al», 1979b; Adldinger, 1980; 

Ross, 1980). Entre as aves infectadas com vírus vacinai ou 

com sorotipo 1 oncogênico, foi demonstrada uma atividade de 

citotoxicidade das células T (killer cells) e de macrófagos 

qontra as células infectadas pelo vírus selvagem (fíoss, 1977» 

Kodama et al», 1979b; Lee, 1979). Recentemente Schat e 

Heiler (1985) detectaram uma atividade de células natural 

fciUer entre as aves infectadas pelo vírus vacinai. Essas 

respostas imunes contra as células infectadas pelo vírus 



selvagem podem ser importantes para reduzir a viremia, mas 

essa reduç&o parece ser insuficiente para determinar uma 

ausência de células infectadas entre os animais vacinados.

As células neoplásicas s«ío o terceiro alvo da 

imunidade vacinai. Como essas células expressam vários 

antígenos non s&lf sobre sua superfície celular que neío s?íd 

expressos sobre a superfície das células infectadas., esses 

antígenos podem ser também os antígenos alvo da resposta 

vacinai. Assim., as células T assassinas (killer cells) e os 

macrófagos das aves infectadas com o vírus selvagem ou com o 

vírus vacinai podem mostrar uma capacidade de citotoxicidade 

contra as linhagens celulares da Doença de 1’larek mantidas "in 

vitro" (Powell;, 1976? Sharma e Coulson, 1977ü Lee et al.., 

1978g Scharma et al., 1978§ Kitamoto et al., 1979g Lee, 1979g 

Dambrini et al»., 1980),

Entretanto, até o momento, todos esses pontos s2ío 

hipóteses e têm gerado controvérsias entre os diferentes 

grupos que trabalham sobre esse problema



3 - MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - MATERIAL

3.1..1 - ANIMAIS

Foram utilizadas 75 galinhas de uma linhagem 

comercial de corte, com um dia de vida. é importante 

salientar que os animais foram de uma mesma eclosão.

3.1.2 -- VÍRUS

3.1.2.1 — Vírus Vacinais

™ HVT FC—126 (Herpes Vírus Turkey)

Foi utilizada uma vacina comercial liofilizada 

contra a Doença de 1’larek, produzida em ovo SPF Cotai 

negativo



3»1-2-2 — Vírus Selvagem»

HPRS--16 (Houghton Poultry Research

Station)

Essa cepa -foi isolada por Purchase e Biggs, em 

1967» 0 inóculo empregado no experimento era constituido de 

sangue de um doador infectado, no qual o vírus está 

•fortemente associado às células sanguíneas»

3-2 - MÉTODOS

3-2-1 -- ANIMAIS

Os 75 animais foram divididos aleatoriamente em

tr@s grupos de 25 animais cada, sendo que o grupo 1 

co r respond i a aos animais controle, o grupo 2 aos animais

infectados pelo vírus vacinai HVT (Herpes Vírus Turkey) e o 

grupo 3 aos animais infectados com a cepa selvagem, HPRS--16 

do vírus herpes da Doença de 1’larek» Os tr@s grupos foram 

colocados em isoladores distintos e em idê-nticas condi çCíes-

3-2.2 - INOCULAÇ0ES

Os animais foram inoculados 28 (vinte e oito) dias 

após o nascimento, prazo suficiente para a eliminação dos 

anticorpos maternos-

Os animais do grupo 2 foram inoculados cada um com



0,2 ml da vacina comercial contra a Doença de l*larek pela via 

subcutcinea. Os animais do grupo 3 •foram inoculados cada um 

com 0,2 ml de sangue de um doador infectado pela cepa HPRS—16 

na coxa, pela via intramuscular«

3.2.3 - COLETA DE MATERIAL

Os animais 'foram sacrificados com intervalos de 7, 

14, 17, 20, 23, 27, 30, 34, 37 e 41 dpi (dias pós— 

inoculaçãto), retirando—se a cada intervalo eram retirados 

dois animais de cada grupo.

Foram coletados, em média, 30 ml de sangue por 

punçí-fo cardíaca com agulha e seringa estéreis para a obtenção 

do soro» O soro foi diluído a ls2 em glicerina pura estéril, 

para melhor conservação do título de anticorpos, e estocado a 

—20°C para posterior revelaçcfo imunoenzimática.

Após o sacrifício dos animais por embolia gasosa, 

■foi feita a extirpaçcío do órgcío alvo (rimj que foi, 

imediatamente, colocado em uma placa de Petri com PBS, pH 7,2 

para, em seguida, serem preparadas as membranas celulares.



<i Z» u 4 PREPARO DAS MEMBRANAS CELULARES

3.2.411 - REAGENTES

* PBS

— Soluçcío A

- l<H=. PCU a i’l

— Soluçâ'o B

- HaaHPCU a 0,1 M

— Soluçá'o de trabalho (pH 7,2)

— SolUÇáO A ...........

— So 1 uçáo B ...........

Xc Tampâ'o detergente

“*■ r ris l-ICl, pH 7,0 .........

— Sacarose .................
i

— Mg Cl a ....................

— E-.DTA

28.5 ml

71.5 ml

10,0 ml’l

500,0 mM

5,0 ml'l

0,2 mM

- Triton ttiiiiuuuiiuuuitnuuHit

- PMSF MMMMttNMMMMMMUNUMNUWMHIt 2,0 mM

PMSI" (Fen i 1 me t i 1 su 1 -fon i 1 f 1 uor i de)

3.2-4.2 ~ TÉCNICA

Em uma placa de Fetri com PBS, pH 7,2, cortar o rim

em pequenos pedaços e 

d issoc i a r as cé1u1as.

colocá-los em um Ten Broeck para

U F.R.R.J. DIBtlOTSCA CENTRAL 
«.•«O.STRO WdÜ.
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Em seguida, centrifugar a suspensão celular a 1600 

x g durante 10 minutos a 4 "C.

Desprezar o sobrenadante e ressuspender o 

sedimento para uma concentração de 10'z células/ml em tampcío 

detergente e deixar em uma cuba com gelo para que ocorra a 

lise das células»

Centrifugar a suspenscío de membranas a 5000 x g 

durante 20 minutos a 4 ®Cn recuperar o sobrenadante e 

colocar, para cada 2 ml da suspensão de membranas, 8 ml de 

etanol durante uma noite a —20 'C.

No dia seguinte centrifugar a suspensão de 

membranas a 5000 x g durante 20 minutos a 4 ’ "C, podendo 

ressuspender o sedimento em PBS, pH 7,2 para estocar a -20 °C 

ou em tampcío de solubilizaçcío para posterior corrida 

eletroforética.

3.2.5 - ANÁLISE DE MEMBRANAS DE CÉLULAS RENAIS

Feita em sistema para eletroforese Protean II Bi o

Rad com placa 16x16 cm e espaçadores de 0,75 mm de espessura.

3.2.5.1 - REAGENTES

* Tampcío de solubilizaçcío

- Tris HC1 0,5 1’1, pH 6,8 .... 1,0 ml

G1 icerol o<<8 m 1

— GDG 1 O**. ................... 1 «i 6 ml



ni 1

~ Beta mercaptoetanol O.,4 ml

- Azul cie bromcrfenol „»«»„„»» 0?2 ml

□ bs» 325 mg de Azul de bromoTenol diluído em 10

de Tris HC1 0s0625 1’1., pH 6.,8„

* Soluçcío A

— Acrilamida (p/v) 44,,0%

“ Bis acrilamida (p/v) 0,8“í

>K Sóluç;«(o B

•••• Tris HC1 O .,75 1% pH 8P8

* SoluçSfo C

PersulTato de amonio a l"í

>K Soluçcío D

” Duodecil sulTato de sódio (SOS) a M

* Solução E

- Tris HC1 a 6%„- pH 6,8

-- SOS a 0;, 4"í

* Soluçcío F

™ Acrilamida (p/v) 29..2-Í

— Bis acrilamida (p/v) 0,8"í

>K Solução G

.... persui-fato de amônio (p/v)« 10?0”í

* TEMEI) (l'l.,N,N.,N Tetrametiletilene diamine)

>{< HzO destilada pH 7?0

$ Tampão de eletroforese

I ris HC1 ;I pH 8, ó >•,,■>■■■■■■ 3 >. 02 çi

*"* G 1 i C 1 n a M H M H M W M » H >1 U H M M M « H » H 1 4 « 4 0 Cl

— SDS 1 „oo <|



” HaO desti 1 ad a q . s« p II H M M M II 1000,00 ml

Volumes necessários para o preparo dos

Gel de separação a 10%

Solução Gel de 16x16 cm 
(ml)

1 
Gel de 9x9 cm 

(ml)

a 25,00 5,50

B 50,00 10,96

C ' 2,52 0,56

H=0 dest. 20,48 4,50

DEGASAGEM

D 2,00 0,44

TEMED 0,20 44 pl

Vol. final 100,20 22,00

Gel de concentração a 4%

Solução Gel de 16x16 cm 
(ml )

> 
Gel de 9x9 cm

(ml)

E 5,00 2,50

F 3,00 1,50

G 60 pl 30 pl

H=0 dest. 12,00 6,00

DEGASAGEM

TEMED 40 pl 20 pl

Vol. final 20,10 10,05 
____ ________________ l



3..2.5..2 -- TÉCNICA

Após a montagem das placas no suporte., colocar o 

gel de separação pelo canto da placa, para evitar a formaçá'o 

de bolhas, até a altura desejada de, mais ou menos, 4 cm 

abaixo da placa de 16x16 cm.

Colocar um pouco de álcool isopropílico para 

nivelar o gel e eliminar bolhas»

Após a polimerizaçSo do gel de separação lavar a 

superfície do gel com água destilada para retirar todo o 

álcool isopropí. 1 i co»

seguida colocar os pentes e introduzir o gel de 

concen traçcto., levantando e abaixando os pentes para eliminar 

as bolhas»

Após a polimerizaçcío do gel de concentração retirar 

os pentes e colocar as placas na cuba com tampâ'o de 

ele t rofo rese »

Aplicar de 10 a 60 pl da amostra»

A corrida eletroforética é realizada com uma 

corrente elétrica de intensidade? constante de 40 mA para o 

gel de concentração e 60 mA para o gel de separação»

Após o término da corrida;, retirar os géis que? 

podem ser corados ou levados para se fazer a transfer&icia 

das proteínas para a folha de nitrocelulose.



3,2,6 -- CDLDRAÇAO DO GEL

3,2,6,1 ™ COLORAÇÃO COM AZUL DE COOMASSIE

* SoluçSíó de "fixaçcío

™ Ãcido acético 400,0 ml

100,0 mlMetanol

1000,0 mlH=0 destilada q.s«p

Soluç«to de coloração*

0,5Azul de Coomassie çi

ml50,0Metanol

Acido acético 50,0 ml

500,0 mlHaO destilada q.s»p

Soluçcto de descoloração*
ml- Metanol

Ãcido acético 100,0 ml

1000,0l-lsaO destilada q mlP

6,1.1 - REAGENTES

3,2,6»1,2 ~ TÉCNICA (GORG et al, 1985)

Após a eletroforese, o gel é co.locado em uma cuba 

com a soluçcío de Tixaçeío por 2.0 minutos.

Em seguida banhar o gel na soluç&o de coloração por

30 minutos»

A descoloração é realizada através de vários banhos
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com c

evids

i soluçí-to de descoloraç/ào, até que as bandas •fiquem bem 

?n ciadas no gel.

Todas as etapas &3o "feitas sob agitaçcío constante.

3.2»ó.2 - COLORAÇÃO COM NITRATO DE PRATA

3 « 2«6.2 » 1 ~ REAGENTES

* Soluçâfo de lavagem

— Etanol a 10"í

>K Solução de nitrato de prata

- Nitrato de prata (p/v) .... 0.1".'

X< Soluçcío de revelação

™ Carbonato de sódio ........ ».>,00**»

*■** l-ormaldeido ............... 0,0^*»

Obs.s preparar na hora de usar

* Soluçcío de parada

- rôcido acético a l"á

>K Redutor de Farmer

- Ferricianeto de potássio ... l,0“í

•— Tiosu 1 *fato de sód1 o ........ 1 ó*.

# Soluç'áo de preservação

•••• Metanol 200»I0 m.l.

■“ c i d o a cé t i co ............. b0 . O ml

*" Glicerol .................. lio.O ml

- HzO destilada q.s.p  1000,0 ml



40

3„2,.6.2.2 - TÉCNICA (GDRG et al, 1985)

Após a coloração e descoloração com o Azul de 

Coomassie, o gel é’ banhado duas vezes por 5 minutos na 

solução de lavagem e logo após lavado 3 vezes por 3 minutos 

em Agua d es t i1ada«

Banhar o gel na solução de nitrato de prata por 30 

minutos, e depois lavar com água destilada por 1 hora 

trocando a água 4 a 5 vezes.

Colocar o gel na solução de revelação por 10 

minutos.

Parar a reação colocando o gel por 10 minutos na 

solução de parada»

Lavar 3 vezes com água destilada por 3 minutos»

Banhar o gel na solução de Farmer por 5 minutos-

Parar a reação banhando o gel na solução de parada 

por 1 minuto»

Lavar o gel várias vezes com água destilada até que 

a coloração amarelada do redutor cie Farmer desapareça.

Repetir todo o processo a partir da imersão do gel 

na solução de nitrato de prata por 30 minutos e, em seguida,, 

lavar 5 vezes, rapidamente, com água destilada»

Colocar o gel na solução de revelação até a virada 

da coloração»

Parar a reação banhando o gel na solução de parada 

por 10 minutos»

Lavar 3 vezes em água destilada por 3 minutos.
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Colocar o gel na solução de preservação, e 

interpretar o perfil polipeptídico na caixa de luz»

3„2.7 ~ TRANSFERÊNCIA ELETROFORÉTICA

3»2.7.1 -REAGENTES

TampSto de transferencia*

Tris g

Glicina g

100., 0 mlMetanol

1000 .,0 mlHaO destilada q«s»p

>K Papel de filtro

* Mitrocelulose 0,45 p de porosidade

3.2»7.2 - TÉCNICA (TOWBIN et al, 1979)

A transferencia é efetuada em um aparelho Transblot

Bio Rad»

Após a eletroforese., o gel é colocado em contato 

com a nitrocelulose e o conjunto é protegido por duas folhas 

de papel de filtro Whatman e acrilon-

Levar o conjunto para a cuba com tampíXo de 

transferencia para a realização da mesma. Para a 

transferencia é utilizada uma corrente constante de 500 mA 

por 60 minutos.



Após

8 -- revelaçAo imunoenzimatica

3«2..8„1 - REAGENTES

>í< Soluçâto de Ponceau 8

~ Ponceau 8 VlfMMWMMMNMNMMMMttn 2 ,.i 00 g

™ Ácido tricloroacético a 3“<» 50 ml

* Tampão TBS

- Tris HC1 pH 7„5

- NaCl M

20^0 ml‘i

500 .,0 mil

# Tampcío cie regeneração

™ Tamp&o TBS + l"í de Triton x 100 (v/v)

# Tamp«ío TBS*

™ Tampâfo TBS + 1"£ de gelatina sódica(p/v)

>!< TampSío TBS*/3

— 1 volume de tamp'ào TBS* + 2 volumes de

tampcío TBS

* TBS Tween

- Tampcío TBS + 0j,05“ií de Tween^o (v/v)

* HaOa 30 vol 

>K Conjugado - Ig de coelho anti IgG de

galinha marcada com peroxidase ( SIGMA)

>K HRP (Bio Rad)

3.2-8.2 - TÉCNICA

a transfer^ciaH banhar a nitrocelulose na 
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soluçito de Ponceau S por :f.O minutos.

Depois lavar com água destilada para retirar o 

excesso do corante (Ponceau S) até que apareçam as proteínas

t ran sf e r idas.

Em seguida cortar a nitrocelulose de acordo com

cada amostra e colocá-las.. identificando-as, em tubos de

ensaio de ,13 x 80 mm com tampão de regeneração por 30

minutos «

Desprezar o tampcfo de regeneração e colocar tamp'áo

TBS* durante uma noite (mais ou menos 18 h).

Desprezar o tampão TBS* e incubar na presença do

soro da ave, diluído a 1/4 em PBS*/3, por 120 minutos.

Desprezar o *soro e fazer 3 1Lavagens, de 10 minutos

cada, com tampão TBS com 0,05% de Tween2O.

Incubar na presença do conjugado., Ig de coelho anti 

.TgG de galinha marcada com peroxidase, diluído a 1/1000 em 

tampá'o TBS*/3, por 90 minutos.

Desprezar o conjugado e fazer 3 lavagens, de 10 

minutos cada, com tampSto TBS»

Colocar a soluçâ'c) de revelaç'à'o por mais ou menos 10 

minutos e esperar que apareçam algumas bandas.

Em seguida desprezar a soluçáo de revelação e parar 

a reação com TBS.

Todas as etapas são feitas sob agitação constante»
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4 - RESULTADOS

Estudo do perfil polipeptídico de membranas de 

células renais de galinhas infectadas pelo 

vírus da Doença de 1’larek e pelo HVT (Herpes 

V í rus Tu r key).

A partir de análises das células que exprimem 

qualquer funçáto produtiva viral é possível, em geral, estudar 

as mudanças da composição das membranas celulares. As 

proteínas localizadas sobre o envelope viral e sobre a 

superfície de células infectadas esteio envolvidas numa maior 

in teraçcfc) com o sistema imune do hospedeird ( Carter et al. , 

1981 u Eberle et Courtney, 1980), sendo importantes na 

determinação de uma proteção imunitária, e a identificação e 

caracterização dessas glicoproteínas s'à'o essenciais para a 

construção e aperfeiçoamento de novas vacinas.

Para estudar a possibilidade de uma especificidade 

imunológica induzida pelo vírus da Doença de Harek e ou pelo 

vírus herpes de peru, que poderia ser aplicada a um método de 

profilaxia da doença, nós fizemos um estudo comparativo do



perfil de polipeptídeos de membranas de células renais de 

galinhas controleis (n'à'o infectadas) j, de galinhas infectadas 

pelo vírus vacinai HVT e de galinhas infectadas pela cepa 

selvagem HF'RS™ 16 do vírus da doença de Flarek»

4.1 “ ANALISE ELETROFORÉTICA DAS PROTEÍNAS DE MEMBRANAS 

DE CÉLULAS RENAIS DE GALINHAS

4.1.1 - RESULTADOS

□ perfil polipeptídico de membranas de células 

renais obtidas a partir de galinhas dos tr@s grupos, ou sejas 

grupo 1 dos animais controle negativo., grupo 2 dos animais 

infectados pela cepa vacinai FC™126 do HVT e o grupo 3 dos» 

animais infectados pela cepa selvagem HPRS-16 do vírus da 

Doença de Marekj, foram analisados pela técnica de 

eletroforese monodimensional em gel de poliacrilamida.

Após a coloraçcfo do gel com Azul de Coomassie (fig. 

l)n nSfo nos» foi possível evidenciar qualquer diferença entre 

os» perfis» polípeptídicos das membranas de células renais dos 

animais controle negativo com as membranas de células renais» 

dos animais infectados tanto pela cepa vacinai FC—126 do HVT 

como pela cepa selvagem HPRS—16 do vírus da Doença de Marek.

Com a utilizaçcfo da coloração pelo nitrato de prata 

(fig. 2), onde o limite inferior de detecção é de 10 a 100 

vezes mais» baixo que o Azul de Coomassie, também nâ.'o foi 

possível evidenciar qualquer diferença entre os perfis de 
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cada grupo,, onde as massas moleculares dos polipeptidios 

variaram de 14 a 220 KDa„



- 220

Fig I - Perfil polipeptídico de membranas de células 
obtidas a partir de galinhas# controle negativo (1 
infectadas com o vírus herpes de peru (2 e b) e com 
da Doença de Marek, cepa HPRS-16 (3 e 6). Padrão ( 
amostras -foram coletadas com / dpi (1 a 3) e 41 dpi (4 
0 gel -foi corado pelo Azul de Coomassie.
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i"içj„ 2 Perfil polipeptídico de membranas de células renaii 
obtidas a partir de galinhas# controle negativo (1 e 4) 
infectadas com o vírus herpes de peru, cepa PC- 126 (2 e 5) < 
infectadas com o vírus da Doença de Marek, cepa HPRS-16 (3 < 
6)., PadrSto (P)- As amostras foram coletadas com 7 dpi (j a 3 
« 41 dpi (4 a 6). 0 gel foi corado pelo nitrato de prata.
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4.1.2 ~ DISCUSSÃO

Os resultados mostraram que as membranas de células 

renais obtidas de galinhas controle negativo e de galinhas 

infectadas., tanto pela cepa vacinai PC—126 do HVT como pela 

cepa selvagem HPRS--16 do vírus da Doença de Marek, 

apresentaram os mesmos perfis polipeptídicos. Esse resultado 

pode ser devido ao grande número de bandas polipeptídicas 

presentes, onde as proteínas próprias da célula e as 

proteínas induzidas pelos vírus teriam mobilidades similares., 

dificultando assim sua local izaçcfo precisa..

4.. 1 ..3 - CONCLUSãO

Com os resultados obtidos chegamos A conclusão que., 

devido ao grande número de polipeptídeos existente na 

superfície de membranas de células renais como também A 

natureza fortemente associada A célula desses herpesvírus 

vacinai e selvagem, essa técnica n<Ko é apropriada para 

evidenciar qualquer polipeptídeo específico induzido por 

esses ví rus.,

Devido a essas dificuldades, concluímos que o 

emprego de técnicas imunológicas seria mais adequado para nos 

fornecer resultados mais significativos quanto A 

identificação de polipeptídeos específicos induzidos pela 

infecçâto viral.



4» 2 - REVELAÇÃO IMUNOENZIMÁTICA

A grande especificidade dos anticorpos para um 

antígeno homólogo é uma ótima ferramenta de trabalho para 

identificar e caracterizar proteínas vírus específicas qíie 

seriam alvos da resposta imunológica durante uma infecção 

vi ral .

Para colocar em evidencia os polipeptídeos 

resultantes das alteraçõfes celulares induzidas pelo vírus 

vacinai HVT e pelo vírus selvagem da Doença de Marekji foi 

•feita uma transferencia dos polipeptídeos para uma folha de 

nitrocelulose a partir de um gel monodimensional contendo as 

proteínas de membranas de células renais de galinhas 

infectadas pelo vírus vacinai (cepa I-C--126) e pelo vírus 

selvagem (cepa HPRS-16)„ como também as membranas de células 

renais de galinhas controle negativo.

A revelação imunoenzimática foi efetuada com o soro 

dos respectivos animais doadores das membranas de células 

renais.

4.2.1 - RESULTADOS

Após a revelação imunoenzimática^ pudemos observar

que o soro dos animais n ão infectados reconheici am

pra-lt icamen te todas as prote.-ínas p resentes n o perfi1 de

pol :ii. peptídeos de membranas de célul as renais de an ima is n <X o

infectados. 0 reconhecimento de seus próprios constituintes»
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antigfênicos impediu uma expioraçSfo conveniente cios resultados 

obtidos pela revelação imunoenzimática dos antígenos de 

células renais dos animais infectados tanto pelo vírus 

vacinai (l-IVT) como pelo vírus selvagem da Doença de 1’larek 

(fig„ 3)
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Fi q3 Reve 1 açâto imunoen z imát1 ca 
de células renais obtidas a partir

das proteínas de membranas 
de galinhas (infectadas e

controles) n com 7V 27 e 41 dpi após a transfer^hcia 
eletroforética sobre nitrocelulose* A revelaçâb 
imunoenzimática foi feita com soro policlonal de galinhas 
controles negativos (1..4 e 7)v de galinhas infectadas pelo 
vírus da Doença de Marek, cepa HPRS-16 (3, 6 e 9), e de
galinhas infectadas pelo herpesvírus de peru, cepa 1’0 126 (2„ 
5 e 8 ) P«*d râío (P) -



4» 2.2 - DISCUSSÃO

Devido aos resultados obtidos, questionamos se 

existiría uma interferência dos reagentes' tais como os 

detergentes» Friton X—100 e SDS» Todos aqueles reativos 

capazes de interferir a nível da desnaturação protéica e 

sobre o poder antigênico das proteínas foram utilizados nas 

concentrações recomendadas para nSo impedir as reações 

antigênicas das ’ moléculas protéicas. Outra possibilidade 

seria aquela de reações cruzadas entre as imunoglobulinas de 

espécies diferentes e.a existência de anticorpos espécie 

específica e tecido específico, e, para tal, a escolha do 

conjugado é extremamente importante» Essa possibilidade 

também foi descartada já que o conjugado era lg de coelho 

anti IgG de galinha'marcada com peroxidase» Entá'o, ncio 

restaram dúvidas quan to à presença de autoanticorpos no soro 

dos animais n'à'o infectados»

Atualmente, sabe-se que o aparecimento de 

autoan ti corpos nêfo está limitado a pacientes com- doenças 

autoimunes, pois, também sâ'o encontrados em indivíduos 

normais» De acordo com Schattner (1986/1987) a frequência de 

autoanticorpos aumenta com a idade, podendo ser encontrados 

em certas infecções, particularmente nas de etiologia viral 

ou de curso crônico, em alguns pacientes com câncer ou 

gamopatia monoclonal, como também em indivíduos com injúria 

de tecidos causada por irradiação ou queimaduras severas»

Naparstek et al», in Schattner (1986/1987), 



admitiram que linfócitos B produtores de autoan ti corpos s«ío 

comuns e •fazem parte do repertório pré—imune normal de 

células B do hospedeiro. Há mais de trinta anos, Grabar 

propôs que os autoanticorpos sáo produzidos como resposta à 

incompletas degradaçótes dos antígenos "self". Ele acredita 

que os antígenos "self" que sofreram degradaçóes incompletas 

podem permanecer imunogênicos e que o aparecimento de 

autoan ti corpos é uma resposta do sistema imune a esses 

antígenos (Grabarv 1975 e 1983).

Segundo Avrameas et al. (1983),, em todos os 

indivíduos9 as células e tecidos estâfo em destruição e 

regeneração permanente e„ devido a isso, os antígenos da 

superfície celular podem apresentar-se de uma maneira 

diferente e serem reconhecidos como n<Xo "self" no processo de 

d e p u r a ç «to c e 1 u lar.

Vários pesquisadores têm registrado a presença de 

autoanticorpos .por várias técnicas.» principalmente pela 

revelaçcío imunoenzimática e pela imunofluorescência. Essa 

detectaçâ'o depende de vários fatores,, tais como o limite 

inferior de detectaçSío, a diluição do soro e do conjugado e 

das condiçffes precisas de utilização.

De acordo com Avrameas et al. (1983)., LaHdsteiner 

em 1900 demonstrou pela primeira vez a existência de 

anticorpos naturais no soro de humanos normais quando foram 

colocadas em evidência hemaglutininas naturais dirigidas 

contra os determinantes do grupo sanguíneo ABO.

Em 1964„ Boyden definiu os anticorpos naturais como 



um conjunto cio moléculas presentes no soro de animais normais 

capazes cie se combinar especificamnete com os antígenos»

Adair e Calvert (1980), demonstraram pela 

imunofluorescência a presença de autoan ti corpos no soro de 

galinhas que reagiam com núcleo de células de galinhas 

no rmai s em cu 1 tur a »

Através de técnicas como imunoprecipi taçcío 

radioativa e da revelaçâto imunoenzimática, evidenciou—se a 

presença, no soro de galinhas SPF, de autoanticorpos que 

reconheciam os antígenos de membranas cie células normais de 

ga1i n has (Silva, 1987)»

Daar e Fabre, ín Schattner (1986/1987) demonstraram 

uma quase universal presença de múltiplos autoanticorpos em 

indivíduos normais, comprovando a presença de IgM órgâ'o 

específica para cérebro, fígado e coração em todos os soros 

de humanos normais examinados.

Citamos anteriormente que um aumento da frequência 

de autoan ti corpos poderiam ser detectados em indivíduos que 

apresentam infecçVJes, particularmente aquelas de etiologia 

viral. Há hipóteses de que essas 'infecçóes poderiam gerar 

autoanticorposs pela indução de anticorpos com reação 

cruzada, gerando antígenos alterados ou por uma 

estimulação policlonal. Como exemplo temos as reaçBos 

cruzadas entre as proteínas M dos Streptacoccus: com o tecido 

cardíaco causando a febre reumática (Kaplan et al», 1962) e 

entre os determinantes antiqênicos de tecido do cérebro e 

coraçâfo e o T. cruzi na doença de Chagas (Linna e Rowe, 
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1982). Um estimulador policlonal estimula um grande número 

de linfócitos T ou B independente da especificidade 

antig@nica. Um exemplo é o lipopolissacarídeo que funciona 

como estimulador policlonal de células B quando injetado em 

camundongos. Esses camundongos vâfo produzir anticorpos com 

várias especificidades, inclusive anticorpos autoreativos. 

In rfew a estimulação policlonal pode ser induzida por um 

agente infeccioso.

0 vírus Epstein-Barr é o agente etiológico da 

mononucleose infecciosa;, sendo associado ao linfoma de 

Burkitt e ao Carcinoma de nasofaringe. Esse vírus é 

reconhecido como um estimulador policlonal de células B (Bird 

e Britton, 1979a, b; Bird et al., 1981; Rosen et al., 1977). 

Vários pesquisadores detectaram autoanticorpos no soro de 

indivíduos em uma grande variedade de infecções virais. 

Sutton et al» (1974) detectaram no soro de pacientes com 

mononucleose infecciosa a presença de autoan ti corpos que 

reagiam para músculo liso. Garzelli et al. (1984)., mostraram 

que o vírus Epstein-Barr transforma linfócitos B humanos em 

células linfoblastóides imortalizadas que produzem anticorpos 

monoclonais que reagem para vários órgãos, entre eles 

tireóide, pâncreas., estômago, músculo liso e nervos.

Existem vários trabalhos sobre doenças autoimunos 

em aves. Estas incluem: tireodite autoimune (Witebsky et 

al», 1969; Sankar et al., 1983; Hainess et al-, 1984) e 

escleroderma (Albini e Wick, 1971 e 1973).

Em galinhas, a deposição de complexo imune 



ocasionando glomerulonefrite foi bem reportado na doença 

infecciosa bursal (Ley e Yamamotos 1979)., na bronquite 

infecciosa (Chong e Apostolov„ 1982);, na artrite reoviral 

(Pradhan et al», 1987) e na Doença de Marek (Pradhan et al«, 

1988).. Em codornas infectadas experimentalmente com vírus da 

doença de l’larekn foi detectada a presença de anticorpos 

antinúcleo e deposiçcto de complexo imune no glomérulo renal 

(Kaul e Pradhanj, 1991).

Todas essas observações sugerem que a capacidade de 

induzir a produção de autoan ti corpos está amplamente 

d istribuída.

4.2.3 - CONCLUSÃO

Com os resultados obtidos,, concluímos que a 

presença de autoan ti corpos no soro das galinhas nos impediu a 

identificação de antígenos específicos da infecção viral em 

membranas de células renais obtidas a partir de galinhas 

infectadas tanto pelo vírus selvagem da Doença de Marek como

pelo vírus herpes de peru
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5 - DISCUSSÃO GERAL

Observamos que as técnicas utilizadas por nós ncío 

nos permitiram obter uma sensibilidade suficiente para 

evidenciar qualquer diferença entre os perfis polipeptídicos 

de membranas das células utilizadas» Acreditamos que esses 

resultados podem ser devidos ao grande número de 

polipeptídeos presentes, onde as proteínas próprias das 

células e as proteínas induzidas pelo vírus teriam 

mobi1idades similares»

Colocamos em evidência a existência de 

autoan ti corpos no soro das galinhas utilizadas por nós» A 

presença desses autoanti corpos, tanto nos animais controle 

como nos animais infectados, impediram a detecção dos 

antígenos induzidos por esses vírus (l-IVF cepa I-C--126 e vírus 

da Doença de Marek - HPRS-16).

Certamente, foi levantada a questão se a presença 

de autoan ti corpos seria um problema específico das aves por 

nós utilizadas já que elas foram provenientes de uma granja 

comercial e que poderíam estar com alguma infecção. 

Entretanto, essas aves foram colocadas em isoladores



distintos e. duran te todo o experimen to (+/~ 3 meses) as aves 

utilizadas como controle negativo (25 aves) n?ío apresentaram 

qualquer sinal aparente de infecção. Por outro lado citamos 

anteriormente que a presença de autoanticorpos foi relatada 

por vários pesquisadores tanto em humanos (Sutton et al., 

1974; Garzelli et al., 1984.? Schattner, 1986., 1987) como 

também em animais (Albini e Wick, 1971, 1973", Adair e

Calvert, 1980? I_ey e Yamamoto, 1979; Pradhan et al., .1987; 

Scott e Shumam, 1991; Mouritsen et al», 1989), A presença de 

autoanticorpos também foi detectada em animais SPF e ficaria 

a dúvida de que os animais "germ-free” náo os apresentariam„ 

Discutimos anteriormente que vários pesquisadores 

têm observado um aumento na frequência de autoanticorpos em 

indivíduos que apresentam infecções, particularmente aquelas 

de etiologia viral. Há especulações de que essas infecções 

poderiam gerar autoanticorpos? pela induçgfo de anticorpos com 

reaçíto cruzada (Febre reumática), gerando antígenos 

alterados e por uma estimulação policlonal, 0 vírus Epstein- 

Barr é o agente etiológico da mononucleose infecciosa e tem 

sido associado ao linfoma dei Burkitt e ao carcinoma de 

nasofaringe» Esse vírus é reconhecido como um estimulador 

policlonal de células B (Bird e Britton, 1979a, b; Bird et 

al., 1981; Rosen et al-, 1977). Sutton et a.L (1974)

demonstraram no soro de pacientes com mononucleose infecciosa 

a presença de autoanticorpos que reagiam para másculo liso. 

Garzelli et al.(1984) mostraram que o vírus Epstein-Barr 

transformei 1 infócitos B humanos em células linfoblastóides



60 

imortalizadas que produzem anticorpos monoclonais que reagem 

para vários órg'áos, entre eles, tireóide, pâncreas, estômago., 

músculo liso e nervos» Glomerulonefrite causada pela 

deposiçcío de complexo-imune associada ao linfoma de Burkitt, 

leucemia mielocítica aguda e leucemia felina foi bem 

reportada Sutherland e Mardiney, 19735 Sutherland et al», 

1974)» Da mesma forma foi detectada uma deposição de 

complexo imune acarretando glomerulonefrite em galinhas 

infectadas pelo vírus da Doença de 1’larek (Pradhan et al», 

1988). Um fator importante é que tanto a mononucleose 

infecciosa como a Doença de Narek sá'o causadas por 

herpesvírus e, em ambos os casos, células T transformadas sãto 

produzidas. As alterações glomerulares induzidas pela 

deposiçcío de complexo imune afetam a filtraçcío e a 

permeabilidade renal. A insuficiência renal pode ser a maior 

causa de morte na Doença de 1’larek aliada ás anormalidades 

funcionais dos órgâ'os linfóides»

l::.’m nosso experimento, ao depararmos com a presença 

de autoan ti corpos tanto nos animais controles como também nos 

animais infectados pelo vírus selvagem da Doença de Marek e 

pelo vírus herpes de peru, verificamos que a presença dos 

autoanti corpos nos impediram a detecçáo dos antíqenos 

induzidos por esses vírus
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6 -- CONCLUSÃO GERAL

□s resultados obtidos pela eletroforese em gel de 

poliacrilamida nos mostraram que as membranas de células 

controles e infectadas, tanto pelo vírus selvagem da Doença 

de Marek como pelo vírus herpes de peru, apresentaram o mesmo 

perf i1 poli peptíd i co•

Através da revelação imunoenzimática constatamos a 

presença de autoan ti corpos no soro dos animais controles» A 

presença desses autoanticorpos impediu a identificação dos 

antígenos específicos nas células infectadas tanto pelo vírus 

selvagem como pelo vírus vacinai.

Devido a esses resultados, concluímos que, para p6r 

em evidencia os antígenos específicos da infecção viral, 

tanto pelo vírus selvagem como pelo vírus vacinai, seria 

necessário o emprego de um método que eliminasse a resposta 

dos autoanticorpos. Esperamos, num próximo experimento, que 

essas respostas possam ser bloqueadas e assim identificar os 

antígenos específicos da infecção viral.

Consequentemente seria importante o emprego de anticorpos 

monoclonais para a identificação e caracterização desses



antígenos que poderíam ser mais tarde aplicados a um novo

método de pro-filaxia da doença de 1’larek»
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