DOI: 10.1590/1808-1657v69n4p0192002

ESTUDO COMPARATIVO DA SENSIBILIDADE DE CULTURAS
PRIMARIAS DE CELULAS EPITELIAIS DE OVIDUTO BOVINO
E MURINO AO HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 (BHV-1)

M. D'Angelo!, A.G. Galuppo!? R.F. Gongalves®

!Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal, Instituto Biol6gico, Av. Cons. Rodrigues Alves,
1252, CEP 04014-002, Sao Paulo, SP, Brasil. E-mail: dangelo@biologico.br

RESUMO

A co-cultura de células epiteliais de oviduto bovino (BOEC) supre as necessidades de
desenvolvimento dos embrides bovinos do estddio de moérula até blastocisto expandido no
processo de fecundacao in vitro (FIV). Este estudo avaliou a sensibilidade das células epiteliais de
oviduto bovino e murino ao virus da rinotraqueite infecciosa bovina. As culturas primarias de
células epiteliais de oviduto bovino e murino foram infectadas com o virus da rinotraqueite
infecciosa bovina (10%¢ TCID 50/mL). O efeito citopatico foi observado 48 horas apés a infeccéo,
eovirustituladoemcélulas MDBK. A avaliacdo preliminar mostrou que tanto as células de oviduto
bovino quanto as de oviduto murino apresentaram efeito citopatico caracteristico do virus da
rinotraqueite infecciosa bovina, com titulo, respectivamente de 10%° TCID 50/mL e 10*¢ TCID 50/
mL. Este estudo mostra que as células de oviduto murino sdo menos susceptiveis ao virus da
rinotraqueite infecciosa bovina, as quais podem apresentar vantagens no co-cultivo de embrides
bovinos fecundados in vitro
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ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY OF THE SENSITIVITY OF BOVINE AND MURINE OVIDUCT
EPITHELIAL CELL PRIMARY CULTURE TO BOVINE INFECTIOUS RINOTRACHEITIS VIRUS
(BHV-1). Bovine oviduct epithelia cell co-culture provides the development needs of bovine
embryos in the in-vitro fecundation (IVF) process. This study evaluated bovine and murine
oviduct epithelial cell sensitivity to bovine infectious rinotracheitis virus (BHV-1). Their cultures
were infected with the bovine infectious rinotracheitis virus (105.6 TCID 50/mL). The cytopathic
effect was observed 48 hours after the infection, and the virus was titred in MDBK cells. The
evaluation showed that both cell types, bovine and murine, presented BHV-1 characteristic
cytopathic effect. The titres found were 106.5 TCID 50/mL for the bovine oviduct and 104.8 TCID
50/mL for the murine oviduct. This study showed that murine oviduct cells are less susceptible
to BHV-1 than the bovine ones. This could be advantageous in terms of the embryos co-culture
system in IVF.
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INTRODUCAO

As linhagens celulares permanentes tém como
principais vantagens a 6tima reprodutibilidade, a
facilidade de manutencéo e o controle de qualidade
assegurado pelos fornecedores, principalmente, no
gue se refere & presenca de contaminantes e
endotoxinas. Porém, deve-se levar em consideracdo
gue, assimcomo ocorreemtodos ostiposde cultivoin

vitro,asuamanipulacdo deve seguircritérios rigorosos
gueevitemacontaminacao posteriornoambientedo
laboratério. Uma das maiores desvantagens do uso
de linhagens permanentes é o fato de que as células
sofrem um processo de desdiferenciagdo que pode
levar & perda de caracteristicas funcionais importan-
tes, como por exemplo, a de atividades enzimaticas
(DALTON et al.,1994; HERNANDEZ-LEDEZMA et al., 1993;
KAwAsHIMA, 1994; OesH & DIENER, 1995).
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Uma maneira de contornar-se esse problema é o
uso de culturas primarias que, embora ndo sejam
submetidas a um controle de qualidade semelhante
ao das culturas permanentes, sdo de facil obtencéo e
manipulacdo e dentro de certos limites de tempo
permitemafacil reprodutibilidade do experimento.

Sistemas de co-cultura com células epiteliais de
oviduto bovino tém sido muito utilizadas paraobten-
caodeummaior nimerodeembrides, quandoessessdo
provenientes de técnicas de fecundagao in vitro (FIV)
(HernANDEZ-LEDEZMA et al, 1993; MENCK, 1994; MiNAMI,
1996; SpaRrks et al., 1992). Embora o sucesso dessas
técnicas tenha sido constatado em uma grande varie-
dadedeespécies, sugerindoque osefeitosembriotréficos
benéficosdas células do oviduto sejam espécie-especi-
ficos (GoToetal., 1993; KawasHima et al., 1994; MiNnAMm,
1996), existem relatos que ndo verificaram diferenca
significativano desenvolvimento deembridesinvitro
guando co-cultivados em monocamadas de células
provenientes de espécies diferentes (Desal et al.,1994;
Goroetal.,1992; GoToetal.,1993; HERNANDEZ-LEDEZMA ET
al., 1993; Kannoetal., 1995; Lerrensetal.,1996; SEnDAI et
al.,1995; SHariFetal.,1991; THiBier et al.,1993). Entretan-
to, recentemente foi verificado que célulasepiteliaisde
oviduto murino utilizadas como co-cultura para o
desenvolvimento de embrides bovinos apresentam
fatoresembriotroficostéo eficientes quantoas proprias
células de oviduto bovino (DALToN et al.,1994; Kim et
al.,1996; Minami et al., 1991; Minami, 1996; SpaRks et
al.,1994; THisiEr et al.,1993).

A auséncia ou a baixa sensibilidade das células
somaticas utilizadas no co-cultivo ao virus da
rinotraqueite infecciosa bovina é uma caracteristica
vantajosa em fertilizagdo in vitro, ja que se visa a
producéodeembridessadioseocontrole dadissemi-
nacéo de doengas. Porém, pouco se conhece sobre as
implicacdes epidemioldgicas desses procedimentos
(Desaietal., 1994; Zurovacetal., 1994). O objetivo desse
estudo foi avaliar a sensibilidade de culturas prima-
rias de células epiteliais de oviduto bovino e murino
ao virus darinotraqueite infecciosa bovina.

MATERIALEMETODOS
Coletae Preparo do Material

Células Epiteliais de Oviduto Bovino

Osovidutosforamobtidosemabatedouros, lavados
em alcool 70% e transportados em solugdo salina
tamponada estéril (PBS), a 4° C. Inicialmente, eram
dissecadose colocadosemumaplacade Petrionde cada
um deles foi raspado com auxilio de duas laminas de
vidroestéreisnosentido fimbria/Zistimo paraobten¢éo
das células epiteliais. As células foram lavadas 3 vezes
por decantacdo com PBS. Apés a ultima lavagem, foi

aliquotado 200 pL do pellet paracadafrasco de cultivo.
Acadafrascofoiadicionadomeio TCM199acrescidode
10% de soro fetal bovino, piruvato e antibidtico. Os
frascos foram mantidosem estufaumidificada,a37°C,
a5%de CO,eacada48horasomeioerarenovado,com
amonocamadaatingindoconfluénciatotalem5a7dias,
guando entdo eram utilizadas para o inéculo do virus
(Menck etal., 1994). As fotos foram feitas ap6s 48 horas
de infecgéo tanto no grupo controle quanto no grupo
experimental (Figs. 1e 2).

Células Epiteliais de Oviduto de Camundongo

Foram utilizadas fémeas puberes, nuliparas, da
linhagem Balb C (e/ou variedade Swiss), entre 6 a 8
semanas de idade, acasaladas com machos
vasectomizados da mesma linhagem. As fémeas
foram sacrificadas por deslocamento da juncéo
cérebro/espinal, abertooabddémen, comexposicaoe
extirpacgéo dosovidutos,os quais foramentéo coloca-
dosemsolucdosalinatamponadaestéril acrescidade
10% desoro fetal bovino. Paraaobtencéo das células
da luz, os ovidutos foram submersos em solucéo de
pronase por 90 minutos e mantidos em estufa
umidificadaa 37°C, a5% de CO,. Apés esse periodo
osovidutos eram raspados com agulhas estéreis e as
células da luz transferidas para placas de cultivo
contendo meio TCM 199 acrescido de 10% de soro
fetal bovino, piruvato e antibiotico, e reincubados nas
mesmas condicdes descritas acima, até formacéo de
monoestrato celular confluente (5° dia de cultivo).

Virus

Amostra

Virus darinotraqueite infecciosa bovina, BHV-1,
amostraLos Angeles (titulode 10°"*TCID, /mL). As
amostras foramestocadasa-80°Cem meio MEM sem
sorofetal bovino.

Infectividade do Virus Sobre as Células

Asculturasforaminfectadascom 0,5 mL dovirus.
Apo6s 48hs de incubagdo a 37° C foi observada a
ocorréncia de efeito citopatico e as células foram
congeladas e descongeladas e, a infectividade do
virusfoideterminada pelo método de microtitulagéo.

Microtitulacdo

Volumesde 0,1 mL contendo 3x10*células MDBK
foram distribuidos em cada cavidade da placa de
microtitulacdo. Asplacasforamincubadasa37°Cem
estufacom 5% de CO, e, apds 24 horas, lavadas com
solucéo de Hank's. Os monoestratos foram inocula-
doscom 0,1 mL de dilui¢des de base 10, variando de
102a 107" das amostras dos sobrenadantes das cultu-
ras. As placas foram incubadas a 37° C e examinadas
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apo6s24,48e72horasparaaverificagdo daocorréncia
deefeitocitopatico. Ostitulos foram calculados, apds
72 horas, em dose infectante em cultura de tecidos
(DICT_/0,1mL) expressa em logaritmo decimal
(Sakkasetal., 1992).

DISCUSSAO

A auséncia de informagdes necessarias para o
desenvolvimentodeembridesbovinosde umacélula
atéoestadiodeblastocisto temdificultado o desenvol-
vimento de um meio quimicamente definido para
manutenc¢do de embridesbovinosinvitro. A obtencao
deumsistemade co-cultivo celular pode auxiliarem
muito a aplicacdo de técnicas de micromanipulagdo
(Sparksetal., 1992).

Os resultados mostraram que célulasepiteliaisde
ovidutobovinoe murinopodemser cultivadasinvitro
em meio TCM199 acrescido de 10% de soro fetal

bovino, piruvato e antibiotico, atingindo confluéncia
respectivamente em 7 e 5 dias de cultivo. Ambas as
células, com trocas de meio de dois em dois dias se
mantém viaveis por até 16 dias, o0 que possibilita a
manutencao de embridesinvitro,onde sdo utilizadas
até o 14° dia.

Estudos sobre a eficiéncia da co-cultura com
oviduto murino paraodesenvolvimento de embrides
bovinos maturados e fertilizados in vitro mostraram
gueascélulas de oviduto podem provocar aindugao
daatividade de enzimas nos embrides que auxiliam
o0 seu desenvolvimento (Minawmi et al., 1996). Sakkas
trabalhando com pré-implantacdo de embrides de
camundongo em diversostipos de co-cultivos obser-
vou que os embrides cultivados em células epiteliais
deovidutomurino,em comparagdoasoutrascélulas,
apresentamumamaiorviabilidadeapoésatransferéncia
(Sakkasetal., 1992). Aandlise daexpressao dofatorde
crescimento na pré-implantacdo de ovidutos de
camundongo sugere que os esterdides ovarianos ndo

Fig. 1 - Cultura primaria de células epiteliais de oviduto
bovino (BOEC) - controle (aumento de 100x).

Fig. 2 - Cultura primaria de células epiteliais de oviduto
bovino ap6s 48 horas de exposigdo ao BHV-1 (aumento
de 100x).

Fig. 3 - Cultura primaria de células epiteliais de oviduto
murino — controle (aumento de 100x).

Fig. 4 - Cultura primaria de células epiteliais de oviduto
murino apods 48 horas de exposi¢cdo ao BHV-1. A seta
indica a presenca de efeito citopatico. (aumento de 100x).
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témum papel importante namodulagéo daexpresséo
desses genes no oviduto durante o periodo de
pré-implantacdo, mostrando que varios fatores de
crescimento sdo sintetizados pelo préprio oviduto
murino (DaLtoNetal., 1994).

Em relagdo a susceptibilidade dessas células ao
virusdarinotraqueite infecciosabovinanossos resul-
tados mostram que tantoascélulas de ovidutobovino
(Figs. 1e 2) quanto as de oviduto murino (Figs. 3e 4)
apresentaram efeito citopatico caracteristicodovirus
da rinotraugeite infecciosa bovina, sendo que as de
oviduto murino apresentam menor sensibilidade do
gue as de oviduto bovino. Os titulos foram, respecti-
vamente, 10**TCID, /mL e 10°*TCID_/mL.

Portanto, as células de oviduto murino, com essa
caracteristica, podem oferecer vantagens, se utiliza-
dasem co-cultivode embriGesbovinosinvitro,jadque
proporcionam um sistemacom menor possibilidade
para a transmissdo do virus, e com isso auxiliar o
controle e disseminacéo da doenga, como também o
desenvolvimento de embrides bovinos in vitro
(BiELANsKY et al., 1996).
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