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Contribuição para o estudo de mecanismos de apoptose em infecção de vírus 

da peste suína africana (VPSA) em macrófagos de suíno. 

 

 

 

 

Resumo: 

 

A modulação de apoptose em macrófagos de suíno foi estudada durante 

infecção in vitro pelos isolados de vírus da peste suína africana (VPSA) L60, de alta 

virulência, e NHV, de baixa virulência. Ambos desencadearam apoptose mas morte 

celular expressiva observou-se apenas tardiamente, após conclusão do ciclo viral. 

Na infecção por L60 identificou-se menor fragmentação internucleossómica (FIN) 

de DNA a tempo precoce e menor activação de caspase-3 durante 18h de infecção. 

Em correlação, quantificou-se maior expressão de mRNA do gene viral homólogo de 

bcl-2 muito precocemente após infecção por L60 e maior produção de proteína viral 

homóloga de IAPs ao longo desta, em comparação com NHV. Contudo, a tempo 

tardio (18h) a FIN de DNA foi semelhante em ambas infecções. A inibição de 

caspases por zVAD-fmk não preveniu significativamente a FIN, sugerindo 

independência daquelas proteases no processo apoptótico desencadeado pelo 

VPSA. 

Apesar da diferente modulação de apoptose, ambos os vírus produziram 

progenia semelhante após 18h de infecção, sugerindo exigências particulares de 

cada isolado para completar o seu ciclo de replicação in vitro.  

O estudo do significado in vivo das diferenças na modulação de apoptose por 

L60 e NHV poderá contribuir para a melhor compreensão da patogenia de infecção 

pelo VPSA. 

 

 

Palavras-chave: VPSA, apoptose, virulência, macrófago. 
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Contribution for the study of apoptosis mechanisms in African swine fever 

virus (ASFV) infection of swine macrophages 

 

 

 

 

Abstract: 

 

Modulation of apoptosis by African swine fever virus (ASFV) in swine 

macrophages was studied during in vitro infection by highly virulent L60 and low 

virulence NHV. Both isolates triggered apoptosis, but meaningful cell death was 

observed only late in infection, after viral cycle conclusion.  

L60 induced lesser DNA internucleossomic fragmentation (INF) at early time and 

lesser activation of caspase-3 along 18h infection. Accordingly, expression of mRNA 

for viral bcl-2 homologue gene at very early infection, and of viral protein homologue 

to IAPs along infection, was higher with L60 when compared to NHV. At late time 

however (18h), DNA INF was similar in both infections. Caspase inhibition by zVAD-

fmk didn’t significantly prevent INF, suggesting that the apoptotic process triggered 

by ASFV may be independent of such proteases. 

In spite of the different modulation of apoptosis, both viruses produced similar 

progeny after 18h infection, suggesting diverse demands of each isolate to 

accomplish replication in vitro.  

Study of the in vivo significance of differences in apoptosis modulation by L60 and 

NHV may open new insights for the understanding of ASFV pathogenesis. 

 

 

Keywords: ASFV, apoptosis, virulence, macrophage. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. O vírus da peste suína africana (VPSA) 

 

O VPSA é um vírus de DNA classificado como membro único da família 

Asfarviridae (“African swine fever and related viruses”) e do género Asfivirus (Dixon 

et al., 2000). Inicialmente foi classificado na família Iridoviridade, cujos membros 

infectam insectos, anfíbios e peixes, devido a semelhanças morfológicas e à 

localização citoplasmática do genoma viral nas células hospedeiras. Mais tarde veio 

a verificar-se uma maior proximidade com a família Poxviridae, devido à estrutura e 

estratégia de replicação do seu DNA, e à presença na partícula viral de enzimas 

para síntese e modificação de RNA viral precoce (Murphy et al., 1999), justificando-

se assim a criação de uma nova família para o VPSA. É o único vírus de DNA 

classificado como arbovírus (“arthropod borne virus”) (Wardley et al., 1983, Wilkinson 

et al., 1977) e tem a capacidade de processamento proteolítico de poliproteínas, 

uma característica observada num número muito limitado de vírus de DNA (Simon-

Mateo et al., 1997, Simon-Mateo et al., 1993).  

O VPSA é o agente etiológico da peste suína Africana (PSA), uma doença 

altamente contagiosa e mortal para o suíno doméstico, que está incluída na lista de 

doenças transmissíveis do “Office international des Epizooties” (OIE, 2005). A PSA é 

também classificada como doença animal transfronteiriça (“transboundary animal 

disease” - TAD), definida pela FAO como doença com significativa importância 

económica, comercial e alimentar para um número considerável de países, que se 

pode disseminar de um país a outro e atingir proporções epidémicas cujo controlo 

requer cooperação internacional (FAO, 2001).  

O VPSA infecta membros da família Suidade e diferentes espécies de 

argasídeos do género Ornithodorus (Plowright et al., 1994), que transmitem a 

doença e que em África são os seus reservatórios. Desde que foi reconhecida em 

África após ocorrência de surtos no Quénia entre 1910 e 1915 que afectaram suínos 

domésticos europeus ali introduzidos (Montgomery, 1921), a PSA surgiu pela 

primeira vez na Europa em 1957, em Portugal (Manso Ribeiro et al., 1958). Nas 

décadas de 60 e 70 alastrou a vários outros países europeus como Espanha, 

França, Itália, Malta e ainda a Cuba, Brasil, República Dominicana e Haiti (Revisto 

por Costa, 1990, Sanchez Botija, 1982, Wilkinson, 1986). Em 1985 ocorreu ainda um 
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surto da doença na Bélgica (Biront et al., 1987) e em 1986 na Holanda (Terpstra & 

Wensvoort, 1986).  

Após um silêncio epizoótico de seis anos desde a declaração de erradicação da 

doença em Portugal em 1993, ocorreu um surto esporádico no sul do Alentejo em 

1999, com início numa exploração rural de suínos com história prévia de PSA e que 

na altura se encontrava infestada por Ornithodorus erraticus (Basto et al., 2006). A 

doença permanece ainda hoje de forma enzoótica na África sub-Saariana e na ilha 

da Sardenha em Itália. Recentemente, em 2007, foi relatado um novo foco da 

doença na Geórgia (OIE, 2007a), que entretanto se dispersou para outros países na 

região do Cáucaso, como a Arménia (FAO, 2007), Rússia (OIE, 2007b) e Azerbeijão 

(OIE, 2008). 

Desde que a PSA foi identificada, numerosos trabalhos de investigação têm 

vindo a esclarecer diferentes aspectos da biologia do agente etiológico bem como 

mecanismos da sua patogenia. No entanto, todos os esforços para a obtenção de 

uma vacina eficaz e segura se têm revelado infrutíferos, pelo que ainda hoje o 

controlo da doença se baseia exclusivamente na aplicação de rigorosas medidas de 

profilaxia sanitária. O abate compulsivo dos animais infectados e dos que contactam 

com a doença, bem como as indemnizações a produtores, vazios sanitários e 

interdição à exportação têm custos elevadíssimos para a economia dos países 

infectados. Em África, um continente em que existe grande escassez de alimento 

para a maioria da população, a PSA tem um impacto particularmente negativo, 

constituindo um dos principais obstáculos ao desenvolvimento da produção suinícola 

(FAO, 2000). 

 

1.2. Patogenia da PSA 

 

O VPSA é um vírus bem adaptado aos seus hospedeiros naturais em África 

nomeadamente os suídeos silváticos Phacochoerus aethiopicus e Potamochoerus 

porcus e o argasídeo Ornithodorus moubata, provocando nestes infecções 

inaparentes que podem persistir durante meses ou anos. No suíno doméstico por 

outro lado, a infecção pode evoluir sob diversas formas clínicas que variam de hiper 

agudas a crónicas ou mesmo inaparentes (Plowright et al., 1994). Em África a PSA 

manifesta-se geralmente sob formas agudas, resultando em elevada mortalidade 

para o suíno doméstico, mas noutras áreas geográficas fora desta e ao longo do 
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tempo de ocorrência da doença surgiram infecções crónicas ou sub-clínicas, 

frequentes nomeadamente na Europa antes da erradicação da PSA (Hamdy & 

Dardiri, 1984, Hess, 1981). Este facto poderá indicar a persistência de isolados virais 

menos virulentos na natureza e/ou uma evolução no sentido da adaptação ao 

hospedeiro e estabelecimento de infecções persistentes. Os animais que recuperam 

deste tipo de infecções podem permanecer infectados por longos períodos (Leitao et 

al., 2001, Villeda et al., 1993b) e constituir um reservatório e fonte de infecção do 

vírus. Foi também sugerido que o decréscimo na virulência do VPSA fora de África 

poderá ter resultado da utilização em larga escala, na década de 60, de estirpes 

vacinais atenuadas por passagem em cultura celular (Hess, 1981). 

A transmissão da PSA entre animais ocorre normalmente pela via oral-nasal, 

sendo a transmissão por via aérea improvável excepto em explorações intensivas 

(Wilkinson et al., 1977). Em infecções agudas com isolados africanos, o VPSA é 

excretado por via naso-faríngea 24 a 48 horas antes do surgimento de febre, embora 

a quantidade de vírus necessária para que ocorra infecção em animais de contacto 

seja atingida normalmente ao segundo dia daquele sinal (Greig & Plowright, 1970, 

Montgomery, 1921). Todas as secreções nasais, orais, faríngeas, conjuntivas e 

genitais, bem como urina e fezes, contêm vírus, apesar de as secreções nasais e 

orais serem as mais importantes em termos epidemiológicos. A transmissão vertical 

da PSA nunca foi claramente demonstrada, embora estejam descritos abortos em 

fêmeas com infecção aguda (Schlafer & Mebus, 1984).  

Após infecção por via oral-nasal, o VPSA é detectado inicialmente nas tonsilas 

faríngeas e linfonodos mandibulares, ou mais raramente em linfonodos brônquicos e 

gástricos (Greig, 1972, Wilkinson, 1989, Wilkinson & Donaldson, 1977). 

Posteriormente a disseminação do vírus prossegue via circulação sanguínea, 

predominantemente através de associação a eritrócitos no caso dos vírus 

hemadsorventes, a larga maioria dos que se conhecem, podendo estes transportar 

até 90% do vírus em circulação, embora também se observe associação a 

leucócitos (Colgrove et al., 1969, Plowright et al., 1968, Vinuela, 1985, Wardley & 

Wilkinson, 1977). Em situação de doença aguda são atingidos frequentemente 

níveis de virémia de 108 HAD50/ml (Borca et al., 1998, Genovesi et al., 1988, Villeda 

et al., 1993b). 

As principais células alvo da replicação do VPSA são células da linha monócito-

macrófago do suíno (Colgrove, 1968, Colgrove et al., 1969, Heuschele, 1967, 
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Heuschele et al., 1966, Malmquist & Hay, 1960b) embora existam descrições de 

replicação noutros tipos celulares como células endoteliais, mesangiais do 

glomérulo, epiteliais dos tubos colectores renais, pericitos, hepatócitos, neutrófilos e 

megacariócitos (Carrasco et al., 1996b, Colgrove, 1968, Colgrove et al., 1969, 

Gomez-Villamandos et al., 1995a, Gomez-Villamandos et al., 1995b, Gomez-

Villamandos et al., 1995c, Gomez-Villamandos et al., 1995d, Sierra et al., 1987, 

Sierra et al., 1989, Vallee et al., 2001, Wilkinson & Wardley, 1978). No entanto, em 

algumas destas células a infecção foi observada apenas em fases adiantadas da 

doença, sugerindo que seja secundária à infecção de macrófagos.  

Uma das principais características da PSA traduz-se por uma marcada linfopénia, 

resultante da morte em larga escala de linfócitos por apoptose, apesar de não 

ocorrer replicação viral nestas células. Diferentes autores sugerem que a indução de 

apoptose em linfócitos será devida à libertação de factores apoptogénicos das 

células infectadas (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et al., 1995a, Oura et 

al., 1998, Ramiro-Ibanez et al., 1996, Salguero et al., 2005). Outra característica 

marcante da forma aguda da doença é a ocorrência de hemorragias generalizadas 

em vários órgãos, o que é atribuído pela maioria dos autores à coagulação 

intravascular disseminada que se desenvolve na fase final da doença e que culmina 

em morte devida a choque e/ou exsudação de fluidos nos pulmões (Villeda et al., 

1993a, Villeda et al., 1993b). 

 

1.3. Biologia do VPSA 

 

1.3.1. O virião 

 

As partículas virais têm grandes dimensões, com 175 a 215 nm de diâmetro, e 

possuem uma simetria icosaédrica e um envelope adquirido à saída da célula por 

gemulação. O virião é constituído por um nucleoide central contendo o DNA, 

envolvido por uma dupla membrana lipídica derivada do retículo endoplasmático 

formando um envelope interno. Externamente a este existe uma cápside proteica, 

responsável pela forma icosaédrica do vírus, e ainda um envelope externo derivado 

da membrana celular (Andres et al., 1998, Andres et al., 1997, Breese & De Boer, 

1966, Carrascosa et al., 1984). O genoma viral consiste numa molécula de DNA de 

cadeia dupla de 170 a 190 Kb dependendo das estirpes (Enjuanes et al., 1976, 
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Plowright et al., 1966), com as extremidades de cada cadeia ligadas formando 

estruturas em ansa de cadeia simples (gancho de cabelo) (Ortin et al., 1979). Os 

extremos do genoma viral contêm repetições terminais invertidas (de la Vega et al., 

1994, Sogo et al., 1984), de forma semelhante aos poxvírus.  

No genoma do VPSA podem ser reconhecidas 3 regiões principais: uma região 

central conservada (RCC) na generalidade das estirpes isoladas na Europa e 

América, de aproximadamente 125 kpb, que em estirpes isoladas em Africa possui 

algumas variações, e duas regiões flanqueando esta, as regiões variável esquerda 

(RVE) e direita (RVD). Estas apresentam dimensões diferentes dependendo do 

isolado viral e é onde se localizam as diferenças genómicas mais significativas entre 

isolados de VPSA, resultando de delecções, inserções ou duplicações (Blasco et al., 

1989a). Nestas regiões variáveis estão localizados os genes das chamadas famílias 

multigénicas (FMG), com cinco famílias descritas e denominadas segundo o número 

médio de aminoácidos dos seus produtos: FMG 100, 110, 300, 360 e 505/530 

(Aguero et al., 1990, Almendral et al., 1990, de la Vega et al., 1990, Dixon et al., 

1993, Gonzalez et al., 1990, Rodriguez et al., 1994b, Yozawa et al., 1994). As 

proteínas das FMG parecem ser importantes no complexo ciclo de vida do VPSA. 

Nomeadamente, genes das FMG 360 e 530 parecem ser essenciais para a 

replicação viral em macrófagos e para a sobrevivência destes após infecção (Zsak et 

al., 2001), estando também implicados em virulência para o suíno (Neilan et al., 

2002). Por outro lado, alguns genes das FMG 110, 360 e 530 são perdidos quando o 

vírus é adaptado ao crescimento em células de linha contínua (Almendral et al., 

1990, de la Vega et al., 1990, Pires et al., 1997). Em contraste, vírus isolados de 

carraças mostram pouca variação genética nestas regiões variáveis do genoma, o 

que parece indicar que estas sequências são importantes para o ciclo de vida neste 

hospedeiro (Dixon & Wilkinson, 1988). 

 

1.3.2. O ciclo infeccioso do VPSA nas células hospedeiras: ligação, 

internalização, replicação e montagem das partículas virais 

 

Estudos morfológicos através de microscopia electrónica mostraram que o VPSA 

penetra em células susceptíveis, Vero e macrófagos de suíno, através de endocitose 

mediada por receptores celulares de natureza proteica (Alcami et al., 1989, Alcami et 

al., 1990, Galindo et al., 1997). Neste processo não são utilizados receptores Fc pelo 
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que a entrada do VPSA nas células hospedeiras não parece ser mediada por ligação 

a anticorpos (Alcami & Vinuela, 1991), facto que conduziu à pesquisa de proteínas 

virais responsáveis pela ligação a receptores específicos à superfície celular. Dos 

cerca de 100 polipéptidos induzidos pelo VPSA em macrófagos, cerca de 40 são 

incorporados na partícula viral (Carrascosa et al., 1985, Esteves et al., 1986). O 

tratamento de partículas virais purificadas para libertação de proteínas de superfície 

permitiu verificar que uma destas proteínas se liga a células susceptíveis, a p12 

(Carrascosa et al., 1991). Esta competiu com a ligação de VPSA às células 

susceptíveis e reduziu mesmo a sua infectividade (Angulo et al., 1993, Carrascosa et 

al., 1991). No entanto, a imunização de animais com p12 por si só revelou-se 

ineficaz na indução de protecção (Carrascosa et al., 1995) e na indução de 

anticorpos neutralizantes (Angulo et al., 1993, Gomez-Puertas et al., 1996).  

A análise imunológica de soros de animais convalescentes de infecção com 

VPSA revelou que as proteínas virais estruturais p72, p30 e p54 estão entre as mais 

relevantes na resposta humoral à infecção (Afonso et al., 1992, Alcaraz et al., 1995, 

Gomez-Puertas et al., 1996). A p72 localiza-se na cápside viral e é a principal 

proteína viral estrutural, constituindo cerca de 32% da massa proteica total do virião 

(Lopez-Otin et al., 1990). A p30 tem localização na membrana das células 

hospedeiras infectadas, podendo ser excretada para o meio e ainda incorporada no 

virião (Afonso et al., 1992, Gomez-Puertas et al., 1996). A proteína p54 encontra-se 

também na partícula viral ao nível do envelope interno (Rodriguez et al., 1994a). 

Verificou-se que anticorpos contra as proteínas p72 e p54 inibem a ligação do VPSA 

às células hospedeiras. Utilizando-se anticorpos contra p30, a ligação ocorre mas o 

passo seguinte de internalização do virião é inibido (Gomez-Puertas et al., 1996). 

Assim, além de p12, também p72 e p54 parecem mediar a ligação do vírus à célula 

hospedeira e p30 mediará a fase seguinte de internalização. A importância relativa 

destas diferentes proteínas ou a sua interacção/cooperação, se existente, para o 

processo de entrada do vírus na célula é no entanto ainda desconhecida. 

Adicionalmente, diferentes autores obtiveram resultados discordantes relativamente 

à capacidade destas proteínas para induzirem protecção em suínos com elas 

imunizados. Embora se tenha observado protecção parcial através de uma 

imunização prévia com ambas as proteínas p30 e p54 em animais infectados com 

um isolado virulento europeu (E75) (Gomez-Puertas et al., 1998), a imunização 

conjunta com p30, p54 e p72 não protegeu os animais de infecção com um isolado 
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virulento africano (Pr4) (Neilan et al., 2004). Estes estudos indicam que factores 

adicionais, dependendo da estirpe viral, parecem condicionar a eficácia da resposta 

imunitária contra estas proteínas envolvidas na entrada do vírus na célula. 

Após formação de vesículas de endocitose contendo o vírus, este é libertado no 

citoplasma através da fusão do envelope viral com a membrana da vesícula de 

endocitose (Valdeira et al., 1998). Os nucleoides virais são então transportados ao 

longo de microtúbulos para uma região perinuclear onde se irá formar a fábrica viral, 

zona de síntese de DNA e morfogénese viral (Nunes et al., 1975, Rojo et al., 1999). 

Este transporte ao longo do citoplasma parece ser também mediado pela proteína 

p54, através da sua interacção com a cadeia leve LC8 do complexo motor de 

dineína microtubular (Alonso et al., 2001). 

Após descapsidação do vírus inicia-se a expressão de genes virais precoces. 

Esta expressão ocorre antes da replicação do genoma viral, através de enzimas e 

factores presentes nos viriões, sendo produzidas nesta fase as proteínas 

necessárias durante o ciclo replicativo. A replicação do DNA viral inicia-se por volta 

das 6h pós-infecção e utiliza uma DNA polimerase codificada pelo vírus, formando-

se intermediários concatenados que são depois resolvidos em genomas unitários, 

num mecanismo semelhante ao dos poxvírus (Vinuela, 1985). A replicação do DNA 

do VPSA regula a expressão dos seus genes, dividindo a sua transcrição em 

precoce e tardia. Verifica-se no entanto a expressão contínua ao longo da infecção 

de alguns genes precoces (Carvalho & Rodrigues-Pousada, 1986, Martins et al., 

1994). Os mRNAs de VPSA são estruturalmente semelhantes aos dos eucariotas, 

contendo terminais 5’ “capped” e caudas poliadeniladas na extremidade 3’ (Salas et 

al., 1981). Entre os transcritos tardios que surgem após replicação do DNA 

encontram-se os que darão origem a proteínas estruturais que formam a partícula 

viral.  

Aproximadamente a partir das 8 horas de infecção, é visível através de 

microscopia electrónica a formação da fábrica viral, na maioria dos casos única, 

próxima ao núcleo da célula hospedeira e contendo partículas virais em várias fases 

de morfogénese (Brookes et al., 1996). Esta fábrica assemelha-se estruturalmente a 

formações chamadas “aggresomes”, que surgem em células sujeitas a stress 

induzido pela acumulação de proteínas “misfolded” e “unassembled”, e que parecem 

servir o propósito de sequestrar proteínas anómalas evitando a sua toxicidade para 

a célula (Johnston et al., 1998). Tanto as fábricas virais como os “aggressomes” são 
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envolvidos por filamentos de vimentina e requerem o sistema microtubular da célula 

para se formarem (Heath et al., 2001, Stefanovic et al., 2005). Parece assim que o 

vírus utiliza esta estratégia para concentrar no local da fábrica viral as proteínas 

estruturais, facilitando a sua morfogénese (Heath et al., 2001). Observa-se ainda 

uma migração massiva de mitocôndrias para a vizinhança da fábrica viral, 

fornecendo provavelmente a energia necessária ao processo de morfogénese (Rojo 

et al., 1998). Finalmente os viriões são transportados através de microtúbulos para a 

membrana plasmática, da qual gemulam adquirindo um envelope externo (de Matos 

& Carvalho, 1993). A gemulação pode ser observada a partir das 10 horas pós-

infecção, atingindo níveis máximos entre as 18-24 horas (Brookes et al., 1996). 

 

1.4. Genes de VPSA: modulação de funções celulares e evasão viral ao sistema 

imunitário 

 

A sequenciação do genoma do isolado de VPSA Ba71V, adaptado a células de 

linha Vero, permitiu um avanço considerável para o conhecimento da biologia viral 

(Yanez et al., 1995). Permitiu identificar a presença de pelo menos 151 ORFs 

principais, codificando para proteínas envolvidas nas mais variadas funções (Yañez 

et al., 1995) como por exemplo: 

- Metabolismo de ácidos nucleicos: síntese de percursores de desoxiribonucleótidos 

para replicação de DNA – timidina cinase (K196R), timidilato cinase (A240L), 

ribonucleótido redutase (subunidades pequena e grande, F334L e F778L) e 

desoxiuridina trifosfatase (E165R); 

- Modificação da estrutura dos ácidos nucleicos: proteínas com motivos conservados 

da super família II de helicases (A859L, F1055L, B962L, D1133L, Q706L e QP509L) 

e uma topoisomerase II (P1192R); 

- Replicação de DNA: polimerase de DNA semelhante à DNA polimerase–α 

(G1207R), DNA ligase dependente de ATP (NP419L), factor de processividade 

putativo da DNA polimerase viral (E301R); 

- Transcrição: várias subunidades de RNA polimerase dependente de DNA 

(nomeadamente NP1450L e EP1242L homólogas das subunidades maiores da RNA 

polimerase II de eucariotas e da RNA polimerase do vírus vaccinia), proteína 

semelhante ao factor de transcrição SII (I243L) e guanililo transferase (NP868R); 
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- Prevenção e reparação de danos no DNA: prevenção de danos resultantes de 

oxidação, nomeadamente por espécies reactivas de oxigénio abundantes em 

monócitos e macrófagos (D250R); sistema de reparação do DNA com base em 

excisão de bases anómalas – endonuclease apurínica/apirimidínica (AP) de classe II 

putativa (E296R), proteína semelhante a DNA polimerases da família X (O174L); 

- Modificação de proteínas: enzima de conjugação de ubiquitina de classe II (I215), 

proteína cinase (R298L), proteína contendo motivos conservados de 

preniltransferases (putativamente associada a membranas) (B318L); 

- Associação putativa a membranas e secreção: proteína homóloga de CD2 

(molécula de adesão presente na membrana citoplasmática de linfócitos T e células 

NK) (EP402R), proteína contendo uma região homóloga à lectina animal do tipo C 

(EP153R), proteína pertencente à família multigénica 110 (L270L) e algumas das 

proteínas estruturais do virião, p12, p22, p54 e p17; 

Muitas das proteínas virais possuem homologia com proteínas celulares, 

fornecendo ao VPSA ferramentas para controlar várias funções na célula 

hospedeira, nomeadamente relacionadas com vias imunomoduladoras e de morte 

celular, pelo que têm sido alvo de estudos mais aprofundados. Este é o caso da 

proteína viral homóloga de CD2 (CD2v), necessária para a hemadsorção de 

eritrócitos à superfície de células infectadas em cultura (Rodriguez et al., 1993) e 

também in vivo (Sierra et al., 1991), que é codificada pela ORF EP402R/8-DR (Borca 

et al., 1994, Rodriguez et al., 1993). A proteína CD2 celular é expressa à superfície 

da membrana citoplasmática de células do sistema imunitário, como linfócitos T e 

células NK de homem, linfócitos B de ratinho e macrófagos esplénicos de rato e de 

ovelha (Bierer & Burakoff, 1989, Driscoll et al., 1991). Tem sido implicada 

nomeadamente na estabilização da interacção entre linfócitos T e células 

apresentadoras de antigénio, com consequente activação dos linfócitos T (Moingeon 

et al., 1989). O domínio extracelular de CD2v partilha com a CD2 celular 

semelhanças significativas ao nível da sequência aminoacídica, ao contrário do seu 

domínio citoplasmático em que não foram encontradas semelhanças óbvias (Dixon 

et al., 2004). A CD2v é incorporada na membrana externa do virião, provavelmente 

durante gemulação através da membrana celular, e a sua ligação a eritrócitos 

facilitará a disseminação viral no organismo. Apesar de não ser essencial para a 

infecção ou replicação viral, verificou-se que a delecção de CD2v provoca um atraso 

na disseminação do vírus para os linfonodos do animal infectado e no 
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desenvolvimento da doença e da virémia, embora no final a taxa de mortalidade seja 

semelhante à provocada por vírus parental (Borca et al., 1998). Os mesmos autores 

observaram ainda um papel imunosupressor de CD2v durante infecção de células 

mononucleares de sangue periférico de suíno. A presença deste gene no genoma 

viral foi necessária para que ocorresse uma clara inibição da proliferação linfócitária 

em resposta a mitogénios. Foi também sugerido que o fenómeno de hemadsorção à 

superfície das células infectadas poderá inibir o contacto e reconhecimento da 

infecção por outras células imunitárias do suíno (Yanez et al., 1995).  

Estudos mais recentes mostraram que a maioria da proteína CD2v se encontra 

associada a membranas de organelos intracelulares derivados do complexo de 

Golgi, e que a sua porção citoplasmática interage com a proteína SH3P7 de ligação 

a actina do hospedeiro (Kay-Jackson et al., 2004). A SH3P7 está implicada no 

tráfego de proteínas através do complexo de Golgi, transdução de sinais 

(nomeadamente modulação da via de sinalização JNK1) e endocitose (Fucini et al., 

2002, Mise-Omata et al., 2003, Warren et al., 2002). A ligação de Cd2v a SH3P7 

constitui potencialmente um mecanismo de controlo das proteínas secretadas ou 

expostas à superfície da célula infectada, podendo modular a sinalização a outras 

células como linfócitos (Dixon et al., 2004). A apoiar esta teoria existem relatos de 

que a infecção por VPSA interfere com a rede Trans-Golgi de transporte e secreção 

celular, verificando-se nomeadamente um atraso no transporte de proteínas para a 

membrana plasmática (McCrossan et al., 2001, Netherton et al., 2006). Mais 

especificamente, os autores referem que este processo poderá estar na base da 

inibição da apresentação de moléculas MHC classe I à superfície celular, observada 

em macrófagos infectados por VPSA virulento (Netherton et al., 2006), podendo 

assim interferir com a apresentação antigénica, e evitar o reconhecimento e lise das 

células hospedeiras infectadas por LCTs. 

Outra proteína viral com potencial poder imunossupressor acerca da qual se têm 

realizado vários estudos é a A238L/5EL, devido à sua homologia com um grupo de 

proteínas inibidoras da família de factores de transcrição NFкB, as IкB (Yanez et al., 

1995). A vantagem da inibição de NFкB para o vírus parece residir no facto de estes 

factores de transcrição induzirem a activação transcricional de genes 

imunomoduladores, codificando nomeadamente para citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas, responsáveis pelo recrutamento de células inflamatórias para locais de 

infecção (Ghosh et al., 1998). A A238L é detectada a tempos muito precoces pós-
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infecção em modelo de infecção de células Vero, permanecendo nas células ao 

longo da infecção (Revilla et al., 1998). Adicionalmente, não possui os resíduos de 

serina que nas IкB celulares, ao serem fosforilados por uma IкB cinase (IKK), 

sinalizam as moléculas para degradação (Revilla et al., 1998), o que sugere que 

esta proteína viral terá um forte poder supressor sobre NFкB. Existe evidência da 

formação de complexos entre A238L e a subunidade p65 de NFкB, após 

degradação de IкB celular (Revilla et al., 1998, Tait et al., 2000). A expressão de 

A238L em células de linha contínua inibiu a transcrição de um gene repórter 

dependente de NFкB, e a ligação deste factor de transcrição a sequências alvo no 

DNA, ou provocou mesmo a dissolução desta ligação (Powell et al., 1996, Revilla et 

al., 1998).  

Verificou-se que a A238L inibe também a actividade da fosfatase calcineurina, 

através de ligação à sua subunidade catalítica, tanto em macrófagos alveolares 

infectados como células Vero (Miskin et al., 1998). A calcineurina está envolvida na 

regulação de várias actividades celulares, sendo uma das mais conhecidas a 

activação por desfosforilação de factores de transcrição da família NFAT em células 

T. Isto permite a translocação destes factores para o núcleo, onde têm como alvo 

genes indutíveis durante a resposta imunitária, codificando nomeadamente para as 

citocinas IL-2, IL-4, GM-CSF (Rao et al., 1997). Em macrófagos de suíno foi também 

descrita a existência de cDNA codificante para uma proteína com semelhanças a 

NFAT2 (Miskin et al., 1998), pelo que ao inibir a actividade da calcineurina, A238L 

inibirá a transcrição de genes imunomoduladores também através deste factor de 

transcrição. Alguns destes genes, com importantes funções pró-inflamatórias, foram 

já descritos. A enzima sintetase de óxido nítrico indutível (iNOS) bem como a 

libertação do seu produto, óxido nítrico (ON), são inibidas quer durante infecção de 

macrófagos quer em ensaios de sobreexpressão de A238L (Granja et al., 2006b). O 

ON constitui uma espécie de radical livre com um potente efeito citotóxico, inibitório 

da replicação viral e modulador de apoptose, sendo maioritariamente produzido por 

macrófagos activados (Colasanti et al., 2002, Taylor et al., 2003). A sua via de 

produção constitui assim um alvo importante de regulação em infecções virais. 

Mecanismos de inibição de ciclooxigenase-2 (COX-2) (Granja et al., 2004b) e da 

produção de TNF–α (Granja et al., 2006a) foram também recentemente descritos.  

A corroborar um papel imunomodulador do VPSA estão observações de que 

isolados virulentos inibem a transcrição e produção de várias citocinas pró-
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inflamatórias durante infecção em macrófagos (Gil et al., 2003, Powell et al., 1996, 

Whittall & Parkhouse, 1997). No entanto, A238L não é essencial para a virulência in 

vivo nem para o crescimento viral in vitro, como se verificou através de infecções 

com um isolado altamente virulento delectado (Neilan et al., 1997b). Alguns autores 

sugerem assim que A238L será importante no estabelecimento de infecções sub-

agudas ou crónicas de suínos domésticos e não em infecções agudas, que 

rapidamente provocam a morte dos animais (Granja et al., 2006b). 

 

1.5.  A infecção por VPSA de diferente virulência no estudo da PSA 

 

Ao longo de várias décadas de investigação acerca da PSA, estudos 

comparativos de infecção utilizando isolados virulentos e naturalmente atenuados, 

têm vindo a elucidar parâmetros potencialmente relevantes para o desencadear de 

respostas imunitárias eficazes. Verificou-se que suínos sobreviventes a infecção 

natural ou experimental por VPSA de diferente virulência sobrevivem a contra-prova 

com vírus homólogos altamente virulentos (Malmquist, 1963, Manso Ribeiro et al., 

1963). Esta protecção não é no entanto mediada por anticorpos específicos para o 

VPSA, uma vez que nos animais infectados estes coexistem com vírus circulante, 

não neutralizando o seu poder patogénico (Plowright et al., 1994). Estes factos têm 

permitido julgar que o desencadeamento de uma resposta imunitária de base celular 

é relevante para uma defesa efectiva contra a infecção por VPSA. De facto, foi 

observada actividade elevada de células NK em infecção com o isolado atenuado 

NHV, em correlação com protecção durante contra-prova com o vírus altamente 

virulento homólogo L60 (Leitao et al., 2001). Utilizando o mesmo modelo de 

infecção, foi também descrita a indução de linfócitos T citotóxicos CD8+ (LCT) 

específicos para VPSA, com actividade restrita ao contexto de MHC classe I (SLA I). 

Estes LCT lisaram preferencialmente macrófagos infectados com vírus homólogo, e 

também, embora com menor intensidade, macrófagos infectados com isolados 

heterólogos (Martins et al., 1988, Martins et al., 1993). Mais recentemente, surgiram 

novas evidências sobre importância dos linfócitos CD8+ neste mecanismo de 

protecção, uma vez que a sua deplecção dos animais após infecção com o isolado 

atenuado OUR/T88/3, levou a que estes deixassem de estar protegidos contra re-

infecção com o isolado homólogo altamente virulento OUR/T88/1 (Oura et al., 2005). 

Isto verificou-se apesar de os animais possuírem em circulação anticorpos contra o 
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primeiro isolado, confirmando que a eficácia da protecção não depende da acção de 

anticorpos específicos. 

Observou-se em infecções utilizando os isolados DR-II, de moderada virulência, 

e L60, uma clara inibição da expressão de antigénios MHC (ou SLA em suínos) de 

classes I e II (Gonzalez-Juarrero et al., 1992). No entanto, esta inibição foi reversível 

passado algum tempo de infecção com o isolado moderadamente virulento mas não 

com o isolado altamente virulento.  

A expressão de citocinas é também diferencialmente modulada por isolados de 

diferente virulência. A transcrição de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6, 

e de citocinas relevantes para activação de linfócitos de perfil TH1, IL-12 e IL-15, 

está significativamente aumentada durante infecção de macrófagos de suíno com o 

isolado de baixa virulência NHV em comparação com o isolado altamente virulento 

L60 (Gil et al., 2003).  

Processos da resposta imunitária envolvendo actividade de células NK e LCT, 

expressão de MHC e produção de citocinas, nomeadamente pró-inflamatórias, 

parecem ser relevantes para uma resposta protectora eficaz, uma vez que são 

induzidas em infecções por VPSA atenuados, às quais os animais sobrevivem, ao 

contrário do que acontece em infecção com isolados virulentos. Verifica-se assim 

que o estudo comparativo de diferentes respostas do hospedeiro à infecção com 

isolados de VPSA de diferente virulência, pode contribuir para um delineamento 

futuro de estratégias para o desenho de vacinas eficazes contra esta infecção. 

 

1.6. Os isolados de VPSA L60 e NHV  

 

Como adiante se descreve, utilizaram-se neste trabalho os isolados de diferente 

virulência VPSA/L60 (L60) e VPSA/NH/68 (NHV), que têm constituído um modelo de 

pesquisa de mecanismos de protecção na infecção por VPSA. Neste contexto 

descrevem-se as diferenças conhecidas à data entre os genomas destes isolados, 

que poderão ter implicações na relação vírus-hospedeiro. 

O L60 é um isolado hemadsorvente de alta virulência para o suíno doméstico, no 

qual provoca doença hemorrágica e mortalidade próxima de 100%. O NHV é um 

isolado não hemadsorvente de baixa virulência para o suíno, provocando doença 

inaparente ou crónica com baixa mortalidade. Estes vírus foram isolados em 

Portugal durante o segundo surto de PSA no país na década de 60. L60 terá tido 
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origem na zona ocidental de África, à semelhança dos outros isolados Europeus e 

dos isolados das Caraíbas e da América do Sul (Bastos et al., 2003, Blasco et al., 

1989a, Nix et al., 2006). A utilização de L60 como vacina viva durante 1960-62, após 

atenuação por passagens em culturas de macrófagos (Manso Ribeiro et al., 1963), 

poderá ter contribuído para o surgimento de isolados de menor virulência que se 

observou em anos posteriores. Em 1968 foi isolado o NHV, homólogo de L60 e 

denominado na altura Lisboa 68 (Vigario et al., 1974).  

A perda da capacidade de hemadsorção no isolado NHV deve-se ao facto de 

este possuir mutações nas regiões codificantes de dois genes contíguos implicados 

neste fenómeno (Duarte, 2000): EP402R/8DR, homólogo de receptores do tipo CD2 

de linfócitos T como já referido em 1.4. (Borca et al., 1998, Rodriguez et al., 1993) e 

EP153R/8CR, homólogo de lectinas celulares tipo C (Galindo et al., 2000a, Neilan et 

al., 1999). A EP153R contém uma região central transmembranar, um domínio 

semelhante a lectinas tipo C animais e uma sequência de adesão celular (RGD) 

(Yanez et al., 1995). A maior parte das lectinas tipo C são glicoproteínas 

transmembranares com um domínio que lhes permite reconhecer e ligar 

carbohidratos (CRD: “carbohydrate recognition domain”), num processo dependente 

de Ca2+ (Sharon & Lis, 2004). Actualmente são consideradas como moléculas de 

reconhecimento a nível intracelular, na superfície membranar ou em fluidos 

fisiológicos, promovendo a adesão célula-célula ou molécula-célula ou mesmo a 

ligação e entrada de vírus nas células (Marzi et al., 2004, Sharon & Lis, 2004). As 

lectinas tipo C de células do sistema imunitário têm ainda um importante papel no 

reconhecimento de agentes patogénicos (Cambi et al., 2005). Para além do VPSA, 

vários outros vírus animais codificam para proteínas com domínios de lectinas tipo 

C, como por exemplo os membros da família Poxviridae “fowlpox”, “cowpox”, 

“myxoma” (Afonso et al., 2000, Cameron et al., 1999, Shchelkunov et al., 1998, 

Wilcock et al., 1999) e o herpesvírus CMV (Voigt et al., 2001). No entanto, a função 

das lectinas virais nos diferentes ciclos infecciosos é ainda pouco conhecida.  

A delecção de EP153R do isolado Ba71V resultou numa diminuição acentuada 

da percentagem de células Vero e macrófagos com hemadsorção em culturas 

infectadas, tendo sido proposto que EP153R poderá funcionar como estabilizadora 

da interacção de EP402R à superfície da célula infectada com os eritrócitos de suíno 

(Galindo et al., 2000a). A hemadsorção não está no entanto directamente 

relacionada com a virulência, uma vez que existem isolados de campo não 
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hemadsorventes virulentos (Gonzague et al., 2001, Pan & Hess, 1984). Igualmente, 

a delecção de EP402R (8DR) ou de EP153R (8CR) do isolado altamente virulento 

Malawi Lil-20/1, não diminuiu a sua virulência para o suíno doméstico (Borca et al., 

1998, Neilan et al., 1999), apesar de no caso de EP402R se ter verificado um atraso 

na disseminação do vírus pelo organismo. Ambas as proteínas parecem exercer 

outras funções na célula para além da promoção da hemadsorção. EP402R poderá 

ter um papel imunossupressor (revisto em Dixon et al., 2004) e EP153R um efeito 

inibidor na apoptose (Hurtado et al., 2004). A sua falta em simultâneo no isolado 

NHV poderá resultar num maior efeito ao nível da diminuição da sua virulência.  

Foi identificada uma delecção na região variável esquerda do genoma do NHV, 

com cerca de 10 Kpb, afectando vários genes das FMG 360 e 530 (Duarte, 2000). 

Esta resultou no desaparecimento das ORFs 3DL, 3EL, 3FR, 3HL, 3IL, 3LL, 

3NR/A489R e truncagem das ORFs, 3CL/A125L e 3QR/A280R (Fig. 1). A não 

detecção de expressão de mRNA dos genes delectados foi indicativa da sua 

inexistência noutro local do genoma do isolado NHV (Duarte, 2000).  

Recentemente, genes das FMG 360 e 530 foram associados ao fenótipo 

virulento e à capacidade de replicação de VPSA em hospedeiros diferentes, como 

macrófagos de suíno ou tecidos de carraças (Burrage et al., 2004, Neilan et al., 

2002, Zsak et al., 2001). De facto, durante a adaptação ao crescimento em células 

de linha, isolados de VPSA perderam uma parte significativa destes genes, 

especialmente na região do extremo esquerdo do genoma (Blasco et al., 1989b, de 

la Vega et al., 1990). Em Ba71V existem duas delecções nesta região variável, 

afectando vários membros de FMGs (Zsak et al., 2001). A primeira delecção tem 

cerca de 5 kpb e compreende três genes da FMG 110 (1VL, 1XL e 1YL) e dois da 

FMG 360 (2AL e 2BL) (relativamente à mesma região do isolado altamente virulento 

E70). A segunda delecção tem cerca de 8,2 kpb, e compreende vários genes 

adicionais da FMG 360 e um gene da FMG 530 localizado entre estes: 3CL, 3DL, 

3EL (FMG 360), 3FR (FMG 530), 3HL, 3IL, 3LL (FMG 360), correspondendo 

aproximadamente à mesma região da delecção de 10 kpb em NHV (Fig. 1).  
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Figura 1. Representação esquemática dos membros das FMG 360 e 530 presentes na 
região variável esquerda dos isolados Lisboa 60 (L60), Lisboa 68 (NHV), Malawi e Ba71V. 
1- Localização de regiões variáveis identificadas nos isolados de campo L60 e NHV. 2- 
Disposição e orientação dos diferentes genes de cada FMG ao longo dos genomas (FMG 
360: setas para a esquerda; FMG 530: setas para a direita). Em percentagem encontra-se 
assinalado o grau de semelhança com ORFs homólogas do isolado L60, calculadas pelo 
programa GeneDoc 2.5.000. (Cortesia de Duarte, 2000). 
 

 

Segundo Zsak et al. (2001), na infecção de macrófagos com Ba71V não só não 

ocorre qualquer multiplicação deste vírus, como os macrófagos morrem 

precocemente em comparação com a infecção por E70. De modo interessante, a 

reposição dos genes da segunda região delectada de 8,2 kpb, por recombinação 

com sequências de E70, foi suficiente para restaurar a capacidade de replicação do 

Ba71V em macrófagos de suíno, a uma taxa de crescimento e produção de vírus 

semelhantes às de E70. Também na infecção com um isolado originalmente 

altamente virulento, Pr4, delectado especificamente nos genes 3CL, 3DL, 3EL, 3HL, 

3IL e 3LL (FMG 360) e 3FR, 3NR (FMG 530), denominado Pr4∆35, se verificou uma 

diminuição no título de produção de vírus de 100 a 1000 vezes (2-3 log) em 

comparação com o vírus parental, bem como morte precoce dos macrófagos por 

apoptose. Estas observações levaram os autores a sugerir uma função determinante 

para os genes das FMG 360 e 530, na infecção e sobrevivência de macrófagos 
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infectados (“macrophage host range determinants”) (Neilan et al., 2002, Zsak et al., 

2001).  

Em NHV estão delectados ou truncados os mesmos genes que se verificou 

serem necessários para a replicação dos isolados Ba71V e Pr4 em macrófagos de 

suíno, e adicionalmente ainda os genes 3NR/A489R e 3QR/A280R (Fig. 1). No 

entanto, este isolado não perdeu a capacidade replicativa em macrófagos. Ba71V 

possui uma delecção adicional não presente em NHV, resultando na perda de outros 

genes da FMG 110 (1VL, 1XL e 1YL) e da FMG 360 (2AL e 2BL). A presença destes 

genes em NHV, ou de outros genes adicionais, uma vez que o seu genoma ainda 

não está sequenciado, poderá compensar a falta dos membros das FMG 360 e 530 

delectados para uma eficiente replicação em macrófagos de suíno.  

A propósito da virulência, a ausência de alguns dos genes das FMG 360 e 530 

atrás referidos poderá estar na base do facto de NHV ser um isolado atenuado para 

o suíno doméstico. Neilan et al., (2002) verificaram que a presença dos genes 3HL, 

3IL e 3LL da FMG 360 em conjunto com 3FR, 3NR e 3QR da FMG 530 nos 

genomas dos isolados Malawi e E70, foram determinantes para a sua virulência em 

infecção de suínos domésticos. Mais recentemente, genes da FMG 360 e 530 foram 

implicados na inibição da resposta a interferão (IFN) tipo I (Afonso et al., 2004). 

Outros autores tinham já verificado que o INF–α inibe a replicação de VPSA em 

monócitos e macrófagos (Esparza et al., 1988), o que se poderá relacionar com a 

inibição da expressão de INF–α e das respostas mediadas por esta citocina, 

observadas durante infecção em macrófagos e células endoteliais (Powell et al., 

1996, Vallee et al., 2001).  

A ausência ou disrupção destes mesmos genes das FMG 360 e 530 no isolado 

NHV poderá assim contribuir para o seu fenótipo de baixa virulência. 
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1.7.  Vias de indução de morte celular 

 

Para que se verifique um correcto desenvolvimento embrionário e manutenção 

da homeostase nos tecidos de organismos multicelulares ao longo da vida, é 

essencial que ocorra morte programada de células. Quando tal não se verifica 

podem desenvolver-se processos patológicos devido a imortalização de algumas 

células, permitindo o crescimento de tumores ou desenvolvimento de doenças auto-

imunes. Pelo contrário, degenerescências devidas a morte celular acelerada, 

nomeadamente ao nível do cérebro, foram implicadas em doenças humanas como 

Doença de Alzheimer (Yuan & Yankner, 2000). 

Nos últimos anos, vários estudos têm vindo a delinear diversas vias de indução 

de morte celular, que na sua grande maioria ocorrem de forma programada (Melino 

et al., 2005). Duas grandes divisões principais têm sido referidas: morte celular não 

apoptótica e apoptótica (Blank & Shiloh, 2007). 

 

1.7.1. Morte celular não apoptótica 

 

A morte celular não apoptótica inclui processos como necrose/oncose, autofagia, 

morte celular mitótica (MCM) (também referida como catástrofe mitótica) e também 

morte celular independente de caspases (MCIC) (Blank & Shiloh, 2007). 

Brevemente, o processo de necrose surge geralmente em consequência de 

agressões patofisiológicas como infecção, inflamação ou isquémia, que podem 

provocar deplecção energética, perda de função de bombas iónicas, activação de 

proteases e dano das membranas lipídicas, com consequente ruptura celular. A 

autofagia é um mecanismo evolutivamente conservado e geneticamente 

programado, activado por exemplo em situação de falta de nutrientes e durante a 

diferenciação. É um processo adaptativo de resposta a stress metabólico, que 

resulta na degradação lisossomal de proteínas e organelos celulares, levando ao 

surgimento de estruturas vacuolares citoplasmáticas características, as vesículas 

autofágicas. Em condições fisiológicas normais, existem níveis basais de autofagia 

na maioria dos tecidos que contribuem para a adaptação celular a condições 

passageiras de stress. Em excesso no entanto, a autofagia leva à morte da célula. 

Quanto à MCM, é geralmente o processo pelo qual células tumorais morrem no 

decurso de alguns dias após tratamentos genotóxicos como irradiação e 
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quimioterapia. As células sujeitas a estes tratamentos sofrem mitoses aberrantes, 

que resultam em células geralmente inviáveis contendo dois ou mais micronúcleos. 

Por último, o processo de MCIC partilha com o processo de apoptose clássico a 

indução de permeabilização da membrana mitocondrial externa, com libertação de 

percursores apoptóticos para o citoplasma e consequente fragmentação do DNA. No 

entanto, como não envolve a activação da cascata proteolítica de caspases, alguns 

autores classificam-na como uma forma de morte não apoptótica (Okada & Mak, 

2004). 

 

1.7.2. Morte celular apoptótica 

 

A apoptose é a via de morte celular mais bem caracterizada, nomeadamente em 

infecções virais. O termo apoptose foi definido por Kerr et al. em 1972 para 

descrever morfologicamente, uma forma particular de morte observada em certas 

células. Esta morte é acompanhada por um arredondamento da célula, retracção de 

pseudópodes, redução do volume celular, condensação da cromatina (picnose), 

fragmentação do núcleo (cariorrexis), pouca ou nenhuma modificação ultraestrutural 

de organelos citoplasmáticos, ondulação (“blebbing” ou “budding”) da membrana 

citoplasmática e manutenção desta intacta até fases tardias do processo (Kroemer 

et al., 2005) (Fig. 2). Finalmente acaba por haver a formação de corpos apoptóticos 

resultantes do desmantelamento da célula em várias porções, sempre delimitadas 

por membrana. Estes são fagocitados in vivo pelas células da vizinhança, sem que 

haja qualquer derramamento do conteúdo celular, altamente inflamatório, para o 

meio intercelular. Na morte celular por apoptose está ainda incluída a que é induzida 

por falta de aderência ao substrato ou a outras células, denominada neste caso 

específico de “anoikis” (Gilmore, 2005). 
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Figura 2. Características morfológicas dos processos de morte celular apoptótica e 
necrótica. 
Adaptado de (Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002). 
 
 
 

A apoptose é um processo perfeitamente orquestrado que envolve uma 

interacção em cascata de várias proteínas dentro da célula, após um estímulo 

indutor oriundo do exterior da célula ou do seu interior. Caso não ocorram 

interferências de outras proteínas reguladoras ao longo do processo, a célula é 

desmantelada “silenciosamente” sem que ocorram perturbações nos tecidos. Este 

desmantelamento é efectuado por uma família de enzimas proteolíticas 

características, denominadas caspases (“cysteine-dependent aspartate specific 

proteases”) (Fan et al., 2005), que estão presentes nas células na forma latente de 

zimogénios (procaspases). Uma vez activadas por clivagem proteolítica de domínios 

específicos nas suas moléculas, as caspases podem ser responsáveis pela clivagem 

e activação de outras procaspases, ou pela clivagem de vários componentes da 

célula, levando ulteriormente ao seu desmantelamento, denominando-se caspases 

iniciadoras e efectoras respectivamente.  

Consideram-se duas vias principais de indução de apoptose nas células 

eucariotas: a via extrínseca ou de receptores celulares e a via intrínseca ou 

mitocondrial (Fig. 3). A via extrínseca é induzida pela interacção à superfície celular 

de ligandos apoptogénicos com os seus receptores específicos, como por exemplo o 

ligando FasL e o receptor Fas (ou CD95L/CD95) e TNF–α e o receptor TNF-R1 

(Gupta, 2003). Esta interacção leva ao recrutamento de proteínas adaptadoras do 
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citosol como as FADD (“Fas associated death domain”) e TRADD (“TNFR associated 

death domain”) e consequente exposição de domínios DED (“death effector domain”) 

presentes nas suas moléculas. Estes DED permitem a interacção com os mesmos 

domínios presentes em procaspases iniciadoras, como as 8 ou 10, presentes no 

citosol, levando ao seu recrutamento e resultante formação de um grande complexo 

de várias moléculas denominado DISC (“death-inducing signal complex”). No DISC 

ocorre auto activação da procaspase através da interacção entre duas unidades 

desta molécula, com a formação da caspase iniciadora activa. A caspase-8 é a mais 

referida e poderá actuar de duas formas, provavelmente dependendo do tipo celular. 

Por um lado poderá activar caspases efectoras, como as caspases 3, 6 e 7, e por 

outro lado pode truncar e activar Bid no citoplasma, uma proteína pró-apoptótica da 

família Bcl-2, que na forma truncada (tBid) é translocada para a mitocôndria onde 

inicia a via mitocondrial de apoptose (revisto em Fan et al., 2005). A caspase-10 

parece funcionar da mesma forma que a caspase-8, estando associada 

principalmente a apoptose em células linfoides.  

Os estímulos indutores da via intrínseca ou mitocondrial de apoptose têm origem 

no interior da célula, sendo inúmeros os exemplos referidos na literatura: danos no 

DNA ou citoesqueleto, stress no retículo endoplasmático, perda de adesão ao 

substrato, falta de factores de crescimento, inibição da síntese macromolecular, 

acumulação de moléculas de stress como espécies reactivas de oxigénio e azoto, 

etc. Estes acontecimentos provocam a activação de moléculas pró-apoptóticas cuja 

acção converge ao nível da mitocôndria, alterando o seu potencial de membrana 

e/ou permitindo a difusão para o citoplasma de moléculas apoptogénicas, 

normalmente sequestradas no espaço intermembranar, como citocromo c, AIF 

(“apoptosis inducing factor”), EndoG (endonuclease G), Htra2/Omi (“high-

temperature requirement protein A2”) e Smac/Diablo (“second mitochondria-derived 

activator of caspase/direct IAP-binding protein with low PI”) (Gupta, 2003).  

A presença de citocromo c no citoplasma é considerada um sinal chave na via de 

sinalização apoptótica transduzida pela mitocôndria (Liu et al., 1996). Este, na 

presença de ATP, leva à oligomerização e activação da molécula Apaf-1 (“apoptotic 

protease activation factor-1”), que recruta por sua vez uma outra procaspase 

iniciadora, a procaspase-9, através da interacção de domínios presentes em ambas 

denominados CARD (“caspase recruitment domain”). Forma-se assim um grande 

complexo molecular, o apoptossoma, com caspase-9 activa que por sua vez cliva e 
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activa as procaspases efectoras 3 e 7. A caspase-3 pode ainda clivar e activar a 

procaspase-9, num processo de “feedback” positivo (Fan et al., 2005).  

Uma vez activas, as caspases efectoras clivam variados substratos celulares, o 

que resulta nos diversos aspectos morfológicos observados em células apoptóticas 

(Blank & Shiloh, 2007). Assim, a clivagem de actina e proteínas de ligação à actina, 

gelsolina e fodrina (componentes do citoesqueleto) contribui para a ondulação 

observada da membrana plasmática. A clivagem de lamininas e de NuMA (“nuclear 

matrix protein”), responsáveis pela integridade do núcleo, resulta na fragmentação 

deste. ACINUS (“apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus) e ICAD 

(“inhibitor of caspase-activated DNase”), ao serem clivadas, libertam enzimas activas 

que após translocação para o núcleo causam a condensação da cromatina e 

clivagem do DNA em zonas internucleossómicas respectivamente.  

As caspases efectoras clivam também enzimas envolvidas no mecanismo de 

resposta a danos no DNA, como PARP (poly-ADP-ribose polimerase) e outras, 

impossibilitando a reparação deste e assim contribuindo para a irreversibilidade do 

processo apoptótico. Clivam ainda proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2, Bcl-xL e 

XIAP (Blank & Shiloh, 2007). 
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Figura 3. Representação esquemática das principais vias de sinalização apoptótica. 
Fonte: http://www.celldeath.de/encyclo/index.html (Gewies, 2003). A apoptose pode ser 
induzida em resposta a variados sinais oriundos do exterior ou interior da célula. Sinais 
provenientes de receptores de morte à superfície celular, levam à formação do complexo 
DISC (“death inducing signaling complex”), que medeia a activação da caspase iniciadora 8. 
Esta processa e activa as caspases efectoras 3, 6 e 7, que clivam vários substratos 
proteicos celulares, induzindo as características morfológicas e bioquímicas de apoptose. 
Em alguns tipos celulares, o sinal apoptótico de DISC é amplificado através da activação 
proteolítica de Bid, membro com um único domínio BH da família Bcl-2 de proteínas 
reguladoras de apoptose, com subsequente activação da via apoptótica mitocondrial. A 
libertação de citocromo c do espaço intermembranar mitocondrial para o citosol leva à 
constituição do apoptossoma, em conjunto com Apaf-1 e dATP, um complexo que recruta e 
activa a caspase iniciadora 9, que por sua vez processa e activa caspase-3. Outras 
moléculas apoptogénicas são libertadas da mitocôndria, como a SMAC inibidora das 
proteínas IAP (“inhibitor of apoptosis”), que por seu turno inibem a actividade de caspases. A 
expressão de IAPs pode ser aumentada em resposta a estímulos de sobrevivência, como 
ligação de factores de crescimento a receptores celulares e/ou activação do factor de 
transcrição NFкB. Membros anti-apoptóticos da família Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-XL, 
contrapõem a actividade de outros membros da mesma família pró-apoptóticos, como Bid, 
Bax ou Bak, podendo assim inibir a via de sinalização apoptótica mitocondrial. Danos no 
DNA provocam a activação do factor de transcrição p53, que promove a expressão 
nomeadamente de membros pró-apoptóticos da família Bcl-2. Outros organelos celulares 
para além da mitocôndria e núcleo, o retículo endoplasmático e lisossomas, foram também 
implicados na rede de sinalização apoptótica. 
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Existem evidências de que outras moléculas libertadas da mitocôndria durante a 

permeabilização da sua membrana externa, AIF e EndoG, podem induzir morte das 

células independentemente da acção de caspases (Penninger & Kroemer, 2003, 

Saelens et al., 2004). AIF, que em células normais está confinada à mitocôndria 

onde tem um papel fulcral no metabolismo redox e bioenergético, uma vez no 

citoplasma é translocada para o núcleo onde induz condensação e lise da cromatina 

(Modjtahedi et al., 2006). Endo G foi reportada também como mediando 

directamente a fragmentação internucleossómica do DNA nuclear (Li et al., 2001). 

Outras moléculas libertadas da mitocôndria como a protease de serina HtrA2/Omi e 

Smac/Diablo actuam inibindo membros da família de inibidores de apoptose IAP 

(Saelens et al., 2004, Srinivasula et al., 2003), desta forma promovendo o processo 

apoptótico. 

Uma via adicional de activação de caspases no processo apoptótico é através de 

Granzima B, um tipo de protease de serina presente em grânulos libertados por 

LCTs e células NK, que uma vez na célula alvo cliva Bid ou activa directamente 

procaspases-3, 7, 8, 9 e 10 (Adrain et al., 2005). 

 

1.7.2.1. Regulação da via de apoptose 

 

Existem várias proteínas com capacidade de intervir ao longo da via de 

sinalização apoptótica, inibindo-a ou pelo contrário desencadeando-a, consoante os 

estímulos que a célula recebe. Estas proteínas reguladoras podem actuar por 

interacção directa com componentes da cascata apoptótica, com outras proteínas 

reguladoras do processo ou ainda através da regulação da transcrição de genes. As 

melhor caracterizadas têm sido: a família Bcl-2, com membros pró e anti apoptóticos 

que se podem inclusivamente regular entre si através de oligomerização; a família 

IAP (“inhibitor of apoptosis”), que interage directamente com caspases inibindo a sua 

actividade, a proteína supressora de tumores p53, actuando directamente por 

interacção com outras proteínas ou na activação da transcrição de genes pró-

apoptóticos, e a via dos factores de transcrição NFкB, com a capacidade de activar 

transcricionalmente genes de protecção.  
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1.7.2.1.1. Família Bcl-2 

 

As proteínas da família Bcl-2 caracterizam-se por conterem nas suas moléculas 

pelo menos um de quatro domínios de homologia conservados, BH1 a BH4, e pela 

presença na extremidade carboxilo em algumas destas proteínas de regiões de 

ligação a membranas (Cory & Adams, 2002). A primeira proteína desta família a ser 

caracterizada foi Bcl-2, originalmente identificada como um oncogene devido à sua 

presença numa translocação cromossomal em linfoma folicular de células B (“B cell 

lymphoma-2”), que levou à sua sobreexpressão. Actualmente estão identificados 

cerca de 20 membros desta família (Cory et al., 2003), alguns pertencentes 

nomeadamente a vírus como por exemplo a E1B 19K de adenovírus, BHRF1 de 

Epstein-Barr (EBV), KSBcl-2 de herpesvírus de sarcoma de Kaposi ou LMW-5HL de 

VPSA (Hardwick & Bellows, 2003, Polster et al., 2004). Algumas proteínas com dois 

ou mais domínios BH têm uma acção anti-apoptótica, como Bcl-2, Bcl-xL e as 

homólogas virais, enquanto outras são pró-apoptóticas, como Bax, Bak e Bok. 

Existem ainda membros que possuem apenas o domínio BH3, como Bad, Bim, Bid e 

Bmf (“BH3-only proteins”), com função pró-apoptótica.  

A localização subcelular das várias proteínas varia, encontrando-se membros 

associados à mitocôndria (Bcl-2, Bax e Bak na forma activa), retículo 

endoplasmático (Bcl-2, Bcl-xL, Bax e Bak na forma activa), citoesqueleto (Bim, Bmf), 

citosol (Bcl-xL, Bad, Bax, Bid) e envelope nuclear (Bcl-2) (Annis et al., 2004). 

Apesar de o mecanismo de actuação dos diferentes membros da família Bcl-2 

ser ainda fonte de debate (revisto em Polster et al., 2004), é presentemente aceite 

que as proteínas pró-apoptóticas Bax e Bak actuam induzindo a permeabilização da 

membrana mitocondrial externa a mediadores apoptóticos como citocromo c, num 

processo em que parece ser necessária a sua homo-oligomerização. A proteína pró-

apoptótica Bid, com um único domínio BH3, é activada por proteólise (tBid) e por seu 

turno activa Bax e Bak, provavelmente induzindo uma alteração conformacional nas 

suas moléculas que promove a sua auto-oligomerização. Existem evidências de que 

as várias proteínas, quer pró quer anti-apoptóticas, podem ligar-se entre si por homo 

ou hetero-olimerização, desta forma regulando a sua actividade mutuamente. 

Observaram-se ainda semelhanças estruturais com toxinas bacterianas que 

conseguem formar poros em membranas lipídicas. Posteriormente, vários estudos 

confirmaram que tanto membros pró como anti-apoptóticos têm a capacidade de 
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formar canais em membranas artificiais, ou de regular canais formados por proteínas 

mitocondriais como o ANT (“adenine nucleotide translocator”) e VDAC (“voltage-

dependent anion channel”). Actualmente, pensa-se que Bax e Bak medeiam a 

libertação de moléculas apoptogénicas da mitocôndria através da formação de um 

poro, embora se desconheça se este é de natureza lipídica ou proteica (Newmeyer 

& Ferguson-Miller, 2003). 

O desencadeamento de apoptose pode ocorrer também ao nível do retículo 

endoplasmático. Uma fracção das proteínas Bax e Bak localiza-se neste organelo, 

onde se verificou que sob estímulos apoptóticos induzem a libertação de cálcio para 

o citoplasma (Scorrano et al., 2003). O aumento de Ca2+ no citoplasma pode 

desencadear a morte celular através da activação de caspases, da protease 

dependente de Ca2+ Calpaína (com substratos em comum com caspase-3 como 

Fodrina e PARP) (Wang, 2000), e/ou provocando disfunção mitocondrial devido à 

sua retoma do Ca2+ do citoplasma (revisto em Annis et al., 2004). O Ca2+ provoca 

também activação da fosfatase calcineurina. Esta por sua vez activa Bad por 

desfosforilação (Wang et al., 1999) ou medeia a activação de Bik, outro membro pró-

apoptótico da família Bcl-2 (Jiang & Clark, 2001). Existem relatos de que a proteína 

Bcl-2 forma um complexo com calcineurina (Shibasaki et al., 1997, Srivastava et al., 

1999), tendo sido sugerido que deste modo sequestre esta enzima em membranas, 

de forma a que não contacte com as suas moléculas alvo. Bcl-2 parece também 

interagir directamente com a bomba de cálcio SERCA (“sarcoendoplasmic reticulum 

Ca2+ ATPase”) (Kuo et al., 1998). 

A acção anti-apoptótica de membros como Bcl-2 e Bcl-xL poderá ocorrer através 

da sua interacção com Bax ou Bak, sequestrando-as da mitocôndria ou retículo 

endoplasmático, ou com proteínas de domínio BH3 único, impedindo que activem 

Bax ou Bak (Polster et al., 2004). Os domínios BH1 e BH2 parecem ter um papel 

importante nesta interacção, uma vez que Bcl-2 com mutações nestes locais perdeu 

a capacidade de interagir com Bax e proteger as células de apoptose (Yin et al., 

1994). Curiosamente, estes dois domínios estão bem conservados em praticamente 

todas as proteínas homólogas virais conhecidas, ao contrário dos domínios BH3 e 

BH4, dando indicação de que estes últimos poderão não ser tão importantes para a 

actividade anti-apoptótica ou ter outras funções (Hardwick & Bellows, 2003). 

Verificou-se que BH3 e BH4 formam entre si um “loop” sujeito a fosforilação ou 

proteólise, tendo-se observado em vários tipos celulares que a clivagem de Bcl-2 e 
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Bcl-xL neste local, por caspase-3 ou calpaína, dá origem a um potente factor pró-

apoptótico semelhante a Bax. Consequentemente, proteínas virais da família Bcl-2 

que não possuam os domínios BH3 e BH4, não serão alvo dos mesmos processos 

de regulação pós-transcricional que os membros celulares (Hardwick & Bellows, 

2003).  

 

1.7.2.1.2. Família IAP 

 

A primeira proteína da família IAP (“inhibitor of apoptosis protein”) foi identificada 

em baculovírus (Crook et al., 1993). Actualmente estão identificadas várias IAPs 

presentes em vírus, leveduras e células de invertebrados e vertebrados, sendo 

caracterizadas pela presença nas suas moléculas de 1 a 3 motivos BIR (“baculoviral 

IAP repeat”) (Uren et al., 1998). Os BIR permitem a ligação a caspases, tanto 

iniciadoras como efectoras, inibindo a sua actividade. Por outro lado, são também o 

local alvo de ligação de proteínas antagonistas de IAPs, como Smac/Diablo e 

HtrA2/Omi (Vaux & Silke, 2005), impedindo a interacção com caspases, e assim 

facilitando a apoptose da célula aquando da permeabilização da membrana 

mitocondrial. A maioria das IAP de baculovírus e suas homólogas celulares possuem 

um segundo domínio conservado C-terminal, denominado RING. Este recruta e liga 

enzimas conjugadoras de ubiquitina E2 (UBCs), pertencendo estas IAP à classe de 

E3 Ligases. O domínio RING permite às IAP que o possuem catalizar a transferência 

de ubiquitina para as moléculas com que interagem, como as caspases, postulando-

se que deste modo facilitem a sua degradação via proteassoma. No entanto, as IAP 

ligam-se também entre si e às antagonistas como Smac/Diablo e HtrA2/Omi, pelo 

que este tipo de ligação parece promover a auto-ubiquitinação da própria IAP e sua 

degradação, provavelmente acompanhada da molécula antagonista, num processo 

de co-degradação (Vaux & Silke, 2005, Yang et al., 2000). 

 

1.7.2.1.3. A proteína p53 

 

O gene p53 é o que mais frequentemente surge mutado em cancros humanos. A 

capacidade da proteína p53 para induzir apoptose em células afectadas pela 

expressão de oncogenes, danos no DNA e outros factores de stress, é um aspecto 

fulcral da sua actividade como supressora de tumores, para além de mediar a 
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paragem do ciclo celular, evitando a proliferação de células afectadas (Chipuk & 

Green, 2006, Liebermann et al., 2007). A indução da transcrição de p21, uma 

proteína inibidora de cinases dependentes de ciclina (CDKs), é o processo 

fundamental pelo qual p53 induz a paragem do ciclo celular em G1 (Brugarolas et 

al., 1995). 

Na presença de vários factores de stress para a célula, ocorre uma estabilização 

de p53 por fosforilação ou por outras modificações como acetilação (Xu, 2003), que 

permitem a sua acumulação no núcleo onde actua como factor de transcrição. A p53 

activa a transcrição de variados genes pró-apoptóticos, nomeadamente da família 

bcl-2, ou genes codificando para CD95 e Apaf-1, que poderão ser activados 

diferencialmente consoante o tipo celular e estímulo apoptótico (Chipuk & Green, 

2006).  

Além da sua actuação como factor de transcrição, verificou-se que mutantes para 

p53 sem capacidade para activação transcricional, continuaram a induzir apoptose 

eficazmente, através da interacção com membros da família Bcl-2 (Liebermann et 

al., 2007). A p53 pode ligar-se às proteínas anti-apoptóticas Bcl-xL e Bcl-2, 

previsivelmente inibindo a sua actividade, e por outro lado pode induzir a 

oligomerização e consequente activação das pró-apoptóticas Bax e Bak, 

promovendo por a permeabilização da membrana externa mitocondrial (Chipuk & 

Green, 2006, Schuler & Green, 2005).  

A actividade da p53 é regulada por uma proteína com um domínio RING 

semelhante ao das IAP, a Mdm2. Esta constitui uma E3 ligase e é responsável pela 

multi-monoubiquitinação de p53, mantendo-a nessa forma sequestrada no 

citoplasma (Li et al., 2003).  

 

1.7.2.1.4. A via de sinalização de NFкB 

 

A família Rel/NFкB (“nuclear factor кB”) constitui um grupo de proteínas que 

actuam como factores de transcrição. Controlam a expressão de genes com um 

papel importante no desencadeamento de inflamação e da resposta imunitária, e 

também na proliferação celular, apoptose e oncogénese (Karin & Lin, 2002, Li & 

Verma, 2002). A importância da via de NFкB está patente no facto de se terem vindo 

a desenvolver nos últimos anos compostos para terapias imunosupressivas que têm 

como alvo componentes da sua via de sinalização (Li et al., 2005).  
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As proteínas Rel/NFкB possuem semelhanças estruturais na região N-terminal 

das suas moléculas devido à presença de um domínio de homologia RHD (“Rel 

homology domain”). Este domínio medeia a sua ligação ao DNA em locais com 

sequência específica кB, a formação de dímeros com outras proteínas da mesma 

família, e ainda, a interacção com proteínas inibidoras específicas, as IкB. A região 

C-terminal das Rel/NFкB está envolvida na activação transcricional dos genes alvo 

(Kucharczak et al., 2003, Papa et al., 2006).  

O termo NFкB designa colectivamente os homo ou heterodímeros formados por 

proteínas da família Rel. Em mamíferos são expressas cinco proteínas desta família, 

subdivididas em duas classes: uma que engloba RelA (ou p65), c-Rel e RelB, 

sintetizadas na forma madura, e outra classe que engloba p50 e p52, sintetizadas a 

partir de percursores maiores por processamento proteolítico, p105/NFкB1 e 

p100/NFкB2 respectivamente (Kucharczak et al., 2003, Papa et al., 2006). Na 

maioria das células, os dímeros de NFкB estão sequestrados no citoplasma na 

forma inactiva devido à sua ligação às IкB (Yamamoto & Gaynor, 2004). Quando 

surge um estímulo pró-inflamatório indutor, como por exemplo ligação de TNF-α ou 

outras citocinas à superfície celular, infecção por vírus, activação de receptores “Toll-

like” (TLRs) ou receptores de antigénios, é transduzida sinalização para o interior da 

célula que promove a activação do complexo de cinases IKK (IKKα, IKKβ catalíticas 

e IKKγ/NEMO reguladora) que fosforila IкB em resíduos específicos. Esta 

fosforilação de IкB promove a sua degradação via ubiquitina-proteassoma e liberta 

NFкB, que se transloca para o núcleo onde pode activar a transcrição de genes alvo 

específicos. Estes codificam nomeadamente para citocinas, quimiocinas, moléculas 

de adesão, factores de crescimento, receptores celulares ou proteínas pró-

sobrevivência (Hayden & Ghosh, 2004). Por outro lado, uma vez no núcleo NFкB 

promove também a re-síntese de IкBα, originando um processo de auto-regulação 

negativo (Kucharczak et al., 2003).  

A inibição da morte celular induzida por TNF–α é o exemplo mais bem 

caracterizado da actividade anti-apoptótica de NFкB. Apesar de TNF ter a 

capacidade de desencadear apoptose por sinalização transduzida para o meio 

intracelular através do seu receptor TNF-R1, como acontece por exemplo durante a 

indução de apoptose de linfócitos T activados (AICD: “activation induced cell death”), 

paradoxalmente isto apenas acontece quando a actividade de NFкB ou as sínteses 

de RNA ou proteína estão bloqueadas (Kucharczak et al, 2003). Este mecanismo foi 
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parcialmente elucidado em anos recentes (Fig. 4). Uma vez ligado por TNF–α, o 

receptor TNF-R1 recruta as proteínas adaptadoras contendo “Death Domain” (DD), 

TRADD e RIP1, do citoplasma. A partir daqui podem formar-se dois tipos de 

complexos moleculares: um complexo I, com a molécula TRAF2 (“TNF receptor 

associated factor 2”) que promove a activação de NFкB ligada, e um complexo II, 

que surge na sequência de ubiquitinação de TRADD e RIP1, que nesta forma se 

separam de TNF-R1 passando a localizar-se no citosol. Neste local o complexo II 

associa-se com FADD, que por sua vez recruta e activa as procaspases-8 e/ou -10, 

desencadeando assim a via de apoptose (Bubici et al., 2004). NFкB suprime a via 

apoptótica paralela à sua principalmente através da indução da transcrição de vários 

genes anti-apoptóticos, como os que codicam para IAPs (c-IAP1, c-IAP2, XIAP) e 

para membros da família Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Bfl-1/A1, NR13). Induz ainda a 

transcrição de TRAF-1 e -2, assim aumentando a sua activação em “feedback” 

positivo, e de c-FLIP, uma molécula cataliticamente inactiva homóloga de caspase-8, 

que ao ser recrutada por FADD no complexo II, exclui a caspase-8 e impede a sua 

activação (Kucharczak et al., 2003).  

Mais recentemente foi descrita outra via através da qual NFкB previne a 

apoptose induzida por TNF, a via de sinalização da cinase activada por stress JNK 

(“Jun-N-terminal kinase”) (Fig. 4). Esta faz parte da via geral de sinalização por 

MAPKs de eucariotas (“mitogen activated protein kinases”), que consiste na 

transdução de sinais desencadeados por vários estímulos através da fosforilação 

sequencial e hierárquica de várias cinases de proteínas (Chang & Karin, 2001). A via 

JNK é maioritariamente pró-apoptótica e parece ter um papel obrigatório na morte 

induzida por TNF–α. Este normalmente desencadeia uma activação potente de JNK, 

que é no entanto transiente por ser bloqueada através de NFкB (revisto em Papa et 

al., 2006). Foi descrito que JNK induz um processamento da proteína pró-apoptótica 

Bid da família Bcl-2 num local específico da molécula. O fragmento activo resultante, 

jBid, transloca-se para a mitocôndria onde induz a libertação preferencial de 

Smac/Diablo em lugar de citocromo c. A indução de apoptose parece ser através de 

inactivação de c-IAP1 por Smac/Diablo, assim facilitando a activação de caspases 

(Deng et al., 2003).  
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Figura 4. Vias de modulação de apoptose induzidas através do TNF-R1.  
A formação do complexo I leva a activação da via de NFкB e sobrevivência. A formação do 
complexo II leva a activação de apoptose pela via intrínseca ou mitocondrial. Adaptado de 
Papa et al., 2004. 
 
 

NFкB contrapõe a indução de apoptose via JNK através da activação 

transcricional de um grupo específico de genes (revisto em Bubici et al., 2004, Papa 

et al., 2006). Alguns exemplos descritos são Gadd45β,  XIAP ou A20, que actuam 

directamente na cascata de activação de JNK, e genes que inibem a formação de 

espécies reactivas de oxigénio (ROS), indutoras da via JNK por oxidarem e 

inactivarem fosfatases de MAPKs (MKP), como o gene da FHC (“ferritin heavy 

chain”) e da Mn-SOD (“Mn2+ superoxide dismutase”) (Fig. 5).  

O leque de genes sobre os quais NFкB actua e suas repercussões em várias vias 

de sinalização é vasto e ainda em parte desconhecido. O tipo de genes alvo de 

NFкB parece depender ainda do tipo de tecido e estímulo a actuar sobre a célula. De 

modo interessante, a flexibilidade desta via parece permitir ao organismo montar 

uma resposta anti-apoptótica nos mais variados contextos biológicos. 
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Figura 5. Genes indutíveis por NFкB inibidores da via JNK.  
Os genes A20, XIAP e Gadd45β estão descritos como actuando directamente na cascata de 
JNK. Genes como FHC e Mn-SOD bloqueiam JNK indirectamente através da inibição de 
acumulação de ROS (“oxigen reactive species”). Adaptado de Papa et al., 2006.  
 

 

É reconhecido à via de NFкB um papel fundamental nomeadamente na 

sobrevivência de células do sistema imunitário (revisto em Kucharczak et al., 2003). 

A proliferação de linfócitos B em resposta a antigénio parece depender da activação 

de NFкB mediada pelo receptor da célula B (BCR) e consequente activação de 

genes anti-apoptóticos. Também em linfócitos T “naïve”, a estimulação do seu 

receptor T (TCR) em conjunto com co-estimulação pela molécula CD28 induz uma 

activação de NFкB que se traduz em sobrevivência celular. No entanto existem 

também relatos de uma acção pró-apoptótica em linfócitos T activados, em que 

NFкB parece induzir a expressão de ligando Fas (FasL), desencadeando o processo 

de morte destas células denominado AICD (“activation induced cell death”). A acção 

de NFкB parece ser assim altamente complexa e depender do contexto celular em 

que é activado. 
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1.8. O VPSA e apoptose 

 

Uma das principais características da infecção por VPSA virulento em suínos 

domésticos é o desencadeamento de intensa apoptose em populações linfocitárias 

na vizinhança de células com replicação viral activa (Carrasco et al., 1996a, Gomez-

Villamandos et al., 1995a, Oura et al., 1998, Ramiro-Ibanez et al., 1996). Em órgãos 

linfoides há numa rápida e drástica perda de tecido (Carrasco et al., 1996a, Oura et 

al., 1998, Ramiro-Ibanez et al., 1996, Salguero et al., 2005). A comparação in vivo 

entre infecção com vírus de elevada e de moderada virulência, mostrou uma maior 

destruição de tecido linfoide e apoptose de linfócitos na infecção com o isolado 

altamente virulento, em associação com um maior número de macrófagos infectados 

(Oura et al., 1998).  

O mecanismo de indução de apoptose em linfócitos, células que não são alvo de 

infecção, ainda não está definido. A libertação de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF–α de macrófagos infectados tem sido referido como uma causa possível por 

vários autores (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et al., 1995a, Oura et al., 

1998, Salguero et al., 2005). A observação de apoptose in vivo nas células alvo 

principal da replicação, os macrófagos, foi relatada em animais infectados com 

isolados altamente virulentos (Ramiro-Ibanez et al., 1996, Salguero et al., 2005), 

apresentando esses macrófagos simultaneamente infecção por VPSA. 

A indução de apoptose em infecções in vitro foi referida anteriormente por alguns 

autores, em culturas de macrófagos de suíno infectadas com isolados virulentos 

(Neilan et al., 1997a, Ramiro-Ibanez et al., 1996) e em células de linha celular Vero 

infectadas com isolados adaptados (Carrascosa et al., 2002, Hernaez et al., 2004, 

Hurtado et al., 2004, Nogal et al., 2001). Em infecção de células Vero, modelo que 

tem sido utilizado na grande maioria dos estudos de apoptose, o sinal indutor de 

apoptose parece surgir logo após a descapsidação viral no citoplasma, não sendo 

necessária a síntese precoce de proteínas virais ou replicação do genoma viral para 

que a apoptose seja desencadeada (Carrascosa et al., 2002). A proteína viral 

estrutural p54 foi apontada como potencialmente implicada neste processo. Está 

envolvida no transporte do vírus ao longo do citoplasma em direcção ao local da 

fábrica viral após entrada na célula, interagindo com o complexo motor microtubular 

via DLC8, uma dineína citoplasmática de cadeia leve (Alonso et al., 2001). A p54 foi 

também reportada como indutora de apoptose quando expressa em células Vero, 
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induzindo actividade de caspase-3 e fragmentação nuclear (Hernaez et al., 2004). 

Contudo, durante a infecção, indicadores claros de apoptose como activação de 

caspases-9 e -3, e translocação da proteína pró-apoptótica Bim da família Bcl-2 da 

sua localização microtubular para a mitocôndria, começam a ser detectados a partir 

das 12h (Hernaez et al., 2004, Hurtado et al., 2004). Presença de citocromo c no 

citoplasma, clivagem do substrato PARP de caspase-3 e fragmentação 

internucleossómica do DNA são referidos às 16h (Carrascosa et al., 2002, Nogal et 

al., 2001). Nestas fases da infecção, a replicação do VPSA está em vias de ser 

concluída, e consequentemente, a apoptose da célula hospedeira não virá limitar a 

formação de progenia viral. Foi também detectada neste sistema de infecção 

actividade de caspase-8, uma caspase iniciadora da via de apoptose extrínseca ou 

mediada por receptores, tendo no entanto níveis muito menos expressivos do que a 

actividade de caspase 9, iniciadora da via intrínseca ou mitocondrial (Carrascosa et 

al., 2002, Hurtado et al., 2004, Nogal et al., 2001). Este facto aponta para uma 

indução de apoptose preferencialmente pela via intrínseca ou mitocondrial, em 

detrimento da via mediada por receptores, durante a infecção por VPSA.  

A proteína celular p53 supressora de tumores é também induzida durante 

infecção de células Vero por VPSA adaptado. Detectou-se um aumento de p53 a 

partir das 3h de infecção, sendo esta transcricionalmente activa, estabilizada por 

fosforilação e de localização nuclear a partir das 4h de infecção (Granja et al., 

2004a). De acordo com esta observação, a expressão de outras proteínas cuja 

transcrição é dependente de p53, como p21 e a pró-apoptótica Bax, estão também 

claramente aumentadas 13h pós-infecção, uma fase em que se observa também 

actividade de caspases. No entanto, a activação de caspase-3 em infecção por 

VPSA não parece ser um processo dependente de p53, uma vez que após 

tratamento com o inibidor da tradução proteica cicloheximida, apesar de não ser 

detectada p53, continua a ocorrer activação de caspase-3 às 13h de infecção. 

Estudos de apoptose em macrófagos infectados in vitro foram realizados apenas 

com isolados virulentos de VPSA, revelando indução de fragmentação 

internucleossómica do DNA a tempos tardios de infecção, entre as 16 e 24h (Neilan 

et al., 1997a, Ramiro-Ibanez et al., 1996).   

Embora o macrófago seja considerado o alvo preferencial da infecção por VPSA, 

existem também descrições de infecção in vivo em células vasculares endoteliais 

(Gomez-Villamandos et al., 1995a, Gomez-Villamandos et al., 1995c, Ramiro-Ibanez 
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et al., 1996), com desencadeamento de anomalias de coagulação e hemorragias 

características da PSA. Células endoteliais de suíno infectadas in vitro com o isolado 

virulento Malawi Lil 20/1 revelaram uma indução de apoptose muito precoce, 

surgindo clivagem de PARP indicativa de actividade de caspase-3 às 4h pós-

infecção (Vallee et al., 2001). A observação de fragmentação e condensação do 

DNA às 18h de infecção, nas células com fábricas virais e portanto com replicação 

viral activa, mostrou que estas morrem por apoptose. Apesar disso, os autores 

referem que a infecção é produtiva, com produção de progenia viral a níveis 

semelhantes aos de culturas de macrófagos alveolares de suíno infectados nas 

mesmas condições, pelo que o vírus conseguirá completar o seu ciclo de vida antes 

da morte efectiva das células endoteliais. Em correlação com a precocidade no 

desencadeamento de apoptose nestas células, os autores observaram que a 

subunidade de 65 kDa ou RelA (p65) do NFкB é degradada a partir das 4h de 

infecção, desaparecendo pelas 18h, num processo inibido por um bloqueador geral 

de caspases, zVAD-fmk, e portanto dependente destas proteases. Igualmente, o 

fenótipo pró-inflamatório parece ser inibido durante a infecção, tendo os autores 

detectado inibição da expressão à superfície da molécula de adesão E-selectina, de 

MHC classe I, e da transcrição das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e IL-8. Por outro 

lado, o fenótipo pró-coagulante foi induzido, verificando-se um aumento da 

expressão de TF (“tissue factor”), um iniciador essencial da coagulação sanguínea. 

 

1.8.1. Mecanismos potenciais de modulação de apoptose na célula 

hospedeira 

 

Ao infectar uma célula, a maioria dos vírus induz sinalização pró-apoptótica que 

permite aos organismos hospedeiros limitar a sua disseminação. Os vertebrados 

superiores desenvolveram dois mecanismos principais para controlar as infecções 

virais, com base na eliminação de células infectadas por apoptose. Um destes 

mecanismos baseia-se numa resposta imunitária, na qual péptidos virais são 

apresentados na superfície celular, no contexto de antigénios de 

histocompatibilidade. Estes são reconhecidos por LCTs, que por sua vez dão um 

sinal indutor de apoptose à célula infectada. O outro mecanismo de defesa é 

autónomo da célula infectada, que “detecta” uma activação não planeada do seu 

ciclo celular por proteínas virais, desencadeando ela própria a sua morte por 
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apoptose. Por outro lado, no processo de apoptose, a fragmentação celular em 

corpos apoptóticos, que são fagocitados sem provocar uma resposta imunitária, 

poderá representar um meio pelo qual o vírus induz a morte da célula hospedeira, 

limitando a resposta inflamatória e outras respostas imunitárias, ao mesmo tempo 

que dissemina a sua progenia (O'Brien, 1998). Muitos vírus desenvolveram 

estratégias de evasão controlando o desencadeamento de apoptose na célula 

hospedeira (Aubert & Jerome, 2003, Benedict et al., 2002, Hay & Kannourakis, 

2002). Igualmente, o VPSA possui no seu genoma o gene 5-HL (denominado A179L 

no isolado adaptado a células Vero Ba71V), homólogo ao conhecido inibidor de 

apoptose, bcl-2 (Neilan et al., 1993, Yanez et al., 1995). A ORF LMW5-HL foi 

identificada primeiramente no isolado virulento Malawi Lil-20/1, possui 537 pb e 

codifica para uma proteína de 179 aminoácidos com uma massa molecular de 18 

kDa. Possui um elevado grau de semelhança com bcl-2, com 26% identidade e 47% 

conservação relativamente à sequência de aminoácidos (Neilan et al., 1993), e 

contém todos os domínios BH da proteína Bcl-2 (Afonso et al., 1996). A proteína 

viral é detectada precocemente em macrófagos infectados, após 3-5h, aumentando 

os seus níveis de expressão a tempos mais tardios (Afonso et al., 1996, Neilan et al., 

1993). É altamente conservada em diferentes isolados de PSA, tanto virulentos 

como adaptados a linha celular Vero (Afonso et al., 1996). O elevado grau de 

conservação em conjunto com a impossibilidade até a data de criar vírus delectados 

para este gene, sugerem fortemente que o 5-HL poderá ser um gene essencial para 

a propagação viral. A sua funcionalidade na modulação de apoptose foi verificada 

em células de linha, transfectadas com vectores de expressão para A179L e 

posteriormente induzidas a morrer por apoptose. A expressão da proteína viral 

nessas condições diminuiu efectivamente os níveis de apoptose das células (Afonso 

et al., 1996, Brun et al., 1996, Revilla et al., 1997), embora se tenha mostrado menos 

eficaz que Bcl-2 expressa do mesmo modo (Afonso et al., 1996, Revilla et al., 1997). 

De modo interessante, a protecção de apoptose na linha celular de insecto Sf9 após 

infecção com baculovírus recombinante expressando 5-HL, depende da adesão 

celular, uma vez que em células em suspensão a expressão da proteína viral já não 

inibe apoptose provocada pela infecção (Brun et al., 1998). É conhecido o papel que 

a adesão celular tem para a transdução de sinalização pró-sobrevivência e 

proliferação, uma vez que a maioria das células normalmente aderentes entra em 

apoptose quando não tem ligação à matriz extracelular, um processo denominado 
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de “anoikis” (Gilmore, 2005). Este estudo parece indicar uma interligação entre a 

proteína viral e componentes de um citoesqueleto celular organizado, que na célula 

infectada poderá permitir a transdução intracelular de sinais de sobrevivência.  

Uma outra ORF de VPSA tem homologia aos genes iap, tendo sido denominada 

4-CL no isolado Malawi Lil-20/1 (Neilan et al., 1997a) e A224L no isolado Ba71V 

(Yanez et al., 1995). Codifica para uma proteína com um único domínio conservado 

BIR no terminal NH2, e uma sequência C-terminal que poderá constituir um domínio 

“zinc finger” do tipo 4-cisteína (C4) (Chacon et al., 1995), ao contrário do que 

acontece em IAPs de baculovírus e celulares, que geralmente possuem na região C-

terminal um domínio “RING finger” (C3HC4). Existe uma semelhança de 94,6% e 

91,5% identidade ao nível de aminoácidos entre a proteína de Malawi e de Ba71V, 

possuindo a de Ba71V menos 14 aminoácidos na zona amino-terminal que a 

proteína prevista para Malawi. A análise da sequência desta ORF em diferentes 

isolados, Europeus, das Caraíbas, de argasídeos e de suínos Africanos, mostrou um 

elevado grau de conservação, sendo o Malawi Lil-20/1 aquele que possui a maior 

diferença neste locus comparativamente com os outros isolados (Neilan et al., 

1997a).   

Em infecção de células Vero, A224L é descrito como sendo expresso em fase 

tardia da infecção, codificando para uma proteína estrutural tardia com 27 KDa que é 

englobada nos novos viriões (Chacon et al., 1995). A acção deste gene viral tem no 

entanto gerado alguma controvérsia. A sua delecção do isolado Malawi Lil-20/1 

parece não ser relevante para a replicação em macrófagos in vitro nem para a 

virulência em suínos. Observaram-se ainda níveis de sobrevivência e de apoptose 

semelhantes em infecção in vitro por vírus delectado e vírus parental, pelo que 

ausência desta proteína neste modelo de infecção não parece conduzir a maior 

apoptose das células hospedeiras (Neilan et al., 1997a). Em oposição, um outro 

estudo de transfecção e sobreexpressão do gene A224L em células de linha 

contínua Vero, mostrou inibição da actividade de caspase-3 após indução exógena 

de apoptose, com staurosporina ou TNF-α e cicloheximida (Nogal et al., 2001). A 

infecção com vírus delectado em A224L resultou igualmente numa maior actividade 

de caspase-3 e menor viabilidade celular a tempo tardio, comparativamente com 

infecção por vírus parental Ba71V. Ainda, A224L parece ser co-precipitada com o 

fragmento proteolítico de caspase-3, indicando que à semelhança de outras 

proteínas da família IAP, a proteína viral parece interagir com o fragmento activo de 
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caspase-3, desse modo putativamente inibindo a sua actividade (Nogal et al., 2001). 

A discrepância de resultados obtidos nestes dois estudos poderá dever-se aos 

diferentes sistemas de infecção, no primeiro caso com vírus virulento em macrófagos 

de suíno, a célula natural alvo de infecção, e no segundo com vírus avirulento 

adaptado a células Vero. No entanto, as proteínas também são diferentes, uma vez 

que A224L possui menos 14 aminoácidos que 4-CL. Serão necessários mais 

estudos para esclarecer estas diferenças. 

Foi ainda descrita uma nova função para a proteína A224L, a de induzir 

activação de NFкB. Esta acção foi observada em células Jurkat expressando o gene 

viral (Rodriguez et al., 2002), num processo cuja via molecular é ainda desconhecida 

mas que parece envolver a activação de IKKs celulares, responsáveis pela 

fosforilação e consequente degradação dos inibidores IкB de NFкB. Esta via de 

actuação de A224L, em conjunto com a inibição da actividade de caspase-3 atrás 

descrita, poderá constituir uma importante ferramenta viral no controlo da apoptose 

na célula hospedeira. Existe no entanto outra proteína viral com o efeito oposto 

sobre NFкB, a homóloga de IкB, A238L. A vantagem para o vírus na inibição de 

NFкB reside no facto de esta família de factores de transcrição poder induzir a 

transcrição de genes imunomoduladores, responsáveis pelo recrutamento de células 

inflamatórias para locais de infecção. No entanto, NFкB está também envolvido na 

activação transcricional de genes anti-apoptóticos, pelo que a sua inibição terá em 

contrapartida um efeito pró-apoptótico. Estes genes virais estão descritos como 

sendo expressos em fases diferentes da infecção, A238L em fases precoces e 

A224L em fases tardias. A224L poderá travar a via de execução de apoptose a 

tempos mais tardios de infecção, enquanto o homólogo de bcl-2, 5-HL/A179L poderá 

actuar no mesmo sentido a tempo precoce. Por outro lado, A238L também inibe a 

actividade de fosfatase da calcineurina (Miskin et al., 1998), que além da activação 

do factor de transcrição NFAT como atrás referido, parece activar também por 

desfosforilação a proteína pró-apoptótica Bad da família Bcl-2 (Wang et al., 1999). 

Deste modo, inibindo a calcineurina será previsível que A238L tenha por esta via um 

papel anti-apoptótico, em oposição ao que acontece com a inibição de NFкB. A238L 

parece ter assim um importante e complexo leque de efeitos reguladores na célula 

infectada.  

A proteína de VPSA homóloga de lectinas animais de tipo C, denominada 8-CR 

no isolado patogénico Malawi Lil-20/1 (Neilan et al., 1999) e EP153R no isolado 
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adaptado a células Vero Ba71V (Yanez et al., 1995), está envolvida no processo de 

hemadsorção (Galindo et al., 2000a). Recentemente foi descrita também como 

inibidora de apoptose em modelo de infecção de células Vero (Hurtado et al., 2004), 

sendo detectada a partir das 6h de infecção nestas células (Galindo et al., 2000a). 

Na infecção com um mutante de delecção em EP153R, observou-se um aumento de 

actividade de caspase-3 e da percentagem de células apoptóticas, em comparação 

com a infecção com vírus parental (Hurtado et al., 2004). Estudos de expressão em 

células Vero dos mesmos autores, mostraram que a presença de EP153R provoca 

uma diminuição da actividade de p53 como factor de transcrição e da actividade de 

caspase-3, após tratamentos com drogas indutoras de apoptose. No entanto, em 

modelo de infecção in vitro em macrófagos de suíno com vírus delectado em 8-CR, 

o crescimento viral foi semelhante ao de infecção com vírus parental Malawi Lil-20/1 

(Neilan et al., 1999), pelo que este gene não parece ser essencial para a replicação 

viral. Concordantemente, apesar de 8-CR ser conservado entre isolados virulentos 

de VPSA, a infecção in vivo com o mutante de delecção provocou o mesmo curso de 

doença que a infecção com o isolado parental, com 100% de mortalidade entre os 

animais infectados (Neilan et al., 1999). A existência de outros genes no genoma 

viral com capacidade de inibir apoptose nas células hospedeiras, como 5-HL e 4-CL, 

poderá compensar a acção de 8-CR na modulação de apoptose no macrófago 

hospedeiro da infecção. 

 

O VPSA é um vírus complexo que possui vários genes permitindo manipular o 

desencadeamento de apoptose na célula infectada, para além de respostas 

imunológicas do hospedeiro. O facto de o seu alvo preferencial de infecção serem 

células de defesa imunitária, os macrófagos, torna os estudos de mecanismos de 

morte celular nestas células essenciais para o esclarecimento da patogénese da 

doença e evasão viral. 
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2. OBJECTIVOS 
 

 

A infecção preferencial de macrófagos de suíno por VPSA constitui 

provavelmente o facto de maior relevância na patogenia da doença, em virtude 

daquelas células desempenharem um papel primordial no desencadeamento de 

respostas imunitárias inespecíficas, e na orquestração e activação de mecanismos 

específicos de protecção. A patogenia da infecção por VPSA de diferente virulência 

dependerá entre outros, da sua capacidade em modular diferentes funções dos 

macrófagos, em particular os mecanismos de morte celular que podem influenciar 

aspectos relevantes na infecção, estimulando ou impedindo o(s) processo(s) 

conducente(s) ao desenvolvimento de mecanismos de protecção imunitária. 

A apoptose é um mecanismo de morte celular silencioso, que culmina no 

desmantelamento das células em corpos apoptóticos que são fagocitados por 

células vizinhas, sem derramamento do conteúdo celular e portanto sem 

desencadeamento de processos inflamatórios. É induzida muitas vezes em 

resultado de infecção viral, pelo que muitos vírus desenvolveram estratégias para a 

sua modulação de modo a conseguirem completar o seu ciclo de vida antes da 

morte efectiva das células hospedeiras. Esta modulação de apoptose é ainda pouco 

conhecida na infecção de macrófagos de suíno por isolados de diferente virulência 

de VPSA. Neste contexto, o presente trabalho teve como objectivo comparar 

diferentes aspectos do desencadeamento e da evolução de apoptose, num modelo 

de estudo in vitro em que se utilizaram culturas de macrófagos de suíno infectadas 

em paralelo com os isolados L60, altamente virulento, e NHV, de baixa virulência. 

Para tal, foram pesquisados e quantificados indicadores bioquímicos reveladores do 

desencadeamento de apoptose nas células, como fragmentação internucleossómica 

do DNA, activação de caspase-3, avaliação da morfologia nuclear, e ainda 

viabilidade celular, em fase precoce da infecção, enquanto decorre a replicação viral 

(cerca das 8h de infecção), e fase tardia, com o ciclo viral concluído (cerca das 18h 

de infecção).  

Explorou-se a possibilidade de a infecção viral poder conduzir a protecção dos 

macrófagos contra apoptose induzida por indutores exógenos. Com o objectivo de 

esclarecer os mecanismos subjacentes à eventual modulação da apoptose na célula 

hospedeira pelos isolados de VPSA em estudo, estudou-se a expressão dos genes 
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virais putativamente inibidores de apoptose, 5-HL homólogo de bcl-2 e 4-CL 

homólogo de iap, ao longo de ambas as infecções.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1. Obtenção de culturas primárias de macrófagos de suíno 

 

Foram colhidas amostras de sangue de suínos Large White x Land Race no 

momento da sangria no matadouro. Para o efeito, utilizaram-se frascos de vidro 

estéreis contendo heparina (10 – 20 UI/ml de sangue) e uma suspensão de Dextran 

T500 a 5% (p/v) em solução salina balanceada de Hanks (SSBH), na concentração 

final de 10% (v/v) do fluido sanguíneo. Após incubação de cerca de 15 minutos a 37 

ºC, de modo a permitir a sedimentação dos eritrócitos, os sobrenadantes 

enriquecidos em leucócitos foram colhidos, diluídos 1:1 em meio de cultura completo 

(RPMI 1640 com 100 IU/ ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina e 20 mM HEPES) e 

distribuídos em frascos de cultura de tecidos (T175, Nunc), em volumes de 100 

ml/frasco. Estes foram incubados em estufa a 37 ºC, durante 48h, de modo a 

permitir a aderência e consequente diferenciação de monócitos em macrófagos. Os 

tapetes celulares de macrófagos assim obtidos foram lavados duas vezes com PBS 

(NaCl 137 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2HPO4 2 mM, pH 7,4) aquecido a 37 

ºC, de modo a retirar as células não aderentes. As células aderentes foram 

destacadas após incubação com uma solução a 0,03% (p/v) de Na2EDTA em PBS 

durante 15 minutos a 4 ºC. As suspensões celulares assim obtidas foram 

centrifugadas a 400xg durante 10 minutos a 4 ºC. O “pellet” de células obtido foi 

lavado em meio de cultura completo por centrifugação a 400xg, 10 minutos a 4 ºC, e 

finalmente ressuspenso em meio completo suplementado com 10% SFB. A 

quantificação das células obtidas e o índice de viabilidade celular foram 

determinados através coloração com corante vital Azul Tripano e contagem em 

câmara de Neubauer. Os macrófagos foram então ressuspendidos em meio de 

cultura completo suplementado com 10% SFB, à concentração desejada para os 

diferentes ensaios e nos suportes de cultura adequados. Foram incubados durante 

cerca de 4h a 37 ºC, 5% CO2, humidade relativa superior a 80%, de forma a permitir 

a aderência das células antes do início dos ensaios (condições de rotina de cultura). 
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3.2. Propagação de VPSA em culturas enriquecidas de macrófagos 

 

Culturas de macrófagos obtidas como descrito em 3.1., após incubação de 48h 

em frascos de cultura de tecidos, foram lavadas com tampão PBS aquecido a 37 ºC 

de modo a remover células não aderentes. Adicionaram-se às culturas as 

suspensões virais a propagar (NHV e L60), e estas foram incubadas durante 1h a 37 

ºC, 5% CO2, humidade relativa superior a 80%, de modo a facilitar a adsorção viral 

às células. Após incubação, adicionou-se meio de cultura completo suplementado 

com 10% SFB e a incubação prosseguiu em estufa até se observar efeito citopático 

(ECP - células com morfologia característica, de contorno arredondado e agrupadas 

em cacho, com citoplasma granular) em aproximadamente 80% das células (cerca 

de 72h após infecção). As culturas foram então submetidas a 3 ciclos de congelação 

a -70 ºC e descongelação, de modo a promover a lise celular e consequente 

libertação de vírus para o meio. As suspensões virais assim obtidas foram 

clarificadas por centrifugação a 1300xg, 30 minutos a 4 ºC (centrífuga Beckman 

GPR, rotor GH 3.7) e os sobrenadantes resultantes congelados a -70 ºC até à sua 

utilização. 

 

3.3. Semipurificação de VPSA 

 

Suspensões virais obtidas como descrito em 3.2. foram centrifugadas a 21.500xg 

durante cerca de 16h a 4 ºC (Sorvall RC5C, rotor GSA). Os sedimentos resultantes 

foram ressuspendidos numa solução de Tris 20mM, EDTA 1mM, NaCl 1M, durante a 

noite a 4 ºC. Foram de seguida colocados sobre almofada de sacarose a 25%, e 

ressedimentados por ultracentrifugação a 103.745xg (RCFav, Beckman XL-90, rotor 

SW 28), durante 90 minutos a 15 ºC. Seguiu-se nova ressuspensão em 2 ml de meio 

de cultura completo, durante cerca de 16h a 4 ºC, e conservação a -70 ºC até à sua 

utilização.  

 

3.4. Titulação de VPSA 

 

Suspensões de macrófagos obtidos como descrito em 3.1. foram colocados a 

uma concentração de 3 a 5 x 105 células/ml em meio RPMI completo suplementado 

com 10% SFB e 30% de sobrenadante de células L929 como fonte de CSF (“colony 
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stimulating factor”). Após adição de eritrócitos de suíno numa concentração final de 

0,01% (v/v), foram distribuídos em microplaca de cultura de células de 96 alvéolos 

(Nunc) (100 µl por alvéolo) e incubados durante cerca de 16h a 37 ºC, 5% CO2, 

humidade relativa superior a 80%.  

Foram feitas diluições logarítmicas seriadas de base 10 de suspensões virais a 

titular, em meio de cultura completo suplementado com 10% SFB. Estas diluições 

foram inoculadas nas culturas de macrófagos em microplaca (5 alvéolos por diluição, 

100 µl de inóculo por alvéolo) seguindo-se incubação a 37 ºC, 5% CO2, em 

humidade relativa superior a 80% durante 7 dias. Após este tempo, consideram-se 

positivos os alvéolos contendo células com efeito citopático ECP e hemadsorção 

(HAD) apenas no caso do vírus hemadsorvente (L60) (Malmquist & Hay, 1960a) 

(Fig. 6). O título viral foi determinado pelo método de Kärber (Karber, 1931) e 

expresso em TCID50/ml (“tissue culture infectious dose”, quantidade de agente 

patogénico capaz de provocar uma alteração patológica em 50% dos animais ou 

culturas celulares inoculados). 

 

 

 
 
Figura 6. Observação da morfologia de macrófagos em cultura através de microscopia 
óptica: células controlo não infectadas (C), efeito citopático e hemadsorção em infecção com 
L60, e efeito citopático em infecção com NHV. 
 

 

3.5. Infecção in vitro de culturas de macrófagos com VPSA 

 

Culturas de macrófagos obtidas tal como descrito em 3.1. foram lavadas antes da 

infecção com meio de cultura aquecido a 37 ºC de forma a remover células não 

aderentes. Os isolados virais ASFV/L60 (L60) e ASFV/NH/P68 (NHV), na forma 

semi-purificada, foram adicionados na multiplicidade de infecção (MOI) desejada, 
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num volume mínimo de meio de cultura completo de modo a cobrir o tapete celular. 

Seguiu-se 1h de incubação em estufa a 37 ºC e 5% CO2, humidade relativa superior 

a 80%, de modo a promover a adsorção viral e sincronização da infecção. Após 

duas lavagens das células com meio de cultura aquecido para remoção do excesso 

de vírus não adsorvido, repôs-se o meio de cultura completo, suplementado com 

10% SFB, e prosseguiu-se a incubação em estufa durante os tempos estipulados 

para cada ensaio realizado. 

 

3.6. Avaliação de parâmetros da infecção com L60 e NHV em culturas de 

macrófagos 

 

3.6.1. Quantificação de progenia viral no sobrenadante de culturas 

 

Culturas de macrófagos em placas de cultura de tecidos de 48 alvéolos (1,5 x 105 

células por alvéolo com 0,5 ml de meio de cultura) foram infectadas em paralelo com 

MOI 5 de cada isolado viral. Após 18h de infecção, os sobrenadantes foram colhidos 

e titulados segundo o procedimento referido em 3.4.    

 

3.6.2. Determinação do número de células infectadas em cultura  

 

Foram feitas culturas de macrófagos sobre lâminas com câmaras de cultura (Lab-

Tek Chamber Slide, Nunc, com 8 câmaras) (1 x 105 células/câmara, 300 µl de 

volume de cultura). Para evitar o destacamento das células, principalmente a tempos 

tardios de infecção, as lâminas foram previamente revestidas com Poly-L-Lisina. 

Para tal, adicionou-se solução contendo este polímero (P 8920, Sigma) a cada 

câmara de forma a cobrir a superfície de cultura, deixando-se actuar 5 minutos à 

temperatura ambiente. Escorreu-se o excesso de solução e as lâminas foram secas 

à temperatura ambiente durante a noite e finalmente esterilizadas sob UVs, durante 

30 minutos, em ambiente estéril de câmara de fluxo laminar. Culturas realizadas 

neste suporte foram infectadas paralelamente com L60 e NHV. Culturas não 

infectadas tratadas do mesmo modo foram utilizadas como controlo dos ensaios. 

Após 8h ou 18h de infecção ou cultura, o meio foi retirado e as células foram fixadas 

com uma solução de formaldeído a 4% em PBS durante 10 minutos à temperatura 

ambiente. Seguiram-se duas lavagens com PBS, permeabilização através de 
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solução a 0,1% Triton em PBS durante 20 minutos, e nova lavagem das células com 

0,05% Tween em PBS, 5 minutos à temperatura ambiente.  

As preparações de células com 8h de infecção ou cultura foram incubadas com 

um soro de coelho anti-VP32, uma proteína viral precoce expressa a partir das 2h de 

infecção (Prados et al., 1993), durante 1h à temperatura ambiente (anticorpo 

primário). Seguiram-se 3 lavagens com 0.05% Tween em PBS e incubação com um 

soro revelador anti-Ig de coelho (anticorpo secundário), conjugado com isotiocianato 

de fluoresceína (FITC), durante 1h à temperatura ambiente no escuro (ambos os 

soros foram gentilmente cedidos por Michael Parkhouse, IGC, Oeiras). As 

preparações de células com 18h de infecção ou cultura foram incubadas 

directamente com um soro anti-VPSA conjugado com FITC durante 30 minutos a 37 

ºC, em ambiente com humidade relativa elevada para prevenir a secagem das 

lâminas durante a incubação, no escuro. 

Após incubações com os diferentes soros, as lâminas foram lavadas 3 vezes com 

0,05% Tween em PBS e incubadas com o fluorocromo de DNA Hoechst 33258 

(Sigma) numa concentração de 5 µg/ml em PBS, durante 3 minutos. Seguiram-se 

novas lavagens como anteriormente e finalmente as lâminas foram montadas com 

PBS/glicerol 3:1 v/v sob lamela e visualizadas ao microscópio de fluorescência com 

filtro para fluoresceína, de modo a visualizar as células infectadas, e filtro para DAPI, 

permitindo visualizar os núcleos celulares.  

Foram contadas no mínimo 200 células em diferentes campos da lâmina para 

cada condição.  

 

3.7. Determinação da viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi determinada em culturas de macrófagos em microplaca 

de 96 alvéolos (5 x 104 células/alvéolo num volume de 100 µl), após os diferentes 

tratamentos e/ou infecções, através de adição da solução “CellTiter 96 AQueos One 

Solution Cell Proliferation Assay” (Promega), segundo as instruções do fabricante. O 

composto MTS componente desta solução é reduzido pelas células 

metabolicamente activas, dando origem a coloração do meio de cultura com 

intensidade proporcional ao nº de células viáveis. A absorvância é medida a 490 nm 

directamente na placa de cultura através de um leitor de placas (iEMS Reader MF, 

Labsystems). 
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3.8. Pesquisa de indicadores de apoptose 

 

3.8.1. Fragmentação internucleossómica (FIN) de DNA 

 

3.8.1.1. Visualização do padrão de migração do DNA em electroforese  

 

Após as diferentes infecções e/ou tratamentos de culturas de macrófagos em 

placas de 12 alvéolos (6 x 105 células por alvéolo num volume de 1 ml), o 

sobrenadante foi retirado para microtubos e as células aderentes lisadas no local 

adicionando-se directamente sobre estas 200 µl de tampão de lise do kit “High Pure 

Viral Nucleic Acid Kit” (Roche). Após centrifugação dos sobrenadantes a cerca de 

750xg 3 minutos, ressuspendeu-se o sedimento de células obtido num volume 

mínimo, que se adicionou aos volumes de lise das células aderentes, prosseguindo-

se o processo de extracção segundo instruções do fabricante. No final da purificação 

o DNA foi eluído num volume de 100 µl (em Tris 10 mM pH 8,5) e quantificado por 

espectrofotometria através da leitura de absorvâncias a 260 e 280 nm.  

Para verificar a origem de uma banda observável nas electroforeses de DNAs 

extraídos por esta metodologia, alguns dos DNAs obtidos (alíquotas de 0,4 µg), 

foram tratados com 2 µg/ml RNase A (Gentra) durante 20 minutos à temperatura 

ambiente.  

Em alguns dos ensaios iniciais utilizou-se outro kit para extracção de DNA, o 

“Suicide-Track DNA ladder isolation kit” (Oncogene). Brevemente, após remoção dos 

sobrenadantes das culturas, adicionaram-se 55 µl de solução de lise (“Solution 1”) 

directamente sobre as células aderentes. Os lisados obtidos foram transferidos para 

microtubos, e a extracção prosseguida segundo as instruções do fabricante para 

isolamento de DNA total (“Procedure 2”), que incluiu tratamento para eliminação de 

RNA, precipitação do DNA, lavagem em soluções etanólicas e finalmente 

ressuspensão em 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA. 

1 µg de DNA (ou 0,4 µg no caso de tratamento com RNase) foi misturado com 

tampão de aplicação de amostra em gel (6 x: sacarose 40% (p/v) e azul de 

bromofenol 0,25% (p/v) em água), na proporção de 6 para 1 (v/v), e submetido a 

electroforese em gel horizontal de agarose a 1,2% (p/v) em tampão TAE 1x (40 mM 

Tris base, 1 mM EDTA pH 8, 20 mM ácido acético). Aplicou-se uma voltagem de 5 

V/cm até se observar a banda indicadora azul a 1-2 cm do final do gel. Após 
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incubação em solução com brometo de etídio (0,5 µg/ml) durante cerca de 20 

minutos, o gel foi observado e fotografado sobre transiluminador para visualização 

do padrão de migração do DNA. Um padrão de migração em escada, de fragmentos 

de tamanhos múltiplos de 180 pb, é indicativo de células apoptóticas.  

 

3.8.1.2. Quantificação de oligonucleossomas de DNA por ELISA 

 

Fragmentos de DNA associados a histonas (mono e oligonucleossomas de 

DNA), resultantes de clivagem internucleossómica do DNA em células apoptóticas, 

foram quantificados através do kit “Cell death detection ELISAPLUS” (Roche) segundo 

instruções do fabricante. Brevemente, após os diferentes tratamentos e/ou infecções 

em culturas de macrófagos em placas de 96 alvéolos (3 x 104 células por alvéolo, 

num volume de 100 µl), estas foram centrifugadas e o sobrenadante retirado 

cuidadosamente. As células na placa foram lisadas por adição de tampão de lise do 

kit, com consequente libertação das fracções citoplasmáticas contendo 

oligonucleossomas de DNA para o meio (Fig. 7, A). Após nova centrifugação, uma 

alíquota de 20 µl foi transferida para microplaca revestida com estreptavidina. Os 

fragmentos de oligonucleossomas presentes na amostra são ligados por anticorpos 

contra histonas conjugados com biotina, e contra DNA conjugados com peroxidase, 

que são adicionados a cada poço da placa de ELISA, formando um complexo em 

“sandwich” (Fig. 7, B). Após lavagens para remoção de anticorpos não ligados, a 

adição de um substrato da peroxidase (ABTS) dá origem a uma reacção 

colorimétrica, quantificável por espectrofotometria. No final das reacções registaram-

se as absorvâncias a 405 e 490 nm num leitor de placas (iEMS Reader MF, 

Labsystems), sendo o resultado final obtido pela diferença Abs405nm – Abs490nm. Cada 

amostra foi analisada em duplicado.  

Em alguns ensaios quantificaram-se igualmente os nucleossomas de DNA no 

sobrenadante das culturas (resultado de lise celular, devido a necrose ou apoptose 

tardia), transferindo-se alíquotas de 20 µl destes para a placa revestida com 

estreptavidina, e seguindo-se o mesmo procedimento descrito para as alíquotas das 

fracções citoplasmáticas. Esta quantificação foi realizada nos casos em que se 

pretendeu verificar se os diferentes tratamentos ou infecções estariam a induzir lise 

celular.  
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Figura 7. Representação esquemática da metodologia ELISA “sandwich” para quantificação 
de oligonucleossomas de DNA. 
Amostras constituídas por lisados celulares ou sobrenadantes de cultura (A) são 
transferidas para microplaca revestida com estreptavidina e incubadas com uma mistura de 
anticorpos anti-histona-biotina e anti-DNA-peroxidase (B). Estes ligam-se aos nucleossomas 
presentes na amostra e após lavagem dos anticorpos não ligados, a quantidade de 
peroxidase retida no imunocomplexo é determinada fotometricamente através da sua 
reacção com o substrato ABTS. Adaptado da informação para o produto “Cell Death 
Detection ELISAPLUS” em www.roche-applied-science.com. 

 

 

3.8.2. Avaliação morfológica de apoptose: condensação e fragmentação da 

cromatina nuclear 

 

Culturas de macrófagos sobre lâminas com câmaras de cultura, obtidas como 

descrito em 3.6.2., após os diferentes tratamentos e/ou infecções, foram 

visualizadas ao microscópio de fluorescência com filtro para DAPI para observação 

A 

B 
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da morfologia nuclear. Os núcleos de células apoptóticas identificaram-se por 

apresentarem cromatina condensada (picnose) e por vezes fragmentada, que cora 

fortemente com o fluorocromo de DNA Hoechst 33258, enquanto que os núcleos de 

células normais coram uniformemente. Foram avaliadas cerca de 200 células por 

cada infecção e/ou tratamento de modo a determinar uma percentagem de células 

apoptóticas.  

 

3.8.3. Actividade de caspase-3 

 

Foram realizadas culturas de macrófagos em placas de Petri (Nunc 150326) 

numa concentração de 3 x 106 células por placa em 3 ml de meio de cultura. Após os 

diferentes tratamentos e/ou infecções, os sobrenadantes foram colhidos para tubos 

de 15 ml (Nunc) e colocados em gelo. As placas de Petri contendo células aderentes 

foram também colocadas sobre gelo e lavadas com PBS a 4 ºC, adicionando-se os 

volumes de lavagem aos do sobrenadante. Estes foram centrifugados (500xg, 10 

min, 4 ºC) de forma a colher as células que se tivessem destacado para o meio, e às 

células aderentes adicionou-se 100 µl de tampão de lise do kit “CasPACE Assay 

System, Colorimetric” (Promega). As células aderentes foram de seguida colhidas 

utilizando raspadores (“cell lifters” - Costar) e transferidas para microtubos, aos quais 

se juntou o sedimento de células obtido após centrifugação dos sobrenadantes. 

Procedeu-se à lise celular através de congelamentos/descongelamentos sucessivos 

(banho de etanol a -70 ºC / banho maria a 35 ºC), e os extractos celulares assim 

obtidos foram processados segundo as instruções do fabricante de forma a obter 

extractos proteicos. A proteína presente nos diferentes extractos foi quantificada 

pelo método de Bradford (Sigma B691620). Utilizaram-se 30 µg de proteína em 

reacção com o substrato colorimétrico de caspase-3/7, DEVD-pNA, segundo 

instruções do fabricante do kit acima referido, em microplaca de 96 alvéolos. A 

reacção colorimétrica foi quantificada através da leitura de absorvância a 405 nm em 

leitor de placas (iEMS Reader MF, Labsystems).  

 

3.8.3.1. Inibição de caspases com zVAD-fmk 

 

Para verificar a eficácia da inibição de caspases por zVAD-fmk, foram testadas 

duas concentrações deste inibidor sobre culturas de macrófagos obtidas como 



 
Materiais e métodos 

 52

referido em 3.8.3, nas quais foi induzida simultaneamente apoptose através de CHX. 

A culturas realizadas em paralelo começou por se adicionar zVAD-fmk numa 

concentração final de 50 µM [recomendada pelo fabricante do kit “CasPACE Assay 

System, Colorimetric” (Promega), do qual é componente o zVAD-fmk utilizado] ou de 

100 µM, seguida da adição de 10 µg/ml CHX. Uma das culturas realizadas em 

paralelo não sofreu qualquer tratamento (controlo negativo de apoptose), e a outra 

adicionou-se apenas a CHX (controlo positivo de apoptose). Após 8h de incubação 

foi quantificada a actividade de caspase-3 nas várias condições pela metodologia 

acima descrita.  

Nos ensaios em que se pretendeu inibir a actividade de caspases, o zVAD-fmk 

foi adicionado no início das infecções (após o período de adsorção viral), ou das 

culturas não infectadas realizadas em paralelo.  

 

3.9.  Indução exógena de apoptose 

 

Com o objectivo de induzir exogenamente apoptose em culturas primárias de 

macrófagos de suíno, foram testados alguns compostos descritos na literatura como 

indutores de apoptose: a citocina TNF-α (proteína recombinante de suíno, Biosource 

PSC 3014), os químicos cicloheximida (CHX) e staurosporina (STS) (Sigma, C 4859 

e S 5921 respectivamente). Foi ainda testada a privação de soro do meio de cultura 

(PS).  

Paralelamente a cada tratamento, culturas não tratadas (dos mesmos animais 

dadores) foram mantidas em parelo como controlo negativo de apoptose. O TNF-α 

foi adicionado ao sobrenadante de culturas nas concentrações de 100 e 200 ng/ml 

(de volume de cultura). Após 7h, 12h e 16h pesquisou-se a indução de apoptose 

através da visualização do padrão de migração do DNA em electroforese (3.8.1.1). 

Foi também testado o TNF-α em conjunto com CHX, nas concentrações de 100 

ng/ml e 5 µg/ml respectivamente, adicionados simultaneamente ao sobrenadante da 

cultura, e a CHX por si só, na concentração de 10 µg/ml. A indução de apoptose foi 

pesquisada após 16h de incubação, por visualização do padrão de migração do 

DNA. A CHX na concentração de 10 µg/ml foi ainda testada como indutora de 

apoptose num curto periodo de incubação, de 3h. Após este tempo quantificaram-se 

nas culturas tratadas os oligonucleossomas de DNA citoplasmáticos, a actividade de 
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caspase-3 e avaliou-se a morfologia nuclear (como descrito em 3.8.1.2., 3.8.3. e 

3.8.2. respectivamente). Para avaliação da lise celular induzida por CHX, 

quantificaram-se numa cultura tratada por um periodo de 7h os oligonucleossomas 

do sobrenadante para além dos citoplasmáticos (como descrito em 3.8.1.2). 

A STS foi testada preliminarmente adicionando-se nas concentrações de 0,05, 

0,1, 0,25 e 0,5 µM ao sobrenadante das culturas. Após 7h de incubação pesquisou-

se apoptose por visualização do padrão de migração electroforético do DNA. A 

indução de apoptose num periodo de incubação de 3h, semelhante à CHX, foi 

testada com uma concentração de 1 µM STS, utilizando-se as mesmas 

metodologias que para aquele composto, para pesquisa de apoptose em igual 

periodo de tempo. A avaliação de lise celular induzida por STS foi realizada como 

referido para a CHX, mas após um periodo de 3h de tratamento. 

Para verificar se a PS induzia apoptose no nosso modelo celular, foram 

realizadas em paralelo culturas de macrófagos com soro adicionado ao meio, na 

concentração normal de 10% soro fetal de bovino (SFB), e sem adição de soro. 

Após 8h e 18h de cultura, pesquisou-se apoptose pelas metodologias de 

quantificação de oligonucleossomas citoplasmáticos de DNA, actividade de caspase-

3 e avaliação da morfologia nuclear. 

 

3.10. Estudo da expressão de genes virais envolvidos na inibição de 

apoptose durante infecção por L60 e NHV 

 

3.10.1. Desenho de oligómeros  

 

Todos os oligómeros utilizados nos nossos estudos e mais adiante referidos 

foram desenhados utilizando o programa “Primer 3” (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) (Rozen & Stkaletsky, 2000). Subsequentemente, a 

sua especificidade para as sequências alvo foi testada através da ferramenta BLAST 

da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1990). Seleccionaram-

se apenas os oligómeros que mostraram 100% de identidade com as sequências 

alvo dos vários isolados de VPSA disponíveis, e que apresentaram simultaneamente 

níveis baixos de identidade com sequências de outros genomas da base de dados 

da NCBI. 
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3.10.2. Sequenciação dos genes virais 5-HL e 4-CL de L60 e NHV 

 

3.10.2.1. Obtenção de DNA viral 

 

Culturas de macrófagos em placa de cultura de 12 alvéolos (Nunc), na 

concentração de 6 x 105 células por alvéolo com 1 ml de meio, foram infectadas com 

MOI 3 de L60 e NHV. Após 16h de infecção retirou-se cuidadosamente o 

sobrenadante e adicionou-se directamente sobre as células 200 µl de tampão 

“binding buffer” e 50 µl proteinase K, componentes do kit de extracção de DNA 

utilizado “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche). Prosseguiu-se a extracção como 

recomendado pelo fabricante e eluíu-se o DNA no final em 50 µl de tampão de 

eluíção do kit.  

 

3.10.2.2. Amplificação de regiões genómicas contendo 5-HL e 4-CL 

  

Foram desenhados oligómeros para amplificarem regiões dos genomas de L60 e 

NHV contendo os genes 5-HL e 4-CL, com base na sequência nucleotídica do 

isolado Ba71V de VPSA totalmente sequenciado à data (acesso GenBank: 

NC_001659). Os oligómeros utilizados foram: 

- seq5HL (5’-3’): TTT CCT CCT GGT CGA GTT TG (forward) e GTT TCC TGT GTG 

CCC AAC TT (reverse), amplificando uma sequência de 899 pb, com início 280 pb a 

montante do codão de iniciação e término 79 pb a jusante do codão de terminação 

da tradução do gene 5-HL. 

- seq4CL (5’-3’): CTT TAT GAG AAC CTA CCT TCT TCG (forward) e CAG GGG 

AAA TAT AAC CGA GGA (reverse), amplificando uma sequência de 1022 pb, com 

início 129 pb a montante do codão de iniciação e término 218 pb a jusante do codão 

de terminação da tradução do gene 4-CL. 

2 µl de DNA obtido como descrito em 3.10.2.1. foram amplificados em PCR com 

0,6 µM de cada oligómero forward e reverse, através de uma mistura de reacção 

comercial 2 x concentrada contendo uma polimerase “proofreading” e todos os 

componentes necessários à polimerização, excepto oligómeros e DNA molde 

(Accuzyme Mix, Bioline). As condições de amplificação em termociclador para cada 

par de oligómeros foram:  
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- seq5HL: 95 ºC 4 min.; 37 ciclos de 95 ºC 30 seg., 65 ºC 30 seg, 72 ºC 2 min. 

e 15 seg.; 72 ºC 20 min. e 4 ºC ∞.  

- seq4CL: 95 ºC 4 min.; 38 ciclos de 95 ºC 30 seg., 59 ºC 30 seg, 72 ºC 2 min. 

e 15 seg.; 72 ºC 20 min. e 4 ºC ∞. 

Os produtos amplificados foram submetidos a electroforese em gel de agarose a 

1,5%, confirmando-se a obtenção de produtos do tamanho esperado (Fig. 8).  
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Figura 8. Electroforese de produtos de amplificação em DNA de L60 (L) e NHV (N), 
correspondentes a regiões genómicas contendo os genes 5-HL (A) e 4-CL (B).  
M - marcador de pesos moleculares de DNA (X – Roche). 

 

As bandas foram excisadas do gel e o DNA nelas presente extraído através do 

kit “High Pure PCR Product Purification Kit (Roche), segundo as instruções do 

fabricante, num volume final de 50 µl. Uma alíquota de cada DNA foi quantificada 

por espectrofotometria através da leitura da absorvâncias a 260 e 280 nm.  

 
3.10.2.3. Clonagem das sequências amplificadas e sequenciação  

 

Uma vez que os amplificados obtidos através de enzimas “proofreading” 

possuem extremidades cegas, procedeu-se a uma reacção de “A tailing” para 

clonagem em vector pGEM-T (Promega) (Fig. 9). 50 ng de DNA amplificado foram 

utilizados em reacção com tampão de Taq DNA polimerase 1 x (Amersham), 0,2 mM 

dATP e 5U Taq DNA Polimerase (Amersham), num volume total de 10 µl, a 70 ºC 

durante 30 min. 4 µl deste volume foi utilizado em reacção de ligação a vector 

pGEM-T (25 ng), segundo as instruções do kit de clonagem “pGEM-T Vector System 

II” (Promega), numa proporção de 1:2 de vector/inserto.  

A B 
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Figura 9. Mapa circular do vector utilizado para clonagem e posterior sequenciação dos 
genes virais 4-CL e 5-HL.  
Adaptado de www.promega.com. 

 

 

Após uma incubação de cerca de 16h a 4 ºC, utilizaram-se 2 µl de cada reacção 

de ligação às quais de juntaram 33 µl de células competentes JM109 para 

transformação, componentes do kit de clonagem. Após 20 minutos em gelo, aplicou-

se um choque térmico de 45-50 segundos a 42 ºC seguido de 2 minutos em gelo, ao 

fim dos quais se adicionou às células 970 µl de meio de cultura (LB Broth, Miller, L 

3152 Sigma) à temperatura ambiente. Seguiu-se uma incubação de 1,5h a 37 ºC 

com agitação suave, centrifugação a 750xg para sedimentar e concentrar as células 

transformadas num volume de cerca de 300 µl, e finalmente plaqueamento destes 

volumes em duplicado em placas de agar (LB Agar, Miller, L3027 Sigma), contendo 

100 µg/ml ampicilina, 0,5 mM IPTG e 80 µg/ml X-Gal. As placas foram incubadas a 

37 ºC durante cerca de 24h para permitir o crescimento de colónias e colocadas de 

seguida a 4 ºC até à sua utilização. Para confirmar a presença de fragmento 

inserido, algumas das colónias brancas obtidas (clones recombinantes) para cada 

tipo de sequência foram repicadas para tubos de 0,2 µl de PCR contendo 10 µl de 

água. A cada tubo foram adicionados os componentes necessários à amplificação 

por PCR, através dos oligómeros seq5HL e seq4CL, como descrito em 3.10.2.2. 

Alíquotas de cada PCR foram submetidas a electroforese, confirmando-se a 

presença dos clones esperados em praticamente todas as colónias testadas. 

Repicou-se uma colónia de cada clone recombinante e transferiu-se para frasco 

“erlenmeyer” contendo 7 ml de meio LB com 100 µg/ml ampicilina. Seguiu-se 
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incubação a 37 ºC com agitação suave durante a noite e extracção de plasmídio das 

culturas através do kit “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche) segundo instruções 

do fabricante, eluíndo-se no final o DNA plasmídico purificado em 75 µl de tampão 

de eluíção do kit.  

Alíquotas de 0,5 µl de cada plasmídio foram amplificadas através dos oligómeros 

seq5HL e seq4CL, como descrito em 3.10.2.2., ao que se seguiu electroforese em 

gel de agarose, confirmando-se a presença das sequências de 4-CL e 5-HL em cada 

plasmídio purificado. 2,5 µg de cada plasmídio foi enviado para sequenciação 

automática, de ambas as cadeias de DNA, recorrendo-se aos serviços externos de 

empresa especializada (STAB VIDA). O produto de amplificação para 5-HL foi 

também sequenciado directamente sem recorrer a clonagem.  

 
3.10.3. Extracção de RNA e tratamento com DNase 

 

Foi isolado RNA total de culturas de macrófagos em placa de 6 alvéolos 

contendo 1,5 x 106 células, controlo não infectadas e infectadas com MOI 3 de L60 e 

NHV, utilizando-se o reagente Trizol (Gibco-BRL). Após diferentes tempos de cultura 

ou infecção (1,5h, 4h, 8h, 12h, 16h), o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e  

as células aderentes foram lisadas adicionando-se 1 ml de Trizol por cada alvéolo. O 

procedimento seguido para obtenção de RNA foi o recomendado pelo fabricante, 

ressuspendendo-se no final o RNA em 20 µl de água tratada com DEPC (Dietil 

Pirocarbonato, Calbiochem) para inactivação de RNases. 

Um volume de 10 µl do RNA obtido foi tratado com DNase (sistema “Turbo DNA-

free”, Ambion), num volume total de reacção de 15 µl segundo as instruções do 

fabricante. Para confirmar a eficácia da eliminação de DNA, uma alíquota de 1 µl de 

cada RNA foi testado por PCR para verificar se ocorria amplificação. Em RNA de 

células infectadas foram utilizados oligómeros específicos para regiões conservadas 

do gene codificante de uma proteína viral, a VP72 (forward: 5’ 

GACGCAACGTATCTGGACAT 3’; reverse: 5’ TTTCAGGGGTTACAAACAGG 3’), 

que amplificam uma sequência de 370 pb. Em RNA de células controlo não 

infectadas utilizaram-se oligómeros específicos para o gene constitutivo da ciclofilina 

de suíno previamente descritos por outros autores (Dozois et al., 1997), amplificando 

uma sequência de 369 pb. Nas reacções de amplificação foram utilizadas as 

concentrações de 0,6 µM de cada oligómero, 1,5 mM MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 
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1x tampão de reacção (Amersham) e 0,25 U Taq Polimerase (Amersham), num 

volume total de 50 µl. As condições de amplificação em termociclador foram: 94 ºC 3 

minutos; 35 ciclos de 94 ºC 30 segundos, 58 ºC 30 segundos, 72 ºC 30 segundos; 

72 ºC 10 minutos; 4 ºC ∞. Como controlo positivo da amplificação foram submetidas 

a PCR, paralelamente com as amostras de RNA, amostras de DNA contendo 

sequências alvo de cada par de oligómeros (DNA extraído de macrófagos de suíno 

não infectados e infectados, para amplificação correspondente a ciclofilina e a VP72 

respectivamente). Uma alíquota de 8 µl de cada volume de PCR foi submetida a 

electroforese em gel de 2% agarose. A não visualização de qualquer produto de 

amplificação nas amostras de RNA confirmou a eficiência do tratamento com DNase 

(Fig. 10). Seguiu-se a quantificação por espectrofotometria através da leitura da 

absorvância de uma alíquota de cada RNA a 260 e 280 nm. Rácios obtidos de 

Abs260nm / Abs280nm entre 1,8 – 2 confirmaram a sua pureza. 
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Figura 10. Eficácia do tratamento com DNase na eliminação de DNA contaminante em 
amostras de RNA para síntese de cDNA.  
Alíquotas de cada RNA, pós-tratamento com DNase, foram submetidas a PCR e os 
produtos de amplificação separados em electroforese em gel de agarose. A. PCR com 
oligómeros específicos para a sequência do gene da ciclofilina de suíno (amplificando 369 
pb) sobre: DNA de macrófagos de suíno (1); RNA de culturas não infectadas incubadas 
durante 1,5h (2), 4h (3), 8h (4), 12h (5), 16h (6); água (7). B. PCR com oligómeros 
específicos para a sequência do gene viral VP73 (amplificando 370 pb) sobre: DNA extraído 
de cultura de macrófagos infectada (1); RNA de culturas infectadas com L60 durante 1,5h 
(2), 4h (3), 8h (4), 12h (5), 16h (6); RNA de culturas infectadas com NHV durante 1,5h (2), 
4h (3), 8h (4), 12h (5), 16h (6); água (7). M: marcador de pesos moleculares de DNA (VI, 
Roche). Os resultados são representativos de um de cinco ensaios independentes, em que 
foi extraído RNA de culturas de macrófagos ao longo de 16h de cultura ou infecção para 
estudos de expressão genética. 
 

A B 
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3.10.4. Síntese de cDNA  

 

Foram utilizadas alíquotas de 0,6 µg de cada RNA para a transcrição reversa em 

cDNA, através da enzima Superscript II Reverse Trancriptase (Invitrogen), segundo 

as instruções do fornecedor, com pequenas alterações. Assim, o RNA tratado com 

DNase foi colocado num volume total de 11 µl ao qual foi adicionado 10 µl de água 

tratada com DEPC, 1 µg Oligo pdT12-18 (Amersham Pharmacia Biotech), 2 µl dNTPs 

10 mM. A mistura foi aquecida a 65 ºC 5 minutos e rapidamente arrefecida em gelo. 

Seguiu-se a adição de 8 µl tampão 5x “First strand buffer”, 4 µl DTT 0,1 M, 2 µl (60U) 

RNAGuard (Amersham Pharmacia Biotech) e incubação 2 minutos a 42 ºC. 

Adicionou-se finalmente 1 µl (200U) de enzima transcriptase reversa e incubou-se 

50 minutos a 42 ºC e 15 minutos a 70 ºC, num volume total de 40 µl. O cDNA assim 

obtido foi guardado em alíquotas a -20 ºC até à sua utilização. 

 

3.10.5. Oligómeros específicos para os genes virais 5-HL e 4-CL 

 

Para amplificação de sequências correspondentes aos genes de VPSA 5-HL e 4-

CL, foram desenhados oligómeros com base nas sequências nucleotídicas 

conservadas publicadas à data em GenBank Data Bank para diferentes isolados. 

Para o gene 5-HL compararam-se as sequências dos isolados Malawi Lil/20 

(L09548), Kenia 1950 (AY261360), Tengani 62 (AY261364), Warthog (AY261366), 

Pretorisuskop/96/4 (AY261363), Warmbaths (AY261365), Mkuzi 1979 (AY261362) e 

Ba71V (NC_001659). Para o gene 4-CL as sequências foram as dos isolados Lis60 

(L60) (U91736), Ba71V (U18466), E70 (U91733), E75 (U91734) e Malawi Lil-20/1 

(U91738).  

As várias sequências disponíveis foram alinhadas através do programa ”Multalin” 

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) (Corpet, 1988), de forma a 

escolher como sequências alvo dos oligómeros zonas perfeitamente conservadas 

entre os diferentes isolados virais. Os pares de oligómeros escolhidos bem como a 

sua localização nas sequências codificantes de ambos os genes virais estão 

representadas na tabela 1. 
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Tabela 1. Oligómeros forward (for) e reverse (rev) desenhados para o estudo da expressão 
dos genes virais em qPCR.  
 

Oligómeros Gene 
alvo Sequência 5’ – 3’ Posição relativa 

a ATG Amplificado 

for: CCA gTT TAC Tgg ggT TgT gAC +203 a +223 
5HL 5-HL 

(540 pb) rev: gAA AgC CAA AAA CTC CTC TTg A +398 a +419 
217 pb 

for: gCT CCA TAg ATg CAC gAA ATC +80 a +101 
4CL 4-CL 

(675 pb) rev: AAg CCg CAg TTT CTA CTC CA +253 a +272 
193 pb 

Estão descritos para cada gene o número de pares de bases das sequências codificantes com base 
na informação para o isolado Ba71V de VPSA totalmente sequenciado (acesso GenBank 
NC_001659). 
 
 

3.10.6. Oligómeros específicos para genes constitutivos de suíno 

 

Os oligómeros para as sequências dos genes constitutivos de suíno GAPDH 

(“glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase”) e HPRT1 (“hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1”) foram desenhados tendo como alvo zonas de junção 

exão-exão, de forma a impossibilitar a amplificação de DNA genómico. Para o gene 

constitutivo da Ciclofilina A (“peptidylprolyl isomerase A”), os oligómeros foram 

desenhados tendo como alvo diferentes exões separados por um intrão. Todos os 

oligómeros para estudos de qPCR foram desenhados para amplificarem sequências 

de tamanho aproximado e pouco extensas (≈ 200 pb), de forma a permitir a 

obtenção de boas eficiências de amplificação.  

A localização dos intrões na sequência dos genes de suíno foi inferida através da 

informação existente sobre estes genes em Homo sapiens, obtida a partir da base 

de dados da NCBI Entrez Gene (GAPDH: GeneID 2597; HPRT1: GeneID 3251; 

Ciclofilina A: GeneID 5478).  

As sequências de mRNA de cada um dos genes foram obtidas da base de dados 

da NCBI Entrez Nucleotide, através dos acessos GenBank:  

- AF017079 para GAPDH, NM_001032376 para HPRT1 e NM_214353 para 

ciclofilina A de Sus scrofa;  

- NM_002046 para GAPDH, NM_000194 para HPRT1 e NM_021130 para ciclofilina 

A de Homo sapiens.  

Encontrou-se também publicada a sequência de mRNA de um pseudogene da 

ciclofilina A de suíno (acesso GenBank AF543683). 

Através do programa “Multalin”, alinharam-se as sequências de mRNA de cada 

gene, de suíno e humanas, com a sequência do gene humano, de forma a situar os 
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intrões e desenhar os oligómeros com base nessa informação. No caso da ciclofilina 

A de suíno, o mRNA do seu pseudogene foi também utilizado no alinhamento, e os 

oligómeros seleccionados de forma a hibridarem em locais da sequência contendo 

vários “mismatch” (3 nucleótidos no oligómero forward e 4 no reverse) para o mRNA 

deste pseudogene.  

Os pares de oligómeros escolhidos e a sua localização na sequência codificante 

dos respectivos genes, estão patentes na tabela 2. 

 

Tabela 2. Oligómeros forward (for) e reverse (rev) desenhados para o estudo da expressão 
de genes constitutivos de suíno em qPCR.  
 

Oligómeros Gene alvo Sequência 5’ – 3’ 
Posição 
relativa a 

ATG 
Amplificado 

for. ggA gAA Agg ATT Tgg TTA TAA Agg TT(a) +126 a +151 
CIC Ciclofilina A 

(495 pb) rev. ACC CgT ATg CTT CAg gAT AAAA(b) +261 a +282 

157 pb (1) 

376 pb (2) 

for: gTC ggA gTg AAC ggA TTT g (c) +10 a +28 
GAP GAPDH 

(1002 pb) rev: CTT gAC TgT gCC gTg gAA (d) +160 a +177 
168 pb (1) 

for: gAC TgA AgA gCT ACT gTA ATg ACC A (e) +302 a +326 
HPR HPRT1 

(657 pb) rev: TTg CAA CCT TgA CCA TCT TT (f) +465 a +484 
183 pb (1) 

A posição relativa a ATG refere-se à sequência em cDNA de suíno. Estão igualmente descritos para 
cada gene o número de pares de bases das sequências codificantes com base na informação da 
NCBI para cada gene de Sus scrofa (acessos GenBank: NM_214353 para ciclofilina A, AF017079 
para GAPDH, NM_001032376 para HPRT1).  
(a) sobre o terceiro exão; (b) sobre o quarto exão; (c) sobre junção do primeiro e segundo exões; (d) sobre 
o terceiro exão; (e) sobre a junção do terceiro e quarto exões; (f) sobre a junção do quinto e sexto 
exões. 
(1) em cDNA; (2) em DNA. 
 

 
3.10.7. Especificidade dos oligómeros 

 

A especificidade de cada par de oligómeros foi testada através de PCR sobre 

alíquotas de DNA e cDNA, obtidas a partir de culturas de macrófagos de suíno. As 

condições de amplificação por PCR foram: 0,6 µM de cada oligómero, 1,5 mM 

MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 1x tampão de reacção (Immobuffer, Bioline) e 0,125U 

Immolase DNA Polimerase (enzima “hot-start”, Bioline), num volume total de 25 µl. 

As condições de amplificação em termociclador foram: 95 ºC 7 minutos; 35 ciclos de 

95 ºC 30 segundos, 59 ºC 30 segundos, 72 ºC 15 segundos; 72 ºC 10 minutos; 4 ºC 

∞. Os resultados de amplificação foram visualizados através de electroforese em gel 

de agarose a 2,5%, TAE 1x, com alíquotas de 8 µl de cada PCR. 
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3.10.8. Obtenção de DNA de concentração conhecida (DNA standard) 

para construção de rectas padrão em PCR em tempo real (qPCR) 

 

Os oligómeros atrás descritos – GAP, HPR, 5HL e 4CL – foram utilizados para 

obter produtos de amplificação, a partir de cDNA, para cada gene em estudo.  

As condições de PCR utilizadas para cada par de oligómeros, permitindo obter 

produtos específicos, foram as mesmas que as descritas em 3.10.7. Uma alíquota 

de cDNA obtido de macrófagos infectados (1,5h pós-infecção com NHV MOI 3) foi 

diluída 1:20, utilizando-se 0,5 µl desta diluição em PCR com oligómeros para 

GAPDH e 2 µl para HPRT1, 5-HL e 4-CL. Os volumes de amplificação assim obtidos 

foram submetidos a electroforese em gel de agarose a 2,5%, confirmando-se a 

obtenção de bandas de amplificação específicas. Após excisão das bandas do gel, o 

DNA nelas contido foi purificado através de um kit de purificação de produtos de 

PCR (“High Pure PCR Product Purification Kit” – Roche) segundo as instruções do 

fabricante, num volume final de 75 µl. Uma alíquota de 1 µl de cada produto de 

amplificação assim obtido foi submetido a uma segunda amplificação por PCR 

seguida de nova purificação, nas mesmas condições que as descritas anteriormente, 

de forma a obter uma quantidade generosa de DNA que permitisse uma 

quantificação rigorosa em espectrofotómetro. Obtiveram-se mais uma vez 

amplificados específicos, confirmados através de electroforese em gel de agarose a 

2,5%.  

Alíquotas de cada produto amplificado foram quantificadas em 

espectrofotómetro, determinando-se a absorvância a 260 e 280 nm. Rácios de 

Abs260nm / Abs280nm de 1,8-1,9 confirmaram o seu grau de pureza. Seguidamente 

converteu-se a quantidade de DNA em µg para pmol através da fórmula: pmol 

(dsDNA) = µg (dsDNA) x 1515 / Npb (pmol = picomoles, dsDNA = DNA de dupla 

cadeia, Nbp = nº de pares de bases) (em https://www.roche-applied-science.com 

/labfaqs/), e por sua vez a quantidade de pmol para nº de moléculas através do nº de 

Avogadro (1 mol = 6,022 x 1023 moléculas).  
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3.10.9. Optimização das reacções de qPCR: eficiências da amplificação 

e obtenção de produtos específicos  

 

3.10.9.1. Eficiência de amplificação do DNA standard 

 

As condições óptimas de especificidade e eficiência de amplificação para cada 

par de oligómeros em qPCR foram determinadas ensaiando diferentes temperaturas 

de emparelhamento e/ou extensão (entre 55 e 60 ºC) e diferentes concentrações de 

cada oligómero (de 100 a 900 nM). Para experimentar cada diferente condição, 

foram feitas diluições seriadas de 1:5 de cada DNA standard obtido como descrito 

em 3.10.8., de forma a obter uma gama de concentrações variada, de 100 000, 20 

000, 4 000, 800, 160 e 32 moléculas/µl. Foram utilizados volumes de 2 µl por 

diluição nas reacções de qPCR nas diferentes condições para optimização 

(utilizaram-se no mínimo 4 e máximo 6 diluíções por reacção para construção das 

rectas padrão). Uma vez que não se observaram variações importantes entre 

réplicas de uma mesma diluíção em ensaios consecutivos de optimização, passou a 

utilizar-se apenas uma diluíção por cada ponto da recta. Obteve-se sempre, como 

parâmetro de qualidade das rectas, um coeficiente de regressão elevado (R2 > 0,99).  

Para amplificação utilizou-se uma mistura comercial de reacção 2 x concentrada, 

contendo o fluorocromo intercalador de DNA Sybr Green I bem como todos os 

restantes componentes necessários à polimerização, excepto oligómeros e DNA 

molde (iTaq SYBR Green Supermix with ROX, Bio Rad), num volume final de 20 µl 

de reacção. O aparelho de qPCR utilizado foi o “7300 System” da Applied 

Biosystems.  

Os dados de quantificação resultam da intercalação do Sybr Green I nas novas 

moléculas de DNA sintetizadas à medida que a amplificação progride, emitindo uma 

quantidade de fluorescência proporcional ao nº de moléculas existente em reacção e 

que é detectada pelo aparelho de qPCR. Os valores são obtidos numa fase 

exponencial das amplificações, antes que ocorra depleção de algum dos 

componentes da reacção. Para tal, é estabelecido automaticamente (pelo software 

do aparelho de qPCR) ou manualmente, um nível de “cycle threshold” (Ct). Este 

representa os ciclos de amplificação aos quais é detectado sinal de fluorescência 

claramente acima do “background” inicial, resultado da acumulação de produtos 

amplificados.  
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Construíram-se deste modo rectas padrão, representando o logaritmo das 

concentrações (em nº de moléculas) versus o Ct para cada DNA standard, através 

do software do aparelho de qPCR. O declive das curvas padrão (S) permitiu calcular 

a eficiência da amplificação (E) para cada condição experimental, através da 

fórmula: E = 10-1/S -1 (Revilla-Fernandez et al., 2005). Foram consideradas 

condições óptimas aquelas em que se obteve uma eficiência de amplificação igual 

ou superior a 95% (E ≥ 0,95), tendo-se verificado eficiências desta ordem para todos 

os pares de oligómeros, a uma concentração 500 nM, nas seguintes condições de 

amplificação: desnaturação inicial a 95 ºC 2 min. e 45 seg.; 40 ciclos de 

desnaturação a 95 ºC 15 seg., emparelhamento a 57 ºC 15 seg., extensão a 60 ºC 

45 seg. Estas condições foram confirmadas pelo menos uma vez antes das 

quantificações de amostras. 

 

3.10.9.2. Eficiência de amplificação de cDNA 

 

Uma vez estabelecidas as condições óptimas de amplificação para o DNA 

standard, confirmou-se se a eficiência da amplificação sobre cDNA com cada par de 

oligómeros, nas mesmas condições, era semelhante. Este estudo foi realizado tendo 

em linha de conta que nas amostras de cDNA estarão presentes componentes ou 

concentrações de iões diferentes das do DNA standard, podendo afectar a eficiência 

do qPCR sobre cDNA, cuja quantificação é inferida a partir do DNA standard.  

Foram feitas diluições seriadas de 1:2 de cDNA contendo sequências alvo para 

cada oligómero (cDNA obtido de macrófagos às 8h pós-infecção com MOI 3 de L60). 

Uma vez que as sequências alvo nesta amostra não tinham sido ainda 

quantificadas, atribuiu-se um nº de moléculas fictício a cada primeira diluição, de 

modo a que o software do aparelho de qPCR pudesse construir rectas padrão. 

Verificou-se que as sequências alvo possuiam quantidades diferentes no cDNA, pelo 

que foram testadas várias diluições deste, de modo a obter amplificação ao longo de 

pelo menos quatro diluições e em ciclos não muito tardios. Finalmente foram 

utilizadas as seguintes diluições de cDNA (2 µl por reacção) para cada par de 

oligómeros: HPR – 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64; GAP – 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256; 

5HL – 1:16, 1:32, 1:64, 1:128; 4CL – 1:10, 1:20, 1:40, 1:80. 

A título descritivo, a cada primeira diluição foram atribuídas: 200 moléculas a 

HPR, 2000 a GAP, 250 a 5HL e 6000 a 4CL. As diferentes diluições foram então 
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amplificadas nas condições optimizadas anteriormente para DNA standard, e a 

eficiência de amplificação em cDNA inferida a partir do declive das rectas padrão 

assim obtidas, tal como descrito anteriormente para DNA standard.  

Não se utilizou a mesma amostra de cDNA (de 1,5h PI) que em 3.10.8. porque 

se verificou que o número de sequências alvo para o gene 5-HL aí presentes era 

muito baixo, não permitindo fazer um número adequado de diluições para 

construção de uma recta padrão. 

 

3.10.9.3. Especificidade dos produtos de amplificação  

 

3.10.9.3.1. Análise de curvas de dissociação 

 

O aparelho de qPCR utilizado foi programado para elevar a temperatura 

lentamente ao longo de vários minutos no final dos ciclos de amplificação. Quando o 

DNA de dupla cadeia resultante de uma reacção de qPCR se dissocia (quando é 

atingida a sua temperatura de “melting” – Tm), o aparelho grava a diminuição na 

fluorescência emitida pelo Sybr Green I devido à libertação deste da cadeia dupla de 

DNA. O software do aparelho de qPCR constrói um gráfico com os valores de 

fluorescência em função da temperatura, cuja análise permite verificar se existe 

apenas uma Tm, correspondente a um único produto de amplificação, ou se pelo 

contrário na mesma reacção existe mais do que uma Tm, situação em que ocorreu 

amplificação inespecífica.  

 

3.10.9.3.2. Análise dos amplificados por electroforese 

 

No final da reacção de qPCR, uma alíquota de 8 µl foi submetida a electroforese 

em gel de agarose a 2,5%, TAE 1x, em paralelo com marcadores de peso molecular 

de DNA, de modo a confirmar a obtenção de bandas de amplificação únicas e do 

tamanho esperado. 

 

3.10.10. Quantificação das sequências alvo em cDNA por qPCR  

 

Cada amostra de cDNA foi diluída 1:10, utilizando-se aliquotas de 2 µl em cada 

reacção de qPCR. Para cada sequência alvo, as alíquotas dos vários tempos de 
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cultura/infecção de cada ensaio foram amplificadas (em duplicado ou triplicado) em 

paralelo, na mesma reacção de qPCR. Paralelamente, amplificaram-se também 

diluíções do correspondente DNA standard para construção da recta padrão. Cada 

recta foi obtida com 5 a 6 diluíções seriadas (de 1:5, abarcando as 200 000, 40 000, 

8 000, 1600, 320 e 64 moléculas), de modo a que as quantidades presentes nas 

amostras ficassem entre os pontos das diluições da recta.  

Para normalização dos resultados de expressão dos genes virais, o nº de 

moléculas correspondentes a 5-HL e 4-CL foi dividido pelo nº de moléculas 

correspondentes ao gene constitutivo escolhido como controlo interno, presentes na 

mesma amostra de cDNA.  

 

3.10.11. Northern blot: detecção de transcritos do gene viral 4-CL 

 

3.10.11.1. Electroforese de RNA e transferência para suporte sólido 

 

1 µg de RNAs obtidos de culturas de macrófagos como descrito em 3.10.3., com 

1,5h, 8h e 16h de infecção, ou de cultura controlo não infectada com 16h, foram 

submetidos a electroforese em hidrogel específico para RNA (Clearose RNA Mini, 

Elchrom) segundo as instruções do fabricante. O RNA de cultura controlo foi 

utilizado em paralelo para confirmar a ausência de sequências virais ou com as 

quais houvesse hibridação inespecífica, e por tal motivo, não se utilizaram outros 

tempos de cultura. Cada amostra de RNA foi misturada com um tampão contendo o 

desnaturante glioxal [1,5 M Glioxal (Sigma, Molecular biology grade), 75% DMSO 

(v/v) (Sigma, Molecular biology grade), 0,015 M TMAP pH 7 (tetramethylammonium 

phosphate, Elchrom] numa proporção de 1:3. Seguiu-se desnaturação a 55 ºC 

durante 25 minutos e transferência do tubo para gelo alguns minutos antes da 

electroforese. Adicionou-se a cada tubo tampão de aplicação de amostra em gel 

(Loading buffer 5x, 1 dye BPB, Elchrom) aplicando-se um volume máximo de 16 µl 

por poço. Marcadores de pesos moleculares de RNA (3 µl) foram tratados de modo 

semelhante (RNA Markers, Promega) antes da aplicação em gel. A electroforese 

decorreu em tampão TAE 1x, no aparelho de electroforese “Owl EasyCast™ 

horizontal B2 mini gel system” (Termofisher Scientific), aplicando-se uma voltagem 

de 8 V/cm durante 90 minutos. O gel foi seguidamente corado por imersão em 

solução de brometo de etídio (0,5 µg/ml) em água ultrapura Milli-Q durante 20 
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minutos, observado sobre transiluminador e fotografado com régua (Fig. 11) de 

forma a localizar posteriormente as distâncias de migração de cada banda do 

marcador de pesos moleculares de RNA em autorradiografia. A observação de 

bandas definidas de ambos os RNAs ribossomais permitiu verificar que o RNA não 

se encontrava degradado.  

 

 
Figura 11. Electroforese de RNA total de macrófagos não infectados e infectados com L60 e 
NHV a vários tempos PI. 
Os RNAs foram obtidos às 16h no caso de macrófagos não infectados como controlo (C), e 
às 1,5h, 8h e 16h PI com L60 (L) e NHV (N). Ensaio representativo de dois ensaios 
independentes realizados. M: marcador de pesos moleculares de RNA; o nº de bases de 
cada banda está assinalado do lado esquerdo da figura.  
 
 

O gel foi de seguida equilibrado em tampão de transferência TAE 1,3x (Elchrom) 

durante 20 minutos e colocado sobre papel de filtro (Trans-blot paper, Bio Rad) e 

sob membrana de nylon positivamente carregada (Hybond-N+, Amersham 

Pharmacia Biotech), cortada à medida exacta do gel e alinhada com os poços deste. 

Colocou-se papel de filtro também sobre a membrana e o conjunto, montado em 

cassete de transferência, foi colocado em tanque de transferência electroforética 

(Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio Rad) contendo tampão 

previamente arrefecido a cerca de 8 ºC. Foi aplicada uma amperagem de 500mA 

durante 4h, no final das quais o gel se tornou a corar com brometo de etídio para 

confirmar a transferência. A membrana húmida foi colocada sobre transiluminador, 

com a face contendo o RNA exposta à fonte de radiação UV (λ 300nm) durante 3 

minutos, para fixação deste. As membranas assim obtidas foram guardadas a 4 ºC 

até à sua utilização.  
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3.10.11.2. Construção de sondas  

 

3.10.11.2.1. Sonda de RNA 

 

A sonda de RNA para Northern blot foi obtida por transcrição in vitro a partir de 

plasmídio recombinante pGEM-T (Fig. 12), com a sequência do gene 4-CL clonada 

entre promotores de RNA polimerases SP6 e T7. O plasmídio utilizado para esta 

transcrição in vitro foi aquele obtido para sequenciação do gene 4-CL de L60, como 

descrito em 3.10.2.  

 

 
Figura 12. Representação esquemática da obtenção de sondas de RNA por transcrição in 
vitro a partir de plasmídio recombinante pGEM-T com sequências promotoras das RNA 
polimerases SP6 e T7. 
Adaptado do folheto informativo TM016 para o produto “Riboprobe in vitro Transcription 
Systems” da Promega. 
 
 

Conhecendo-se a orientação do inserto graças à sua prévia sequenciação, 

utilizou-se a RNA polimerase SP6 para transcrever a cadeia complementar ao 

mRNA de 4-CL (Fig. 13, A). Para tal, o plasmídio foi linearizado com uma enzima de 

restrição que clivasse na sequência clonada próximo ao ATG do gene para se obter 

uma sonda de tamanho razoável. Utilizou-se o software disponibilizado em “SDSC 

Biology Workbench” (http://workbench.sdsc.edu, do departamento “Bioinformatics 

and Systems Biology” da Universidade de San Diego, California), para encontrar 

locais de restrição adequados na sequência de 4-CL. Escolheu-se a enzima HindIII, 

com sequência alvo 100pb a jusante de ATG (Fig. 13, A), que deixa extremidades 5’ 

“overhang” evitando-se assim a transcrição de sequências indesejadas.  
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Figura 13. Sonda de RNA utilizada para detecção de mRNA de 4-CL por Northern blot.  
A. Representação esquemática do processo de obtenção da sonda, por transcrição in vitro a 
partir de um plasmídio no qual foi clonado, em local flanqueado por promotores de RNA 
polimerases (SP6 e T7), uma sequência de DNA viral de 1022pb incluindo o gene 4-CL. 
Após linearização do plasmídio com HindIII, clivando a sequência de 4-CL cerca de 100pb a 
jusante de ATG, a transcrição realizou-se através de SP6 de forma a transcrever a cadeia 
complementar ao mRNA. Estão incluídos na sequência clonada cerca de 100pb da 
extremidade final do gene A542R, próximo a 4-CL mas de orientação de transcrição inversa. 
A vermelho está representada a sonda de RNA obtida, com cerca de 855 bases. B. 
Visualização através de electroforese em gel de agarose a 2% de uma alíquota da sonda 
transcrita in vitro (S). M: marcador de pesos moleculares de RNA (Promega). ATG e TGA: 
codões de iniciação e terminação da tradução respectivamente do gene 4-CL. 
 
 
 

Utilizaram-se 3 µg de plasmídio em digestão com 15 U de enzima HindIII (Roche) 

e tampão de incubação (M, Roche) num volume total de 25 µl, durante 2h a 37 ºC. 1 

µl do volume de digestão foi sujeito a electroforese em gel de agarose a 0,7% para 

confirmar a completa linearização do plasmídio. Seguiu-se purificação deste através 

do “High pure PCR Product purification kit” (Roche), eluíndo-se num volume final de 

50 µl. Após quantificação em espectrofotómetro, utilizou-se 750 ng do plasmídio 

linearizado em transcrição in vitro na presença de 1xNTPs (1 mM ATP, CTP, GTP; 

0,65 mM UTP; 0,35 mM Biotin-16-UTP, do “Biotin RNA Labeling Mix, 10x conc.”, 

Roche), 40U RNA polimerase SP6 e respectivo tampão de transcrição 1x (Roche), 

num volume total de 20 µl. Após 2h a 37 ºC adicionou-se 0,8 µl EDTA 0,5 M (pH 8,0) 

para parar a reacção. Para remoção de nucleótidos não incorporados, o volume de 

transcrição foi precipitado adicionando-se 2µl NH4OAc 5M e 44µl de etanol 100% 

seguido de arrefecimento a -20 ºC 1,5h. Após uma centrifugação de 20 minutos a 
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12000xg 2 ºC, o sedimento foi lavado com 200µl etanol a 75%, centrifugado 

novamente 15 minutos a 12000xg 2 ºC e ressuspendido em 30 µl de água livre de 

nucleases. Uma alíquota de 1 µl foi utilizada em electroforese em gel de agarose a 

2% para confirmar a obtenção de transcritos com o tamanho desejado de 850 bases 

(Fig. 13, B), desnaturando-se antes da electroforese de forma semelhante à descrita 

para RNA em 3.10.11.1. Após quantificação em espectrofotómetro, a sonda de RNA 

assim obtida foi guardada a -70 ºC até à sua utilização. 

 
 

3.10.11.2.2. Sonda de DNA 

 

Este tipo de sonda foi obtido por incorporação de nucleótidos marcados com 

biotina durante amplificação de uma região interna à sequência codificante do gene 

4-CL por PCR. Para tal foram utilizados os oligómeros (5’-3’): TGT TTC CTA AAA 

TAA ATA CAA TAG ATC C (forward) (hibridando na posição +2 a +29) e AAG CCG 

CAG TTT CTA CTC CA (reverse) (hibridando na posição +253 a +272), amplificando 

um total de 270 pb (Fig. 14, A). Para PCR foi utilizado cDNA obtido de culturas de 

macrófagos infectados, neste caso com o isolado NHV durante 12h (0,8 µl), em 

conjunto com 0,6 µM de cada oligómero forward e reverse, mistura de dNTPs 1x 

[componentes de “North2South Biotin Random Prime Kit”, Pierce, contendo dCTP 

conjugado com biotina (Biotin-N4-dCTP)], tampão de reacção 1x (Amersham) e 1,5U 

Taq Polimerase (Amersham), num volume total de 50 µl. Paralelamente a este, 

realizou-se um segundo PCR com todos os componentes semelhantes excepto os 

dNTPs utilizados, sem qualquer marcação com biotina, na concentração de 200 µM 

cada. As condições de amplificação em termociclador foram: 95 ºC 2 minutos; 30 

ciclos de 95 ºC 20 segundos, 60 ºC 30 segundos, 72 ºC 30 segundos; 72 ºC 7 

minutos; 4 ºC ∞. Alíquotas de 5 µl de cada PCR foram submetidas a electroforese 

em gel de agarose a 1,5% para verificar a especificidade e peso dos amplificados 

obtidos (Fig. 14, B). O amplificado para utilização como sonda, devido aos 

nucleótidos ligados a biotina incorporados, migrou mais lentamente que o 

amplificado com dNTPs normais como esperado, confirmando-se assim a obtenção 

de sonda de DNA marcada com biotina. 
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Figura 14. Sonda de DNA marcada com biotina para detecção de mRNA de 4-CL em 
Northern blot. 
A. Representação esquemática do processo de obtenção da sonda por PCR. Os 
rectângulos cinzentos no esquema representam a localização dos oligómeros utlizados para 
amplificação da região inicial da sequência codificante do gene 4-CL, da posição +2 à +272. 
B. Visualização através de electroforese em gel de agarose a 2%, de alíquotas de PCR com 
os oligómeros atrás referidos utilizando dNTPs normais (1) e com dCTP conjugado com 
biotina (2), que aumenta o peso molecular da sequência amplificada. M: marcador de pesos 
moleculares de DNA (X, Roche).  
 

 
3.10.11.3. Hibridação e detecção por quimioluminescência  

 

Neste processo utilizaram-se soluções de hibridação, lavagem e detecção do kit 

“North2South Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit” (Pierce), segundo 

instruções do fabricante com pequenas alterações. Brevemente, as membranas 

contendo RNA foram colocadas em tubos de 50 ml (Nunc) e lavadas com 15 ml de 

solução contendo 2 x SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M Citrato de sódio, pH 7,0), 0,5% SDS 

e 1 mM EDTA durante 30 minutos a 55 ºC com o tubo em rotação. Removeu-se esta 

solução e adicionou-se no caso de sonda de RNA, solução de hibridação (≈ 6 ml) 

previamente aquecida a 70 ºC, suplementada com 30 µg/ml RNA de levedura 

(Roche) e 1% SDS. Seguiram-se 30 minutos de pré-hibridação a 70 ºC em estufa de 

hibridação com rotação. Desnaturou-se sonda de RNA a 80 ºC 10 minutos seguido 

de arrefecimento em gelo 5 minutos, e adicionou-se à solução de hibridação numa 

concentração final de 5 ng/ml. A hibridação decorreu durante 16h a 70 ºC em estufa 

de hibridação com rotação. No caso de sonda de DNA, não se adicionou SDS à 

solução de hibridação e a temperatura de pré-hibridação e hibridação foi de 55 ºC. A 

desnaturação desta sonda foi a 100 ºC, adicionando-se um volume de 2 µl por ml de 

solução de hibridação. 
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As lavagens adstringentes pós hibridação das membranas foram feitas com 20ml 

de solução contendo 0,5 x SSC, 0,2% SDS, previamente aquecida a 70 ºC no caso 

de sonda de RNA ou a 55 ºC no caso de sonda de DNA, num total de 3 lavagens 

durante 20 minutos em estufa de hibridação com rotação.  

No processo de detecção quimioluminescente utilizaram-se as soluções 

componentes do kit segundo as instruções do fabricante sem alterações. 

Brevemente, esta detecção é baseada na incubação das membranas com solução 

contendo estreptavidina conjugada com enzima peroxidase (HRP, “horse radish 

peroxidase”), que se liga à biotina presente nas sondas hibridadas ao RNA da 

membrana. Seguiu-se a incubação da membrana com uma solução substrato com 

peróxido e luminol e exposição a filme de radiografia, por períodos de 1 a 30 minutos 

consoante a intensidade de sinal desejada. 

 

3.10.11.4. Determinação da dimensão de transcritos de 4-CL  

 

A dimensão de cada transcrito foi determinada a partir das distâncias de 

migração das bandas de marcador de pesos moleculares de RNA em cada 

electroforese. Para tal, construiu-se uma recta padrão com o logaritmo do nº de 

bases de cada banda do marcador versus a distância migrada em gel durante 

electroforese. A partir da equação da recta obtida (construída através do programa 

Microsoft Excel), foi inferida a dimensão de cada transcrito desconhecido, 

determinando-se a sua distância de migração medida a partir da imagem de 

autorradiografia de Northern blot.  

 

3.11. Western blot  

 

3.11.1. Preparação de extractos proteicos de macrófagos 

 
Foram obtidos extractos proteicos de culturas de macrófagos após diferentes 

infecções e/ou tratamentos através de duas metodologias: a partir de fracção de 

fenol-etanol guardada durante a extracção de RNA com Trizol (em 3.10.3), que foi 

posteriormente processada segundo as instruções do fabricante (Invitrogen) de 

forma a extrair proteína das mesmas amostras, e através do kit “CasPACE Assay 

System, Colorimetric” (Promega) (como descrito em 3.8.3). A proteína presente nos 
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diferentes extractos foi quantificada através do reagente Bradford segundo 

instruções do fornecedor (Sigma). 

 

3.11.2. Electroforese de proteínas em gel de poliacrilamida / SDS 

 

25 µg de proteína foram fraccionadas por cada condição através de electroforese 

em géis de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE). Utilizaram-se géis descontínuos 

compostos por um gel concentrador com 4% (p/v) de poliacrilamida e um gel de 

resolução com 12% (pesquisa de proteína 4-CL) ou 15% (pesquisa de caspase-3) 

de poliacrilamida. Os géis de resolução prepararam-se com as seguintes soluções 

de trabalho: 

 

Solução concentrada: Proporção do volume final: 

30% Acrilamida/Bisacrilamida (Bio Rad)......... 
(mistura 37,5:1)  
 
Tris HCl 1,5 M pH 8,8...................................... 
 
SDS 10%........................................................ 
 
H2O.................................................................. 
 
Para polimerização: 
Persulfato de amónio 10% (p/v)...................... 
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED)... 

o volume necessário para a 
concentração final pretendida 
 
25% (v/v) 
 
1% (v/v) 
 
q.b. para o volume pretendido 
 
 
0,05% (v/v) 
0,05% (v/v) 

 
 

O gel de resolução assim preparado foi vertido entre duas placas de vidro 

(componentes do aparelho de separação electroforética utilizado Mini-PROTEAN 3, 

Bio Rad) e sobreposto por um pequeno volume de água até polimerizar. Removeu-

se a água e verteu-se de seguida o gel concentrador, preparado como descrito 

acima para o gel de resolução mas substituindo a solução Tris HCl 1,5 M pH 8,8 por 

uma solução Tris HCl 0,5 M pH 6,8 e utilizando o dobro da quantidade de TEMED. 

Colocou-se de seguida um pente apropriado para a criação de poços no gel para 

aplicação das amostras e deixou-se polimerizar. Às amostras de proteína foi 

adicionado na proporção de 1:1 tampão de amostra 2x concentrado contendo: 2% 

SDS (p/v), 25% glicerol (v/v), 0,0625 M Tris HCl pH 6,8, 0,01% azul de bromofenol 

(p/v) e 5% β-Mercaptoetanol (v/v), seguindo-se desnaturação em banho em água 

fervente durante 5 minutos e banho de gelo até aplicar no gel. No caso de Western 
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blot para detecção da proteína viral 4-CL, aplicou-se também em gel uma alíquota 

de 0,5 µg desta proteína purificada (gentilmente cedida por Yolanda Revilla, 

CBMSO, Madrid). Em paralelo com as amostras, uma mistura de proteínas de 

massa molecular conhecida composta por: Miosina (200 kDa), β-galactosidase 

(116,25 kDa), Fosforilase b (97,4 kDa), Albumina sérica (66,2 kDa) Ovalbumina (45 

kDa), Anidrase carbónica (31 kDa) Inibidor de tripsina (21,5 kDa), Lisozima (14,4 

kDa), Aprotinina (6,5 kDa) e α-lactoalbumina (14,4 kDa) (SDS-PAGE Molecular 

Weight Standards, Broad Range – Biorad) foi misturada com tampão de amostra na 

proporção de 1:20 e desnaturada de forma semelhante. A electroforese decorreu em 

tampão de corrida Tris-Glicina contendo 25 mM Tris base, 192 mM Glicina, 0,1% 

SDS (p/v) sob uma diferença de potencial de 200 V durante cerca de 40 minutos. 

 

3.11.3. Transferência para suporte sólido 

 

O gel de poliacrilamida foi transferido para cassete de transferência (componente 

do aparelho de transferência utilizado “Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer cell”, 

Bio Rad) colocando-se sobre papel de filtro espesso (Trans-blot paper, Bio Rad) e 

sob uma membrana de nitrocelulose (Bio Rad) cortada à medida exacta do gel. 

Colocou-se novo papel de filtro sobre a membrana e o conjunto assim montado foi 

colocado no aparelho de transferência com tampão composto por 25 mM Tris base, 

192 mM glicina, 0,1% SDS (p/v) e 20% metanol (v/v), previamente arrefecido a 8 ºC. 

Aplicou-se uma voltagem de 30 V para transferência durante a noite ou de 100 V 

para transferência rápida de 1h, com refrigeração. Terminada a transferência, a 

membrana foi corada em solução Ponceau-S (Schleicher and Schuell) até se 

visualizarem os marcadores de peso molecular. Retirou-se o excesso de corante 

com água e cortou-se a porção da membrana com os marcadores, guardando-se 

entre papel de filtro. O gel foi corado por imersão em solução corante (azul de 

coomassie R250 (Merck) 0,2% (p/v), metanol 50% (v/v), ácido acético 10% (v/v)) por 

um tempo não inferior a 2h, com agitação constante, de forma a confirmar a eficácia 

da transferência. Para remover o excesso de corante colocou-se o gel numa solução 

de metanol 5% (v/v), ácido acético 7,5% (v/v), juntamente com um pequeno pedaço 

de esponja para absorver o corante. 
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3.11.4. Detecção de proteínas 

 

As membranas foram transferidas para tubos de 50 ml (Nunc) e bloqueadas em 

15 ml de solução de TBS (25 mM Tris base, 137 mM NaCl, pH 7,6) com 0,1% Tween 

20 (v/v) e 5% leite magro em pó (p/v), em rotação constante, à temperatura 

ambiente durante 2h ou durante a noite a 4 ºC. Seguiram-se 3 lavagens de 5 

minutos em rotação com solução TBS com 0,1% Tween (TBS/T) (cerca de 10 ml) e 

adição de um volume de cerca de 6 ml de nova solução de TBS/T/5% leite magro 

com o anticorpo primário pretendido: contra caspase-3 a 1:1000 (v/v) (9662, Cell 

Signaling Technology), contra proteína viral 4-CL a 1:750 (v/v) (soro obtido em 

coelho cedido gentilmente por Yolanda Revilla, CBMSO – Madrid). A hibridação 

decorreu durante a noite a 4 ºC com os tubos em rotação. Para remoção do excesso 

de anticorpo não ligado lavaram-se as membranas 3 vezes 10 minutos em 15 ml 

TBS/T, ao que se seguiu a incubação com anticorpo secundário conjugado com 

peroxidase (soro policlonal de cabra contra imunoglobulinas de coelho – P 0448, 

Dako) diluído 1:50000 em TBS/T/5% leite magro, durante 1-2h à temperatura 

ambiente em rotação. Após novas lavagens como anteriormente, para a detecção 

dos anticorpos ligados adicionou-se à superfície da membrana um substrato 

quimioluminescente (West Femto – Pierce) segundo instruções do fabricante. 

Envolveu-se de seguida a membrana em película aderente e expôs-se sob chapa de 

autorradiografia (Kodak) em cassete protegida da luz. A revelação foi realizada em 

revelador automático. As bandas reveladas em autorradiografia foram quantificadas 

por análise de densitometria através do programa de análise de imagem 

“ImageMaster TotalLab” v1.00 (Amersham Pharmacia Biotech). 

 

3.12. Análise estatística de resultados 

 

A análise estatística dos resultados obtidos foi realizada através do teste Anova 

para medições repetidas, com pós-teste de Tukey, e do teste t emparelhado (paired 

t-test). No caso em que não foi possível obter amostras emparelhadas foi referido no 

respectivo texto o tipo de teste estatístico utilizado. Antes de qualquer análise, os 

dados foram transformados nos seus logaritmos (Y=Log10) para uma aproximação 

máxima à distribuição normal. Utilizou-se o software Instat Graphpad v.3. 

considerando-se estatisticamente significativas diferenças em que p<0,05.  
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Avaliação de parâmetros da infecção com L60 e NHV em culturas de 

macrófagos de suíno 

 

Os nossos estudos tiveram como objectivo comparar o efeito da infecção in vitro 

pelos isolados de VPSA de diferente virulência, L60 de alta virulência, e NHV de 

baixa virulência, nos mecanismos de morte celular de macrófagos de suíno. Para tal, 

compararam-se em primeiro lugar alguns aspectos relativos à infecção com ambos 

os isolados em culturas primárias de macrófagos, nomeadamente a propósito da 

capacidade de produção de progenia viral e do número de células infectadas em 

cultura.  

Para identificar possíveis diferenças ao nível da capacidade de replicação viral 

nas células hospedeiras, quantificou-se a progenia viral libertada de células 

infectadas em paralelo com cada isolado viral a uma MOI 5, utilizada em rotina do 

laboratório para infecção de culturas de macrófagos e posterior isolamento de vírus. 

Às 18h pós-infecção (PI) o sobrenadante das culturas foi colhido e titulado, mais 

uma vez em paralelo, de forma a comparar a quantidade de vírus acumulado no 

meio de cultura. Como representado na Figura 15, não se encontrou uma diferença 

significativa nos títulos virais resultantes de infecção por L60 ou NHV em culturas de 

macrófagos de suíno.  
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Figura 15. Títulos virais no sobrenadante de culturas de macrófagos de suíno após 18h de 
infecção com MOI 5 de L60 e NHV.  
Os resultados representam a média de quatro ensaios independentes ± erro padrão, com 
infecções realizadas em paralelo em células com origem no mesmo suíno a cada ensaio. 
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O número de células infectadas em cultura foi determinado em duas fases 

diferentes da infecção, nas quais a maioria dos nossos estudos mais adiante 

reportados decorreram: às 8h PI, correspondendo uma fase precoce do ciclo viral 

em que a replicação do DNA viral está em curso, e às 18h PI, fase tardia que 

permite a conclusão da replicação e morfogénese virais. Estudos preliminares 

mostraram não haver uma diferença significativa no número de células infectadas 

com MOI 5 ou 3 de ambos os isolados, pelo que se passou a utilizar uma MOI 3, 

permitindo uma poupança significativa de vírus. Adicionalmente, MOIs semelhantes 

ou mesmo inferiores foram utilizadas por outros autores em estudos no âmbito da 

modulação de apoptose por VPSA (Hurtado et al., 2004, Neilan et al., 1997a, 

Ramiro-Ibanez et al., 1996). Após 8h e 18h de infecção determinou-se a 

percentagem de células infectadas nas culturas através de imunofluorescência (Fig. 

16, A). Os resultados obtidos revelaram que esta percentagem não difere 

significativamente entre os dois isolados virais em ambas as fases de infecção (Fig. 

16, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Quantificação de macrófagos infectados em culturas inoculadas com L60 e NHV, 
a tempos precoce (8h) e tardio (18h) de infecção com MOI 3. 
A. Observação através de microscopia de fluorescência: visualização do nº total de células 
através de coloração com Hoechst 33258 (1.) e visualização das células infectadas através 
de imunofluorescência com soro anti-VPSA conjugado com FITC (2.), numa cultura às 18h 
PI. B. Percentagem de células infectadas. Os dados representam as médias de 4 ensaios ± 
erro padrão, tendo sido contadas um mínimo de 200 células por cada infecção. As infecções 
foram realizadas em paralelo em culturas de macrófagos com origem no mesmo suíno a 
cada ensaio.  
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Verificou-se no entanto uma baixa percentagem de infecção a tempo precoce, de 

cerca de 31 % das células em cultura, que aumentou a tempo tardio para, em média, 

68 %. Em estudos de outros autores, utilizando uma MOI muito superior (MOI 10) 

àquela por nós utilizada para infecção de macrófagos de suíno, obtidos em 

condições semelhantes, verificou-se que mesmo após 24h, uma proporção 

significativa das células permaneceu resistente à infecção (entre 30 a 60%) 

(McCullough et al., 1999). Os autores relacionaram esta observação com o facto de 

os macrófagos nas culturas primárias apresentarem estádios variáveis de 

diferenciação. Deste modo, tendo em consideração que a utilização de MOIs muito 

superiores não garante uma maior proporção de células infectadas nas nossas 

condições de cultura, os nossos estudos foram prosseguidos com a MOI 3. 
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4.2. Efeito da infecção por L60 e NHV no desencadeamento de morte celular em 

macrófagos de suíno 

 

4.2.1. Sobrevivência celular ao longo da infecção  

 

Numa primeira aproximação aos estudos de morte celular após infecção com 

VPSA de diferente virulência, comparámos a viabilidade de culturas de macrófagos 

ao longo da infecção com cada um dos isolados virais em estudo. Assim, aos 

tempos precoce (8h), tardio (18h) e muito tardio (40h) PI, determinámos por 

comparação com culturas não infectadas realizadas em paralelo, o grau de 

sobrevivência das células a cada infecção, através da sua capacidade para 

metabolizarem um composto específico (MTS). Às 18h PI observou-se um 

decréscimo na viabilidade das células infectadas, de nível semelhante para ambas 

as infecções, que não foi contudo muito expressivo (Fig. 17). Às 40h PI observou-se 

já um decréscimo considerável na viabilidade celular, mais pronunciado na infecção 

com L60. A infecção pelo isolado de alta virulência parece ter um efeito mais 

deletério para as células hospedeiras, apenas evidente no entanto numa fase muito 

tardia de infecção. 
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Figura 17. Determinação da viabilidade celular em infecção com L60 e NHV a vários tempos 
pós-infecção (PI). 
Os resultados representam a média ± erro padrão de 6 ensaios independentes às 8h e 18h 
e 4 ensaios às 40h. A cada ensaio os resultados corresponderam à razão entre valores 
obtidos em culturas infectadas e em culturas controlo não infectadas (Inf / Ctrl), realizadas 
em paralelo a cada ensaio com células provenientes do mesmo suíno. * p <0,05. 
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4.2.2. Pesquisa de indicadores de apoptose em culturas infectadas 

 

4.2.2.1. Parâmetros qualitativos indicadores de apoptose 

 

A indução de apoptose na célula hospedeira natural da infecção, o macrófago de 

suíno, por isolados de VPSA altamente virulentos, quer in vivo quer in vitro, foi 

anteriormente descrita por outros autores (Neilan et al., 1997a, Ramiro-Ibanez et al., 

1996, Salguero et al., 2005). Com o intuito de verificar se a morte celular observada 

na infecção com os isolados de diferente virulência em estudo seria resultante de 

indução de apoptose, extraiu-se DNA de culturas infectadas e não infectadas como 

controlo, a diferentes tempos de infecção ou cultura. Para obtenção de um controlo 

positivo de apoptose, culturas realizadas em paralelo foram tratadas com os 

químicos CHX ou STS, que se verificou serem indutores de apoptose eficazes no 

nosso sistema celular (ver 4.3.1). As amostras de DNA obtidas nas diferentes 

condições foram submetidas a electroforese para visualização do seu padrão de 

migração (Fig.18). 

Ao tempo precoce de 8h PI não se observou uma indução clara de apoptose, 

apresentando as células infectadas e células controlo um padrão semelhante de 

migração do DNA, ao contrário do padrão em escada claramente visível nas células 

tratadas com CHX ou STS, resultante de fragmentação internucleossómica (FIN) do 

DNA (Fig. 18, A). Num dos ensaios representados às 8h PI, observou-se um ligeiro 

padrão de migração em escada nas células controlo, presente no entanto com 

intensidade semelhante nas células infectadas do mesmo ensaio [Fig. 18, A, 8h (1)]. 

Este resultará de alguma apoptose basal, de expressão variável e inerente a estas 

culturas primárias, que se verificou em alguns dos ensaios realizados. Noutros 

ensaios independentes realizados ao mesmo tempo de infecção não se observou 

qualquer padrão apoptótico nas células controlo [Fig. 18, A, 8h (2)]. Aos tempos 

tardios de 16h ou 24h observou-se já um padrão de migração do DNA em escada 

em ambas as infecções (Fig. 18, B). A morte celular observada como descrito 

previamente em 4.2.1., resultará assim, pelo menos em grande parte, do 

desencadeamento de apoptose nas células hospedeiras, induzida não só pelo 

isolado de alta virulência mas também pelo de baixa virulência.  

Nas electroforeses de DNAs extraídos com um dos kits utilizados para estes 

estudos, o “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche), observou-se a presença de 
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uma banda mais intensa na região dos 1000 pb [Fig. 18, A 8h (2), B, C]. Verificou-se 

no entanto que esta banda corresponde a RNA (provavelmente o ribossomal 18S), 

purificado em conjunto com o DNA através deste kit, uma vez que o tratamento com 

RNase A de amostras em que era visível esta banda levou ao seu desaparecimento 

(Fig. 18, C).  
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Figura 18. Visualização do padrão de migração em electroforese de DNA extraído de 
culturas de macrófagos a diferentes tempos de infecção (L60 e NHV) ou cultura (C). 
A cada ensaio, numa das culturas foi induzida apoptose com CHX (10µg/ml durante 8h) ou 
STS (0,5 µM durante 8h, 0,25 µM durante 16h ou 24h), para obtenção de controlos positivos 
de apoptose com padrão de migração do DNA em escada. A. Tempo precoce de infecção. 
Estão representados dois ensaios independentes em que o DNA foi extraído com dois kits 
diferentes, o “Suicide-Track DNA ladder isolation kit” (Oncogene) (1) e o “High Pure Viral 
Nucleic Acid Kit” (Roche) (2), o kit utilizado nas extracções subsequentes e que purifica RNA 
em conjunto com DNA. B. Tempos tardios de infecção. C. DNA de culturas controlo, 
extraído com o kit “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche), em dois ensaios 
independentes (C1 e C2), antes e após tratamento com RNase A para verificar a origem da 
banda que surge na região de 1000 pb. M1 – marcador de pesos moleculares de DNA 
fornecido com o kit “Suicide-Track DNA ladder isolation kit” (Oncogene); M2 e M3 – “DNA 
Molecular Weight Marker” VI e IV respectivamente (Roche). 
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Avaliou-se ainda o efeito dos isolados em estudo no desencadeamento de 

apoptose em culturas infectadas através da visualização da morfologia nuclear por 

microscopia de fluorescência, recorrendo-se ao fluorocromo de DNA Hoescht 33258. 

Em culturas controlo não infectadas e infectadas com cada um dos isolados virais, 

realizadas em paralelo, identificaram-se a tempos precoce e tardio de infecção (8h e 

18h respectivamente) as células apoptóticas e as células não apoptóticas (Fig. 19, 

A).  

Nestes ensaios detectou-se às 8h um aumento de células apoptóticas nas 

culturas infectadas, em comparação com culturas controlo (Fig 19, A e B). Observou-

se ainda maior significância em infecção por NHV, embora a diferença relativamente 

a L60 fosse mínima (Fig 19, B). Mais tardiamente na infecção, às 18h PI, a 

percentagem de células em apoptose aumentou, não se detectando qualquer 

diferença estatística entre as infecções por L60 e NHV. No entanto, uma vez que é 

possível a ocorrência de subjectividade na interpretação das imagens através da 

metodologia utilizada, que também não permite a avaliação da extensão dos danos 

de apoptose nas células em estudo, recorreu-se a metodologias quantitativas de 

parâmetros bioquímicos indicadores de apoptose, como se reporta seguidamente. 
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Figura 19. Avaliação de apoptose através da observação da morfologia nuclear em culturas 
infectadas com L60 e NHV e controlo não infectadas (C) a tempo precoce (8h) e tardio (18h) 
da infecção. 
A. Observação dos núcleos corados com Hoescht 33258 por microscopia de fluorescência; 
B. Percentagem de células apoptóticas. Os dados representam a média de 6 e 7 ensaios 
independentes ± erro padrão, às 8h e 18h respectivamente. Infecções e controlo foram 
realizadas em paralelo, em células com origem no mesmo suíno a cada ensaio. 
 *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.  
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4.2.2.2. Quantificação de indicadores bioquímicos de apoptose: 

actividade de caspase-3 e fragmentação internucleossómica de 

DNA  

 

A activação de caspases efectoras como caspase-3 e FIN de DNA, constituem o 

culminar das vias de sinalização apoptótica, extrínseca ou de receptores 

membranares, e intrínseca ou mitocondrial (Fan et al., 2005). Ambas foram utilizadas 

para comparar os níveis de apoptose ao longo da infecção em macrófagos pelos 

isolados de VPSA em estudo. A actividade de caspase-3 foi determinada em 

extractos proteicos celulares através da sua capacidade de clivagem do substrato 

específico DEVD-pNA. A acumulação de oligonucleossomas de DNA nos 

citoplasmas celulares, resultantes de FIN, foi quantificada por técnica de “sandwich” 

ELISA utilizando anticorpos específicos contra histonas e DNA após lise das células.  

A título preliminar pesquisou-se nas infecções por L60 e NHV a ocorrência de lise 

celular após 8h ou 18h de infecção, através da quantificação de oligonucleossomas 

de DNA nos sobrenadantes destas culturas, e nos de culturas não infectadas 

realizadas em paralelo como controlo. A este propósito, não se observaram 

diferenças entre culturas infectadas e não infectadas, pelo que o VPSA não parece 

conduzir a lise das células nos periodos de infecção estudados, em acordo com uma 

indução de morte celular por apoptose como descrito nos resultados anteriores. 

Detectou-se a tempo precoce de infecção um aumento, embora subtil, de 

actividade de caspase-3 em ambas as infecções, comparativamente com células 

controlo não infectadas [Fig. 20, A, 1. (8h)]. Ao mesmo tempo pós-infecção, 

observou-se um aumento igualmente subtil na FIN de DNA em infecção com L60, 

mas com NHV este aumento foi mais expressivo [Fig. 20, B (8h)]. A tempo tardio de 

infecção, os níveis de actividade de caspase-3 aumentaram apenas ligeiramente em 

infecção com L60, ao contrário de infecção com NHV, em que ocorreu um aumento 

expressivo deste parâmetro de apoptose [Fig. 20, A, 1. (18h)]. Detectou-se ainda 

claramente em Western blot, o fragmento activo de caspase-3 nas células infectadas 

por NHV às 18h PI, mas não por L60 [Fig. 20, A, 2. (18h)], pelo que nesta última 

infecção, a inibição da actividade de caspase-3 parece ocorrer ao nível do 

processamento proteolítico da procaspase em enzima activa. Por outro lado, a FIN 

de DNA aumentou em ambas as infecções a tempo tardio, e apesar de ser 

ligeiramente superior em infecção com NHV, resultando numa diferença 
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estatisticamente significativa, esta diferença parece ser pouco expressiva [Fig. 20, B 

(18h)]. Apesar da inibição da actividade de caspase-3 ao longo da infecção com L60 

comparativamente à infecção por NHV, não se observou uma correspondente 

diminuição da FIN do DNA em culturas infectadas por L60.  

 

 

 

  

 

 
 

Figura 20. Quantificação de apoptose em culturas infectadas com L60 e NHV, às 8h e 18h 
PI, por comparação com culturas controlo não infectadas (C) realizadas em paralelo.  
A. Caspase-3 em extractos proteicos celulares: quantificação da actividade enzimática (1) e 
visualização por Western blot, do fragmento activo (p17/19) resultante de clivagem 
proteolítica de procaspase-3 (p35) (2). B. Quantificação de oligonucleossomas 
citoplasmáticos de DNA por ELISA. Os resultados nos gráficos representam a média de 5 a 
8 ensaios independentes ± erro padrão. A cada ensaio os resultados corresponderam à 
razão entre valores obtidos em culturas infectadas e em culturas controlo não infectadas (Inf 
/ Ctrl). O resultado de Western blot é representativo de 3 ensaios independentes realizados. 
Infecções e controlo foram realizados em paralelo em células com origem no mesmo suíno a 
cada ensaio. * p <0,05.  
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4.2.2.3. Determinação da relevância de caspases no desencadeamento 

de apoptose e morte celular a tempo tardio de infecção 

 

Com o objectivo de averiguar a importância de caspases no processo de morte 

celular por apoptose induzida pelas infecções em estudo, recorreu-se ao inibidor 

geral e irreversível de caspases zVAD-fmk (Ekert et al., 1999). O zVAD-fmk foi 

preliminarmente testado como inibidor de caspases em macrófagos de suíno nas 

concentrações de 50 µM (recomendada pelo fornecedor) e 100 µM. Ambas as 

concentrações diminuíram os níveis de actividade de caspase-3 de culturas tratadas 

com CHX como indutor de apoptose, para níveis semelhantes ou ligeiramente 

inferiores aos de uma cultura controlo não tratada realizada em paralelo (Fig. 21). 

Passou assim a utilizar-se a concentração de 50 µM zVAD-fmk, que se verificou ser 

eficaz na inibição de caspase-3 no nosso modelo celular. 
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Figura 21. Efeito do inibidor de caspases zVAD-fmk nos níveis de actividade de caspase-3 
em macrófagos de suíno tratados para indução de apoptose com CHX. 
O composto zVAD-fmk (zVAD) foi adicionado às culturas nas concentrações de 50 µM 
[zVAD(1)] e 100 µM [zVAD(2)], seguido da adição de 10 µg/ml CHX. Culturas sem qualquer 
tratamento (C) e tratadas apenas com CHX foram também utilizadas como controlos 
negativo e positivo de apoptose respectivamente. Após 8h de incubação determinou-se a 
actividade enzimática de caspase-3 nas várias condições. 
 

 
Culturas não infectadas e infectadas com L60 ou com NHV, foram tratadas com 

zVAD-fmk no início de cada cultura/infecção, pesquisando-se mais uma vez os 

níveis de actividade de caspase-3 e FIN de DNA após 18h de incubação. Tal como 

esperado, observou-se uma clara inibição da actividade de caspase-3 após 

tratamentos com zVAD-fmk em culturas infectadas (Fig. 22). Curiosamente, esta 
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inibição foi notória também numa cultura controlo tratada paralelamente com este 

inibidor, parecendo indicar uma activação de níveis basais de caspase-3, talvez 

como resultado do envelhecimento progressivo dos macrófagos em cultura primária. 

Por outro lado, a activação de caspases, nomeadamente caspase-3, foi relatada 

como sendo um processo que ocorre durante a diferenciação de monócitos 

humanos em macrófagos induzida por M-CSF, sem que ao mesmo tempo seja 

desencadeada apoptose (Sordet et al., 2002). É possível que nas culturas primárias 

de macrófagos de suíno utilizadas nos nossos estudos o mesmo ocorra, uma vez 

que são constituídas por células diferenciadas por aderência ao suporte de cultura.  

 

 
Figura 22. Efeito do inibidor de caspases zVAD-fmk, nos níveis de actividade de caspase-3 
em macrófagos de suíno não infectados ou infectados com L60 e NHV durante 18h.  
O zVAD-fmk (zVAD) foi adicionado na concentração de 50 µM no início da cultura (C) ou 
infecções (L60, NHV). Culturas sem tratamento, infectadas ou não, foram realizadas em 
paralelo. Após 18h de incubação, os níveis de actividade de caspase-3 foram determinados 
nas várias condições. 
 

 

Concordantemente, não se observou diminuição dos níveis de FIN com a adição 

de zVAD-fmk a culturas controlo (Fig. 23, A, gráfico C), o que parece indicar que a 

actividade de caspase-3 observada não induzirá apoptose, podendo resultar do 

processo de diferenciação das células.  

Em células infectadas, quer por L60 quer por NHV, o tratamento com zVAD-fmk 

levou a uma redução pouco expressiva da FIN de DNA, ficando esta sempre a níveis 

claramente superiores aos de células controlo avaliadas em paralelo (Fig. 23, A, 

gráficos L60 e NHV). Resultado semelhante foi obtido ao comparar o padrão de 

migração do DNA em electroforese (Fig. 23, B). A FIN do DNA, claramente visível a 

tempo tardio de infecção, ocorreu mesmo na presença de zVAD-fmk, sugerindo que 
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este acontecimento tardio do processo apoptótico é induzido, pelo menos 

parcialmente, de modo independente da actividade de caspases.  
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Figura 23. Efeito da inibição de caspases, por zVAD-fmk durante 18h de cultura (C) ou 
infecção (L60 e NHV), na FIN de DNA.  
A. Quantificação de oligonucleossomas citoplasmáticos de DNA por ELISA. Os resultados 
representam as médias ± erro padrão de 3 ensaios independentes em cada condição de 
infecção. A cada ensaio os resultados corresponderam à razão entre valores obtidos em 
culturas tratadas (Trat) e/ou infectadas (Inf), e não tratadas não infectadas como controlo 
(Ctrl); B. Padrão de migração em electroforese do DNA extraído de culturas nas várias 
condições de infecção e/ou tratamento. Culturas não tratadas e tratadas (infectadas ou não) 
foram realizadas em paralelo com células do mesmo suíno a cada ensaio. 

 

Curiosamente, o zVAD inibiu visivelmente a degradação de RNA, correspondente 

à banda nítida observável na metade inferior do gel de electroforese (Fig. 23, B), 

RNA 

A 

B 



 
Resultados 

 90

sugerindo um papel das caspases na degradação do RNA celular durante o 

processo de apoptose.  

Em correlação com os resultados verificados a propósito de apoptose, a 

viabilidade das células em culturas infectadas a tempo tardio de infecção diminuiu 

mesmo na presença do inibidor zVAD-fmk, para níveis semelhantes aos de culturas 

não tratadas (Fig. 24). O mesmo ocorreu ao tempo muito tardio de 40h, incluído 

neste estudo porque se verificou anteriormente que a este tempo ocorria uma 

acentuada redução da viabilidade das culturas infectadas (ver Fig.17).  

 

 

 
 
Figura 24. Efeito da inibição de caspases por zVAD-fmk durante 18h e 40h de cultura (C) ou 
infecção com L60 e NHV, na viabilidade celular. 
Os resultados representam as médias ± erro padrão de 4 ensaios independentes a cada 
tempo estudado. A cada ensaio os resultados corresponderam à razão entre valores obtidos 
em culturas tratadas (Trat) e/ou infectadas (Inf), e não tratadas não infectadas como controlo 
(Ctrl). Culturas não tratadas e tratadas com zVAD-fmk (zVAD), infectadas ou não, foram 
realizadas em paralelo com células do mesmo suíno a cada ensaio.  
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4.2.2.4. Ocorrência de apoptose em células infectadas e não infectadas 

de culturas inoculadas com L60 e NHV 

 

Como se observou anteriormente em 4.1, a inoculação de culturas de 

macrófagos com os isolados virais em estudo a uma MOI 3, não provoca infecção na 

totalidade das células, quer a tempo precoce quer tardio, sendo semelhante a 

percentagem de células infectadas com um e outro isolado a cada tempo estudado. 

A percentagem de células positivas por imunofluorescência aumenta de cerca de 

32% para cerca de 68% das 8h para as 18h PI, em ambas as infecções (Fig. 16, B). 

Os resultados anteriores mostram também um aumento de FIN característica de 

apoptose ao longo das infecções com L60 e NHV. Porém, uma vez que numa 

mesma cultura inoculada existem duas subpopulações celulares, células infectadas 

e não infectadas, pretendeu-se determinar se o aumento de apoptose seria atribuível 

a uma destas subpopulações. De facto, a infecção por VPSA in vivo induz apoptose 

em populações linfocitárias na vizinhança de macrófagos infectados, o que foi 

atribuído à libertação de factores apoptogénicos das células infectadas aos quais os 

linfócitos serão sensíveis (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et al., 1995a, 

Gomez del Moral et al., 1999, Oura et al., 1998, Salguero et al., 2005). No entanto, 

macrófagos não infectados poderão também ser sensíveis a estes factores 

libertados de células com replicação viral activa. Com o intuito de esclarecer este 

aspecto da infecção por VPSA, identificaram-se em culturas de macrófagos 

inoculadas em paralelo com L60 ou NHV, as células infectadas através de 

imunofluorescência específica para VPSA (Fig. 25, A, ii), e observou-se em paralelo 

a morfologia nuclear destas e das células não infectadas da mesma cultura, através 

do fluorocromo de DNA Hoescht 33258 (Fig. 25, A, i). Quando da observação 

microscópica destas preparações, este corante permitiu também visualizar o local de 

replicação de DNA viral nas células infectadas, geralmente na proximidade do 

núcleo. Para efeitos de comparação, analisou-se também a proporção de células 

apoptóticas em culturas não infectadas, realizadas em paralelo como controlo.  

O resultado da determinação do número de células apoptóticas em culturas 

controlo e em cada uma das subpopulações – células infectadas e não infectadas – 

presentes nas culturas inoculadas, está patente na figura 25 B. Na tabela 3 estão 

representadas as percentagens de apoptose dentro de cada subpopulação, 

considerada separadamente.  
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Relativamente às subpopulações infectadas, às 8h PI em média 36% (com L60) 

e 35% (com NHV) das células mostraram um fenótipo apoptótico, aumentando para 

43% (com L60) e 49% (com NHV) às 18h PI, sem que as diferenças entre infecção 

por L60 e NHV resultassem significativas (Tabela 3). Considerando as 

subpopulações não infectadas das mesmas culturas, verificou-se um ligeiro aumento 

na percentagem de células apoptóticas às 8h PI, quando comparado com culturas 

controlo não infectadas, resultando estatisticamente significativo na infecção por 

NHV (Tabela 3). Às 18h PI, o número de células não infectadas em apoptose tornou-

se mais expressivo, com maior relevância nas culturas inoculadas com L60, onde 

das 8h para as 18h se verificou um aumento de 21,6% para 35,6% em média, 

enquanto com NHV o aumento foi de 23,8% para 30,5% (Tabela 3).  

Estes resultados indicam que a apoptose observada nos nossos estudos provém 

de ambas células infectadas e não infectadas de uma mesma cultura inoculada. No 

entanto, considerando o total da cultura, às 8h PI a proporção de células não 

infectadas apoptóticas é semelhante à percentagem de apoptose basal em culturas 

controlo (Fig. 25, B, 8h). Às 18h PI, embora o aumento na proporção de células 

apoptóticas entre subpopulações não infectadas resultasse mais claro, a este tempo 

estas subpopulações constituem uma menor proporção da cultura (Fig. 25, B, 18h), 

pelo que as células em apoptose dentro destas contribuem relativamente pouco para 

a percentagem de apoptose total da cultura. A apoptose quantificada durante as 

infecções por L60 e NHV no nosso modelo de estudo, será assim devida, 

maioritariamente, ao efeito da infecção viral nas células hospedeiras em cultura.  

 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Avaliação de apoptose através da morfologia nuclear, em subpopulações de 
células infectadas e não infectadas, de culturas inoculadas com L60 e NHV. 
A. Visualização das células por microscopia de fluorescência às 8h e 18h de cultura (C) ou 
infecção (L60, NHV): i. núcleos corados com Hoechst 33258; ii. células infectadas 
detectadas com soros anti-VPSA conjugados com FITC. As setas amarelas sinalizam 
exemplos de células não infectadas em apoptose; setas vermelhas sinalizam exemplos de 
células infectadas em apoptose. B. Percentagem de células normais versus apoptóticas, em 
culturas controlo (C) e em subpopulações infectadas (Inf) e não infectadas (N Inf) de uma 
mesma cultura inoculada com L60 ou NHV. Os resultados representam a média ± erro 
padrão de 4 e 3 ensaios independentes às 8h e 18h PI respectivamente, com culturas 
infectadas e controlo realizadas em paralelo com células com origem no mesmo suíno. 
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Figura 25 (continuação): 
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Tabela 3. Percentagens de células em apoptose em culturas controlo não infectadas (C), e 
em subpopulações de células infectadas e não infectadas de culturas inoculadas com L60 e 
NHV.  
 

 Células apoptóticas (%) 
Inoculação com L60 Inoculação com NHV Tempo de 

incubação C 
Infectadas Não infectadas Infectadas Não infectadas 

8h 15,5 ± 0,5 36,3 ± 5,5 21,6 ± 2,7 35,3 ± 5,3 23,8 ± 4,7d 

18h 18,0 ± 1,7 42,9 ± 3,6 35,6 ± 2,9a,c 48,7 ± 8,4 30,5 ± 0,4b 

As células infectadas foram detectadas através de prova de imunofluorescência com soros 
específicos anti-VPSA. A apoptose foi avaliada por visualização da morfologia nuclear através do 
corante de DNA Hoescht 33258. Os valores representam as médias ± erro padrão de 4 e 3 ensaios 
independentes realizados às 8h e 18h PI respectivamente. A cada ensaio, culturas infectadas e 
controlo foram realizadas em paralelo com células com origem no mesmo suíno. 
a significativamente diferente de controlo às 18h, p <0,01; 
b significativamente diferente de controlo às 18h, p <0,05; 
c significativamente diferente de células inoculadas com L60, não infectadas, às 8h, p=0,02; 
d significativamente diferente de controlo às 8h, p <0,05. 
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4.3. Efeito da infecção por L60 e NHV no desencadeamento de apoptose 

induzida exogenamente em culturas de macrófagos  

 

É conhecida a existência no genoma do VPSA de genes descritos como 

inibidores de apoptose. No entanto, é ainda desconhecido se a infecção do 

macrófago por VPSA inibe a apoptose quando esta é induzida exogenamente, à 

semelhança de outros vírus complexos de DNA como os herpesvírus HSV-1, HSV-2 

e VDA (Aubert et al., 1999, Geenen et al., 2005, Hata et al., 1999). Para tal, 

testaram-se diferentes indutores de apoptose em macrófagos de suíno, com o intuito 

de avaliar posteriormente a capacidade protectora de VPSA contra esta indução de 

apoptose nas suas células hospedeiras. 

 

4.3.1. Pesquisa de indutores de apoptose em macrófagos de suíno. 

 

4.3.1.1. TNF–α e CHX 

 

O TNF-α é uma citocina com vários efeitos biológicos nas células alvo, mediados 

pela sua ligação a dois tipos de receptores da superfície celular, TNF-R1 e TNF-R2, 

através dos quais é induzida sinalização intracelular que se irá traduzir em regulação 

da inflamação, resposta imune, diferenciação e apoptose (Aggarwal, 2003, Wajant et 

al., 2003). O TNF-R1 medeia a indução de apoptose, referida em vários tipos 

celulares incluindo macrófagos (Brodbeck et al., 2002). No entanto, a sinalização 

induzida por TNF-α leva também a uma activação do factor de transcrição NFκB, 

que entre outras acções promove a sobrevivência celular, pelo que na maioria das 

células o efeito apoptótico induzido por TNF-α é obtido apenas quando é bloqueado 

NFκB ou a síntese proteica (Chu et al., 1997, Kucharczak et al., 2003). A CHX é 

precisamente um inibidor da síntese proteica, induzindo apoptose por si só em 

vários tipos celulares, nomeadamente macrófagos (Lemaire et al., 1999, Lewis et al., 

1995, Lu & Mellgren, 1996, Tang et al., 1999). Existem no entanto células resistentes 

à sua acção apoptótica, nomeadamente as de linha celular contínua Vero 

(Carrascosa et al., 2002). Deste modo, testou-se a indução de apoptose com ambos 

TNF–α e CHX, em conjunto e separadamente.  

Por comparação com células controlo não tratadas, nunca se observou 

claramente FIN típica de apoptose induzida por TNF-α em nenhum dos tempos ou 
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concentrações pesquisadas (Fig. 26), apesar de as concentrações de TNF–α 

utilizadas terem sido relativamente elevadas comparativamente às descritas por 

outros autores para indução de apoptose em macrófagos humanos (Brodbeck et al., 

2002).  

 

 

Figura 26. Padrão de migração em electroforese de DNA extraído de culturas de 
macrófagos tratados com TNF–α a diferentes concentrações e tempos de incubação.  
Foram analisados em poços paralelos, amostras de DNA de dois ensaios independentes. 
Foi ainda submetido a electroforese um controlo positivo de apoptose (+), constituído por 
DNA de células apoptóticas fornecido com o kit utilizado para extracção do DNA (“Suicide-
Track DNA ladder isolation kit”, Oncogene). M: marcador de pesos moleculares fornecido 
com o kit. 
 
 

Quando se testou a incubação das células com TNF-α em conjunto com CHX 

(100 ng/ml e 5 µg/ml respectivamente), após 16h observou-se claramente apoptose, 

surgindo um padrão de migração do DNA em escada (Fig. 27). No entanto, a 

incubação com 10 µg/ml CHX por si só teve o mesmo efeito, pelo que se abandonou 

a utilização do TNF-α. A sobrevivência de macrófagos de suíno em cultura primária 

parece assim depender da síntese de novas proteínas ao longo do tempo, 

provavelmente codificadas por genes de sobrevivência.  
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Figura 27. Padrão de migração em electroforese de DNA extraído de culturas de 
macrófagos após 16h de incubação com: 1- meio de cultura; 2- meio de cultura com 200 
ng/ml TNF-α; 3- 10 µg/ml CHX; 4- 100 ng/ml TNF-α + 5 µg/ml CHX.  
M: marcador de pesos moleculares fornecido com o kit de extracção de DNA (“Suicide-Track 
DNA ladder isolation kit”, Oncogene). 
 

 

Verificou-se ainda que a CHX na concentração de 10 µg/ml é eficaz na indução 

de apoptose num curto espaço de tempo, induzindo após apenas 3h de tratamento 

níveis apreciáveis de FIN de DNA (Fig. 28, A, 3h), actividade de caspase-3 (Fig. 28, 

B) e condensação e/ou fragmentação da cromatina nuclear (Fig. 28, C). A indução 

de apoptose com 3h de tratamento foi conveniente para que em ensaios posteriores, 

a tempos precoces de infecção com L60 e NHV (como descrito em 4.3.2.1), se 

permitisse a expressão de proteínas virais potencialmente protectoras de apoptose 

durante as primeiras horas de infecção.  

Observaram-se ainda níveis de lise celular (quantificação de oligonucleossomas 

de DNA libertados no sobrenadante da cultura) muito reduzidos, mesmo após 7h de 

tratamento com CHX (Fig. 28, A, 7h), confirmando-se a indução de apoptose e não 

de lise celular com este tratamento. Passou assim a utilizar-se a concentração de 10 

µg/ml CHX para indução de apoptose em culturas primárias de macrófagos de 

suíno.  
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Figura 28. Apoptose em culturas de macrófagos tratadas com 10 µg/ml CHX.  
A. Quantificação de oligonucleossomas de DNA através de ELISA, aos tempos de 
tratamento indicados. Os resultados às 3h de tratamento representam a média de 2 ensaios 
independentes ± erro padrão. Às 7h de tratamento compararam-se os níveis de lise celular 
(oligonucleossomas no sobrenadante da cultura) e apoptose (oligonucleossomas no 
citoplasma após lise das células) numa mesma cultura. B. Quantificação da actividade de 
caspase-3 após 3h de tratamento. Os resultados representam a média de 3 ensaios 
independentes ± erro padrão. C. Observação da morfologia nuclear, através do fluorocromo 
de DNA Hoescht 33258 sob microscopia de fluorescência, em culturas não tratadas (1.) e 
tratadas durante 3h (2.).  
  
 
 

4.3.1.2. STS 

 

A STS é um alcalóide microbiano isolado de Streptomyces staurosporeus e 

constitui um potente inibidor de cinases proteicas (Ruegg & Burgess, 1989). Embora 

não seja ainda totalmente conhecido o seu mecanismo de actuação na via de 

sinalização de morte celular, é um indutor eficaz de apoptose em variados sistemas 

celulares, independentemente do estado de diferenciação, fase do ciclo celular e 
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síntese macromolecular (Bertrand et al., 1994). Foram inclusivamente descritos 

importantes mecanismos do processo apoptótico em células tratadas com 

staurosporina, como a actividade de caspases e a acção inibitória de Bcl-2 neste 

processo (Estoppey et al., 1997, Jacobsen et al., 1996). Na indução de apoptose por 

staurosporina alguns autores apontam como determinante o seu efeito inibitório 

sobre a família de cinases proteicas PKC (“protein kinase C”) (Kobayashi et al., 

1997, Qiao et al., 1996). Estas actuam na transdução de sinais de receptores 

membranares para o núcleo, estando envolvidas em proliferação celular e 

resistência a drogas anti-tumorais e apoptose (Hofmann, 2001, Hofmann, 2004). 

Mais especificamente, membros da família PKC têm sido implicados em inactivação 

das proteínas pró-apoptóticas Bad e Bax, por fosforilação em resíduos de serina 

específicos (Hurbin et al., 2005). No entanto, em culturas primárias de timócitos de 

rato e hepatócitos de murino, nas quais a staurosporina induz apoptose, a inibição 

de PKC por si só não é suficiente para indução de apoptose (Feng & Kaplowitz, 

2002, Harkin et al., 1998), pelo que estas proteínas poderão não ter um papel fulcral 

na via de indução de apoptose por staurosporina em todos os tipos celulares. Outro 

modo de actuação descrito para a STS foi a inibição das cinases de IκB, IKKα e 

IKKβ, com a consequente inibição de NFκB (Peet & Li, 1999), que por sua vez, induz 

a síntese de várias proteínas anti-apoptóticas como Bcl-xL, A1, A20 e inibidoras de 

caspases da família IAP (Barkett & Gilmore, 1999). A jusante destas vias de 

sinalização, a via mitocondrial tem sido referida como central no mecanismo de 

indução de apoptose por STS, com libertação de citocromo c (Bossy-Wetzel et al., 

1998) e activação de caspases como caspase-3 (Bossy-Wetzel et al., 1998, Feng & 

Kaplowitz, 2002, Jacobsen et al., 1996, Stepczynska et al., 2001, Yue et al., 1998).  

Com base na literatura acima referida, para testar a STS na indução de apoptose 

em macrófagos de suíno, culturas primárias foram tratadas com concentrações 

crescentes deste químico (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 µM) ou não tratadas como controlo. 

Ao fim de 7h, pesquisou-se a indução de apoptose através de visualização do 

padrão de migração do DNA destas culturas em electroforese. Observou-se um 

efeito crescente de fragmentação internucleossómica do DNA em correlação com 

uma concentração crescente de STS (Fig 29, A). Observou-se também o 

desaparecimento progressivo da banda correspondente a RNA, o que poderá estar 

relacionado com a crescente degradação dos percursores celulares. 
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Figura 29. Apoptose em culturas de macrófagos tratados com STS.  
A. Visualização através de electroforese do padrão de migração de DNA extraído após 7h 
de cultura (C), tratamento com 10 µg/ml CHX como controlo positivo de indução de 
apoptose, e com concentrações crescentes de STS: 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5µM. B. 
Quantificação de oligonucleossomas de DNA através de ELISA após 3h de tratamento com 
1 µM STS. Compararam-se os níveis de lise celular (oligonucleossomas no sobrenadante da 
cultura) e apoptose (oligonucleossomas no citoplasma após lise das células) na mesma 
cultura (média de 3 ensaios independentes ± erro padrão). C. Quantificação da actividade 
de caspase-3 após 3h de tratamento com 1 µM STS (média de 2 ensaios independentes ± 
erro padrão). D. Observação da morfologia nuclear em culturas controlo (1.) e tratadas 
durante 3h com 1 µM STS (2.), através do fluorocromo de DNA Hoescht 33258, sob 
microscopia de fluorescência. 
 

 

Todavia, verificou-se que a STS é também eficaz na indução de apoptose em 

apenas 3h de tratamento, com uma concentração de 1 µM, como foi possível 

determinar através de quantificação de oligonucleossomas de DNA no citoplasma 

das células por ELISA (Fig. 29, B), actividade de caspase-3 (Fig. 29, C) e também 

por visualização da morfologia dos núcleos corados com Hoescht 33258 (Fig. 29, D). 
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Não se observaram ainda níveis de lise celular apreciáveis com este tratamento (Fig. 

29, B), passando a utilizar-se a concentração de 1 µM STS para indução de 

apoptose, durante um periodo de 3h de modo semelhante à CHX como atrás 

descrito.  

 

 

4.3.1.3. Privação de soro  

 

A privação de soro tem sido descrita como indutora de apoptose nos mais 

variados modelos celulares, como por exemplo condrócitos e cardiomiócitos de rato 

(Chao et al., 2002, Zermeno et al., 2006), células endoteliais humanas (Date et al., 

2005), linha celular de macrófagos RAW 264.7 de murino (Wei et al., 2006) ou 

células da granulosa de suíno (Peng et al., 1998). Em praticamente todos os 

estudos, apesar de as caspases iniciadoras do processo parecerem variar 

consoante o modelo celular, a referência à intervenção de caspase-3 como caspase 

efectora é uma constante. 

Confirmou-se que também neste sistema celular a privação de soro induz 

apoptose visível após 8h ou 18h de cultura, tempos posteriormente utilizados para 

pesquisar níveis de apoptose com células infectadas (tempos precoce e tardio de 

infecção respectivamente), como verificado pelo aumento de FIN de DNA (Fig. 30, 

A), actividade de caspase-3 (Fig. 30, B) e condensação e/ou fragmentação da 

cromatina celular (Fig. 30, C), nas células cultivadas na ausência de SFB no meio de 

cultura. 
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Figura 30. Apoptose em culturas de macrófagos com privação de soro fetal bovino (SFB) 
após 8 e 18h de cultura.  
A. Quantificação de oligonucleossomas de DNA no citoplasma celular através de ELISA 
(média ± erro padrão de 3 ensaios independentes às 8h e às 18h). B. Quantificação de 
actividade de caspase-3 (média ± erro padrão de 2 e 3 ensaios independentes realizados às 
8h e 18h respectivamente). C. Observação da morfologia nuclear das células em cultura 
através do fluorocromo de DNA Hoescht 33258, sob microscopia de fluorescência. 
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4.3.2. Determinação dos níveis de apoptose em células infectadas e tratadas 

para indução exógena de apoptose 

 

Uma vez determinadas condições eficazes para induzir apoptose em macrófagos 

de suíno, pesquisou-se a capacidade do VPSA para proteger da apoptose quando 

esta é induzida exogenamente nas suas células hospedeiras, tendo em conta que 

apesar da presença no seu genoma de genes putativamente inibidores de apoptose, 

a funcionalidade destes nunca foi comprovada em macrófagos infectados. 

Pretendeu-se também determinar se os isolados virais utilizados neste estudo 

exibem diferentes capacidades inibitórias de apoptose, e ainda, se existem 

diferenças entre fases diferentes do ciclo de infecção.  

 

4.3.2.1. Indução de apoptose com CHX 

 
Como se verificou anteriormente, a inibição da síntese proteica em culturas de 

macrófagos de suíno por CHX conduz a apoptose. No entanto, à semelhança das 

proteínas celulares, a CHX inibirá também a produção das próprias proteínas virais, 

em virtude de o vírus depender da maquinaria celular para a sua transdução 

proteica. O gene viral 5-HL, inibidor de apoptose e homólogo de bcl-2, está descrito 

como sendo de transcrição precoce, encontrando-se a proteína viral nas células 

hospedeiras a partir das 3h de infecção (Afonso et al., 1996, Neilan et al., 1993). Por 

outro lado, o outro gene viral referido como inibidor de apoptose e homólogo de iap, 

4-CL, está descrito como sendo de transcrição tardia, sendo a proteína 

consequentemente produzida após o início da replicação viral (Chacon et al., 1995), 

que tem início por volta das 6h de infecção. 

Para estudar um possível efeito protector de proteínas de VPSA em diferentes 

fases de infecção, adicionou-se CHX aos seguintes tempos PI: às 4h, para permitir a 

produção de proteínas virais precoces como 5-HL; às 7h, logo após o início da 

replicação viral; e às 15h, tempo tardio de infecção. Culturas não infectadas foram 

realizadas em paralelo e tratadas de modo semelhante com CHX, ou deixadas por 

tratar como controlo. Após um período adicional de 3h de incubação com CHX, 

perfazendo um total de 7h, 10h e 18h em cultura, quantificou-se a actividade de 

caspase-3 e a FIN de DNA (Fig. 31). 
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Observou-se um decréscimo estatisticamente significativo de actividade de 

caspase-3 em infecção por L60 às 10h, em comparação com células apenas 

tratadas com CHX (Fig. 31, A), apesar de a todos os tempos estudados se ter 

verificado uma tendência para um decréscimo deste parâmetro nas células 

infectadas.  

Nos níveis de FIN de DNA não se verificaram diferenças estatisticamente 

significativas entre células tratadas na presença ou ausência de infecção, a nenhum 

dos tempos pesquisados (Fig. 31, B). Contudo, ao contrário do tratamento das 4-7h 

(com quantificação de FIN às 7h), no tratamento das 7-10h (quantificação de FIN às 

10h) observou-se uma tendência para níveis inferiores de fragmentação de DNA nas 

células infectadas com ambos os isolados, que deixa de ser visível mais uma vez na 

quantificação às 18h. Embora o efeito não seja muito evidente, a expressão proteica 

entre o início da infecção e as 7h PI parece ter algum efeito protector em ambas as 

infecções, uma vez que quando esta expressão é interrompida pela adição de CHX 

mais cedo, às 4h de infecção, os níveis de FIN de DNA são tendencialmente mais 

elevados.  

Mais uma vez, não se observou uma correlação directa entre actividade de 

caspase-3 e fragmentação do DNA celular, nas células infectadas tratadas. Apesar 

de ao longo das infecções a actividade de caspases nunca ser superior à 

encontrada em células controlo tratadas, o mesmo não se verificou ao nível da 

fragmentação do DNA.  

Apesar de não se observar nas nossas condições de estudo um claro efeito 

protector por VPSA, é interessante verificar que também não existe uma 

exacerbação da apoptose na presença de um factor de stress adicional como a 

CHX, uma vez que se verificou que a própria infecção induz apoptose nas células 

hospedeiras. 
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Figura 31. Quantificação de apoptose após tratamento com CHX em culturas infectadas 
com L60 e NHV, por comparação com culturas não infectadas tratadas do mesmo modo.  
A CHX foi adicionada às 4h, 7h e 15h de cultura/infecção. Após um período adicional de 3h 
de incubação, quantificou-se às 7h, 10h e 18h, a actividade de caspase-3 (A) e os 
oligonucleossomas citoplasmáticos de DNA por ELISA (B).  
Os resultados representam a média ± desvio padrão de 3 ensaios independentes em A e 5 a 
6 ensaios em B. A cada ensaio, os resultados corresponderam à razão entre valores obtidos 
em culturas infectadas tratadas (Inf trat), e apenas tratadas (Trat). Culturas tratadas, 
infectadas ou não, foram realizadas em paralelo utilizando células com origem no mesmo 
suíno a cada ensaio.  
a Significativamente diferente de não infectado tratado com CHX, p<0,05. 
 
 

Estudou-se ainda a viabilidade celular das culturas infectadas após tratamento 

com CHX. Não se tendo observado um efeito expressivo de protecção de apoptose 

a nenhum dos tempos pesquisados, estudou-se a viabilidade das células apenas 

aos tempos de 8h (com adição de CHX às 5h) e 18h (com adição de CHX às 15h). 

Esta resultou semelhante nas células não infectadas e infectadas às 8h (Fig. 32, 8h). 

A tempo tardio pelo contrário, observou-se uma diminuição da viabilidade nas 

células infectadas (Fig. 32, 18h), que se poderá relacionar com o facto de nesta fase 

as infecções por si próprias induzirem níveis mais expressivos de apoptose do que 

A 
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às 8h PI, como descrito em 4.2. Não se observou ainda a propósito de viabilidade 

celular na presença de CHX como indutor de apoptose, qualquer diferença 

significativa entre infecções com os isolados de diferente virulência (Fig. 32, 8h e 

18h). 

 

 
 
Figura 32. Viabilidade celular em culturas não infectadas e infectadas com L60 e NHV após 
tratamento com CHX.  
A CHX foi adicionada às 5h e 15h de cultura/infecção. Após um período adicional de 3h de 
incubação, determinou-se às 8h e 18h a viabilidade celular nas diferentes condições. 
Culturas não tratadas e não infectadas foram realizadas em paralelo como controlo. Os 
resultados representam a média ± desvio padrão de 4 e 5 ensaios independentes às 8h e 
18h respectivamente, e resultam da razão entre valores obtidos em culturas tratadas, 
infectadas ou não (Trat), e culturas controlo não tratadas não infectadas (Ctrl). Infecções 
e/ou tratamento e controlo foram realizados em paralelo, utilizando células com origem no 
mesmo suíno a cada ensaio.  
a Significativamente diferente de CHX, p<0,01. 
 

 

4.3.2.2. Indução de apoptose com STS 

 

Como se determinou em 4.3.1.2., a presença de STS numa concentração de 1 

µM em culturas de macrófagos de suíno induz apoptose visível após 3h de 

tratamento. Para verificar se o VPSA tem capacidade de inibir apoptose induzida por 

STS nas suas células hospedeiras, esta foi adicionada a culturas não infectadas e 

infectadas às 5h e 15h de cultura ou infecção. Após uma incubação adicional de 3h, 

num total de 8h e 18h de cultura, quantificaram-se a actividade de caspase-3 e os 

oligonucleossomas de DNA nos citoplasmas celulares nas diferentes condições. Os 

mesmos indicadores de apoptose foram quantificados em culturas não tratadas e 

não infectadas, realizadas em paralelo como controlo.  
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Não se observaram diferenças significativas entre células tratadas não infectadas 

e infectadas, a propósito de ambos os indicadores de apoptose, a qualquer dos 

tempos pós-infecção pesquisados (Fig. 33). Apesar de não se observar diminuição 

dos níveis de apoptose induzida por STS na presença de infecção, também não 

ocorreu uma exacerbação desta, à semelhança do observado com CHX. 

 

 

 
 
Figura 33. Quantificação de apoptose após tratamento com STS em culturas infectadas 
com L60 e NHV, por comparação com culturas não infectadas tratadas do mesmo modo.  
A STS foi adicionada às 5h e 15h de cultura/infecção. Após 3h de tratamento, às 8h e 18h 
quantificou-se a actividade de caspase-3 (A) e os oligonucleossomas de DNA nos 
citoplasmas celulares por ELISA (B). Os resultados correspondem às médias ± desvio 
padrão de 4 a 5 ensaios independentes às 8h e 18h. A cada ensaio, os resultados 
corresponderam à razão entre valores obtidos em culturas infectadas tratadas (Inf trat), e 
apenas tratadas (Trat). Culturas tratadas, infectadas ou não, foram realizadas em paralelo 
utilizando células com origem no mesmo suíno a cada ensaio.  
 
 

O estudo da viabilidade celular após tratamentos com STS revelou um aumento 

ligeiro mas estatisticamente significativo, na viabilidade das células infectadas por 

L60 às 8h PI, em comparação com células não infectadas (Fig. 34, 8h). Em infecção 

por NHV também não se observou menor viabilidade após tratamento com STS em 

A 
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comparação com células não infectadas e tratadas. Ainda, ao contrário do que se 

observou com CHX, o tratamento com STS a tempo tardio de infecção não induziu 

um decréscimo significativo na viabilidade das células infectadas, em comparação 

com células não infectadas (Fig. 34, 18h).  

 

 
 
Figura 34. Viabilidade celular em culturas não infectadas e infectadas com L60 e NHV após 
tratamento com STS. 
A STS foi adicionada às 5h e 15h de cultura/infecção, prosseguindo-se a incubação por um 
período adicional de 3h. Após um período total de 8h e 18h de cultura, a viabilidade celular 
foi determinada nas diferentes condições. Culturas não tratadas e não infectadas foram 
realizadas em paralelo como controlo. Os resultados representam a média ± desvio padrão 
de 4 ensaios independentes às 8h e 18h, e resultam da razão entre valores obtidos em 
culturas tratadas, infectadas ou não (Trat), e culturas controlo não tratadas não infectadas 
(Ctrl). Infecções e/ou tratamento e controlo foram realizados em paralelo, utilizando células 
com origem no mesmo suíno a cada ensaio.  
a Significativamente diferente de STS, p<0,05. 
 
 
 

4.3.2.3. Indução de apoptose por privação de soro 

 

Para verificar se a infecção por VPSA tem capacidade de inibir a indução de 

apoptose pelo tratamento de privação de soro (PS), os indicadores de apoptose 

actividade de caspase-3 e formação de oligonucleossomas de DNA foram mais uma 

vez quantificados em culturas de macrófagos não infectadas e infectadas, cultivadas 

na ausência de SFB no meio de cultura durante 8h e 18h de incubação.  

Os resultados obtidos não mostraram diferenças significativas entre células 

infectadas e não infectadas relativamente aos níveis de apoptose desencadeados 

por este tratamento (Fig. 35, A e B), pelo que também nesta situação, a infecção por 
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qualquer dos isolados de VPSA em estudo não parece ter capacidade para inibir a 

apoptose induzida exogenamente nas suas células hospedeiras. 

 

 

 
Figura 35. Quantificação de apoptose após tratamento de privação de soro, em culturas 
infectadas com L60 e NHV, por comparação com culturas não infectadas tratadas do 
mesmo modo.  
Após 8h e 18h de cultura/infecção com privação de soro (PS), quantificou-se a actividade de 
caspase-3 (A) e os oligonucleossomas citoplasmáticos de DNA por ELISA (B) nas diferentes 
condições. Os resultados representam as médias ± desvio padrão de 2 e 3 ensaios 
independentes em A às 8h e 18h respectivamente, e 5 e 4 ensaios em B às 8h e 18h 
respectivamente. A cada ensaio, os resultados corresponderam à razão entre valores 
obtidos em culturas infectadas tratadas (Inf trat), e apenas tratadas (Trat). Culturas tratadas, 
infectadas ou não, foram realizadas em paralelo utilizando células com origem no mesmo 
suíno a cada ensaio.  
 
 
 
 

A 
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4.4. Mecanismos virais reguladores da morte celular na célula hospedeira: estudo 

da expressão dos genes virais potencialmente envolvidos em inibição de 

apoptose – 5-HL (homólogo de bcl-2) e 4-CL (homólogo de iap) 

 

4.4.1. Sequenciação de 4-CL e 5-HL nos isolados virais em estudo 

 

Uma vez que a sequência de 5-HL é ainda desconhecida em ambos os isolados 

virais em estudo, e a sequência de 4-CL é conhecida para L60 (acesso Genbank 

U91736) mas não para NHV, propusemo-nos sequenciar estes genes em ambos 

L60 e NHV para verificar se existem diferenças a este nível entre os isolados. Para 

tal, foi extraído DNA de macrófagos infectados com L60 e com NHV, a partir do qual 

foram amplificadas por PCR sequências genómicas virais contendo os genes alvo. 

Para 5-HL foram utilizados oligómeros que amplificaram uma sequência desde 280 

pb a montante até 79 pb a jusante dos codões de iniciação e de terminação da 

tradução respectivamente, com localização sobre as sequências codificantes dos 

genes A137R e A859L que flanqueiam A179L (Fig. 36), resultando na amplificação 

de 899 pb no total. A região do genoma contendo a sequência de 4-CL foi 

amplificada desde 129 pb a montante até 218 pb a jusante dos codões de iniciação 

e terminação da tradução respectivamente, através de oligómeros com localização 

numa região intergénica e sobre o gene adjacente A542R (Fig. 36), resultando numa 

sequência de 1022 pb no total.  

 

 

 
 
Figura 36. Visualização gráfica da região genómica do isolado Ba71V compreendida entre 
os nucleótidos 27300 e 37880, onde se localizam os genes 4-CL (A224L) e 5-HL (A179L). 
Adaptado da base de dados NCBI, acesso NC_001659. As setas indicam a orientação da 
transcrição para cada gene: a cinza representam sequência do gene e a rosa a sua 
sequência codificante.  
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Após clonagem dos segmentos amplificados e sua sequenciação, as sequências 

consenso obtidas foram alinhadas e comparadas com as correspondentes 

conhecidas à data para alguns isolados de VPSA de diferentes origens: africanos, 

europeus, e Ba71V adaptado a células de linha contínua Vero. 

Verificou-se que as sequências de 5-HL de L60 e de NHV são semelhantes entre 

si (Fig. 37), e semelhantes à sequência do isolado adaptado a células de linha 

contínua Vero, Ba71V, e à de um isolado de campo português não virulento e não 

hemadsorvente OURT 88/3, obtendo-se consenso em praticamente toda a zona 

sequenciada. Apenas foi detectada na sequência de NHV a delecção de um resíduo 

de adenosina 192 pb a montante do codão de iniciação ATG (Fig. 37, posição 88), à 

semelhança do isolado OURT 88/3, numa zona não codificante rica em adeninas e 

timinas. Nestas zonas poderão existir motivos de ligação a factores de regulação da 

expressão, nomeadamente “tataboxs”. Existe de facto um destes motivos potenciais 

na zona da delecção, constituído por TTTAAA (identificado na proteína Wap de rato, 

que também existe no suíno) (Lubon & Hennighausen, 1987), que assim estará 

ausente em NHV. Foi no entanto referido que no VPSA, as sequências promotoras 

constituídas por sequências ricas em As e Ts, parecem localizar-se a curta distância 

dos locais de início da transcrição, à semelhança dos poxvírus (Almazan et al., 

1992). A transcrição tem geralmente início também a curta distância do codão de 

iniciação da tradução (Almazan et al., 1992, Almazan et al., 1993, Chacon et al., 

1995, Galindo et al., 2000b, Martins et al., 1994, Rodriguez et al., 1996, Yanez et al., 

1993). Em NHV, a distância de 192 pb que separa a delecção do codão de iniciação 

da tradução de 5-HL é longa, pelo que é improvável que esta região corresponda a 

uma sequência promotora.  

De modo interessante, o alinhamento da região contendo 5-HL nos isolados 

europeus e num isolado patogénico de África Ocidental, o Benin 97/1, revelou uma 

única substituição nucleotídica de uma Citosina por uma Timina na sequência 

codificante do isolado do Benin, 165 pb a jusante de ATG (posição 465 da figura 37), 

levando à substituição de um resíduo de treonina por um de isoleucina na sequência 

aminoacídica. Pelo contrário, a comparação com um outro isolado patogénico 

africano da África Oriental, Malawi Lil-20, revelou muitas diferenças ao longo de toda 

a sequência analisada, nomeadamente inserção de vários nucleótidos a cerca de 

100 pb a montante de ATG, e várias substituições nucleotídicas, inclusivamente ao 

longo da sequência codificante (Fig. 37). Esta observação parece reflectir uma maior 
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proximidade dos isolados portugueses com isolados de África ocidental, de acordo 

com uma possivel origem da PSA na Europa a partir desta região de África (Bastos 

et al., 2003, Blasco et al., 1989a, Nix et al., 2006). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Alinhamento das sequências consenso obtidas por sequenciação de 5-HL em 
L60 e NHV (cons5HL_L60 e cons5HL_NHV), com as sequências nucleotídicas 
correspondentes conhecidas de isolados de VPSA de diferentes origens. 
Ba71V: isolado adaptado a células de linha contínua Vero (acesso GenBank NC_001659; 
genoma: 36591-37489, cadeia complementar reversa); OURT 88/3, isolado de campo não 
patogénico, português (acesso GenBank AM712240; genoma: 38736-39633, cadeia 
complementar reversa); Benin 97/1, isolado patogénico do Benin, África Sub-Saariana 
Ocidental (acesso GenBank AM712239; genoma: 47916-48814, cadeia complementar 
reversa); Malawi Lil-20, isolado patogénico do Malawi, África Sub-Saariana Oriental (acesso 
GenBank L09548; sequência codificante parcial: 1-793 bases, cadeia complementar 
reversa). As posições 1-20 e 900-919 correspondem aos locais de hibridação dos 
oligómeros utilizados para amplificação da região por PCR sobre DNA de L60 e NHV Em 
301 e 838 localizam-se os codões de iniciação e terminação da transcrição respectivamente.  
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Verificou-se que também o 4-CL é semelhante ao nível da sequência codificante, 

em L60 e NHV, em Ba71V, e nos isolados de campo português OURT 88/3, e 

espanhóis E70 e E75 (Fig. 38). Na região de 80-90 pb a montante do codão de 

iniciação da tradução (posição 40-50 da figura 38), detectaram-se algumas 

substituições nucleotídicas comparando L60 e NHV, iguais nos isolados NHV e 

OURT 88/3. No entanto, a distância ao codão de iniciação e o facto de esta zona 

que não apresentar semelhanças óbvias com potenciais sequências reguladoras da 

transcrição, parece indicar apenas variação numa região intergénica que não se 

reflectirá na proteína expressa. 

No alinhamento das sequências dos isolados europeus com a sequência do 

isolado do Benin, observou-se, mais uma vez, uma semelhança de praticamente 

100% ao longo de toda a sequência nucleotídica analisada, ocorrendo algumas 

substituições nucleotídicas apenas em zonas não codificantes. Pelo contrário, o 

isolado do Malawi mostrou de novo muitas diferenças, nomeadamente, referindo as 

mais evidentes: várias substituições nucleotídicas ao longo da sequência codificante 

do gene e também fora desta, delecção de vários nucleótidos imediatamente a 

montante do codão de iniciação da tradução, numa zona rica em As e Ts, e inserção 

de vários nucleótidos a cerca de 130 bases a jusante do codão de terminação da 

tradução (Fig. 38).  

 

 
 
 
 
 
Figura 38. Alinhamento das sequências consenso obtidas por sequenciação de 4-CL em 
L60 e NHV (cons4CL_L60 e cons4CL_NHV), com sequências correspondentes conhecidas 
de isolados de VPSA de diferentes origens. 
Lis60-4CLp27: sequência codificante de 4-CL previamente publicada para L60 (acesso 
GenBank U91736); E75-4CLp27: sequência codificante de 4-CL no isolado espanhol E75 
(acesso GenBank U91734); Ba71V: isolado adaptado a células de linha contínua Vero 
(acesso GenBank NC_001659; genoma: 28902-29923, cadeia complementar reversa); 
OURT 88/3: isolado de campo português avirulento (acesso GenBank AM712240; genoma: 
31058-32078 pb, cadeia complementar reversa); E70: isolado de campo espanhol (acesso 
GenBank AF327841; genoma: 17153-18175 pb, cadeia complementar reversa); Benin 97/1: 
isolado patogénico do Benin, África Sub-Saariana Ocidental (acesso GenBank AM712239; 
genoma: 41258-40237, cadeia complementar reversa); Malawi Lil20/1: isolado patogénico 
do Malawi, África Sub-Saariana Oriental (acesso GenBank AF327842; genoma: 11137-
12160, cadeia complementar reversa). As posições 1-24 e 1018-1038 correspondem aos 
locais de hibridação dos oligómeros utilizados para amplificação da região por PCR sobre 
DNA de L60 e NHV. Em 131 e 803 localizam-se os codões de iniciação e terminação da 
transcrição respectivamente. 
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Figura 38 (continuação): 
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4.4.2. Quantificação da expressão em mRNA de 5-HL e 4-CL ao longo das 

infecções 

 

Com o objectivo de avaliar a expressão dos genes de VPSA apontados como 

inibidores da apoptose, foram desenvolvidos ensaios de PCR em tempo real ou PCR 

quantitativo (qPCR), para comparar os níveis de mRNA de cada gene nas células 

hospedeiras a vários tempos ao longo de 16h de infecção.  

A técnica de qPCR é relativamente recente e traduz-se por uma grande 

sensibilidade na detecção de genes pouco expressos, verificando-se também uma 

precisão na quantificação muito superior à técnica convencional de RT-PCR, 

geralmente considerada semi-quantitativa. Esta baseia-se na quantidade de 

amplificados acumulados após um número fixo de ciclos, muitas vezes difícil de 

determinar de forma a não esgotar os componentes da reacção, ou a evitar a 

acumulação de factores inibitórios como pirofosfatos e perda de actividade 

polimerásica (Gause & Adamovicz, 1994). Em qPCR a quantificação baseia-se no 

ciclo ao qual é detectada amplificação acima do nível basal, baseando-se numa 

emissão de fluorescência por moléculas intercaladoras de DNA ou sondas, 

proporcional ao número de sequências alvo amplificadas. Quanto maior o nº de 

cópias da sequência alvo numa amostra de cDNA mais precocemente é detectado 

um aumento significativo de fluorescência.  

Para utilizar a técnica de qPCR no nosso sistema, foram desenhados oligómeros 

específicos para amplificação de sequências correspondentes a transcritos dos 

genes virais 5-HL e 4-CL em cDNA, e também de genes constitutivos de suíno. A 

expressão destes últimos, ao ser quantificada nas mesmas amostras de cDNA, 

permite obter um controlo interno da qualidade e quantidade do mRNA original, 

como se refere adiante. As sequências correspondentes ao mRNA dos genes alvo, 

foram quantificadas recorrendo-se à tecnologia de “Sybr Green” e à construção de 

rectas padrão com DNAs de concentração conhecida, para uma quantificação 

absoluta, como se expõe seguidamente. 
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4.4.2.1. Desenho de oligómeros e definição das condições óptimas de 

PCR quantitativo 

 

Foram desenhados oligómeros específicos para as sequências codificantes dos 

genes virais 5-HL (oligómeros 5HL) e 4-CL (oligómeros 4CL) e também para os 

genes constitutivos de suíno HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) 

(oligómeros HPR), GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

(oligómeros GAP), e ciclofilina A (oligómeros CIC), tal como descrito em materiais e 

métodos, de forma a obter amplificados em cDNA com tamanhos aproximados que 

permitissem eficiências de amplificação semelhantes em qPCR.  

Os oligómeros para genes constitutivos foram desenhados para se localizarem 

em zonas de junção exão-exão e/ou em diferentes exões, uma prática que previne a 

amplificação a partir de potencial DNA contaminante, ou que resulta num produto de 

amplificação de maior dimensão.  

Foi obtida amplificação apenas a partir de cDNA e não amplificação em DNA com 

os oligómeros HPR e GAP, confirmada através de PCR sobre alíquotas de DNA e 

cDNA obtidas a partir de macrófagos de suíno (Fig. 39). Para termo de comparação 

e para confirmar se a alíquota de DNA utilizada era amplificável, utilizou-se 

paralelamente o par de oligómeros CIC, tendo como alvo de hibridação exões 

diferentes separados por um intrão, pelo que em DNA existe amplificação de uma 

sequência mais longa que inclui o intrão. Curiosamente, este par de oligómeros 

amplificou também em DNA uma sequência de tamanho aproximado à amplificada 

em cDNA (Fig. 39). Uma vez que está descrito um pseudogene para a ciclofilina de 

suíno (Acesso GenBank AF543683), admitimos, sem embargo de outras 

explicações, que esta amplificação possa corresponder a um segundo pseudogene 

da ciclofilina ainda não identificado. Por este motivo, os oligómeros para a ciclofilina 

A não foram utilizados nos estudos subsequentes de qPCR.  
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Figura 39. Visualização por electroforese do resultado de PCR sobre DNA e cDNA de 
macrófagos de suíno, com oligómeros desenhados para quantificação da expressão de 
genes constitutivos em qPCR.  
O par de oligómeros CIC tem como alvo a sequência do gene da ciclofilina A, localizando-se 
em exões diferentes separados por um intrão. O par HPR tem como alvo a sequência de 
HPRT1, localizando-se ambos oligómeros forward e reverse em zonas de junção exão-exão. 
GAP tem como alvo GAPDH, localizando-se o oligómero forward sobre zona de junção 
exão-exão e o reverse num exão diferente. A amplificação foi sobre alíquotas de: DNA de 
macrófagos (1); diluições seriadas de cDNA de macrófagos 1:40 (2), 1:400 (3), 1:4000 (4); 
DNA extraído de vírus L60 purificado (5); água (6). M: marcador de pesos moleculares (VI, 
Roche). 
 

 

Os oligómeros 5HL, 4CL, HPR e GAP foram utilizados para obtenção de DNA de 

concentração conhecida (DNA standard) para a construção de rectas padrão. Para 

tal, foram amplificados por PCR com cada par de oligómeros, produtos específicos a 

partir de cDNA de células infectadas (Fig. 40), ao que se seguiu a sua purificação e 

determinação da concentração em número de moléculas. 

 

 
Figura 40. Visualização em electroforese de produtos de amplificação por PCR, a partir de 
cDNA, com os oligómeros GAP, HPR, 5HL e 4CL, para utilização como DNA standard em 
qPCR.  
M: marcador de pesos moleculares (VI, Roche). 

 
 
De cada DNA standard assim obtido, foram realizadas diluições seriadas da 

ordem de 1:5 e estas utilizadas para optimizar as condições de qPCR (concentração 

de oligómeros forward e reverse e temperaturas de ligação e polimerização), de 
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forma a obter produtos específicos e eficiências de amplificação próximas de 100%. 

As eficiências foram calculadas através dos declives das rectas resultantes dos Ct 

(“cycle threshold”) para cada diluição standard, construídas pelo software do 

aparelho utilizado (7300 System – Applied Biosystems) (Fig. 41). As condições em 

que se obteve uma eficiência de amplificação igual ou superior a 95% para cada par 

de oligómeros, que foram consideradas óptimas, estão representadas na tabela 4 

(todos os oligómeros funcionaram optimamente nas mesmas condições). Obtiveram-

se ainda coeficientes de regressão nas rectas padrão (R2) sempre superiores a 

0,998 (Fig. 41).  

A especificidade de cada amplificação foi verificada através da observação das 

curvas de dissociação produzidas pela elevação lenta da temperatura no final da 

corrida de qPCR (Fig. 42). Quando é atingida a temperatura de melting (Tm) do DNA 

de dupla cadeia produzido durante a amplificação, o aparelho de PCR em tempo 

real grava a diminuição de fluorescência emitida pelo Sybr Green I resultante da 

desnaturação do DNA, pelo que quando existem produtos de amplificação não 

específicos numa mesma reacção é observada mais do que uma Tm resultante de 

amplificados de diferentes tamanhos. Confirmou-se ainda por electroforese a 

obtenção de produtos únicos de amplificação, com o tamanho esperado, nas 

condições de amplificação optimizadas (Fig. 43).  
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Figura 41. Rectas padrão construídas pelo software do aparelho de qPCR, resultantes da amplificação, nas condições optimizadas, de DNA 
standard com cada um dos oligómeros: A – HPR, B – GAP, C – 5HL, D – 4CL.  
Em abcissas estão representados os logaritmos das concentrações (em nº de cópias) e em ordenadas o Ct (de “cycle threshold”). 
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Figura 42. Curvas de dissociação dos produtos amplificados por qPCR a partir de DNA standard, nas condições optimizadas de amplificação 
com os oligómeros: A – HPR; B – GAP; C – 5HL; D – 4CL.
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Figura 43. Electroforese de produtos de amplificação por qPCR sobre diluições seriadas de 
DNA standard, nas condições optimizadas, com os diferentes oligómeros HPR, GAP, 5HL e 
4CL.  
Em cada diluição existia o seguinte nº de moléculas da sequência alvo: 1 – 200 000; 2 – 40 
000; 3 – 8 000; 4 – 1 600; 5 – 320; 6 – 64; 7 – 0. M: marcador de pesos moleculares 
(“HyperLadder II”, Bioline). 
 
 

Para que a quantificação em cDNA fosse correctamente inferida das rectas 

padrão, construídas com DNA standard, verificou-se igualmente a eficiência de 

amplificação de cada par de oligómeros sobre cDNA. Para tal, foram feitas diluições 

seriadas da ordem de 1:2 de cDNA contendo as sequências alvo, e estas foram 

submetidas a qPCR nas condições previamente optimizadas para DNA standard. As 

diluições de cDNA foram de 1:2 em vez de 1:5 à semelhança do DNA standard para 

que a detecção de amplificação não tivesse início em ciclos muito tardios para as 

diluições mais altas. Para que o software construísse rectas padrão, atribuiu-se 

ainda a cada primeira diluição um número de cópias fictício, uma vez que as 

sequências alvo na amostra de cDNA utilizada não tinham sido ainda quantificadas. 

Obtiveram-se deste modo rectas padrão (Fig. 44) cujo declive permitiu calcular a 

eficiência da amplificação a partir de cDNA. Confirmaram-se eficiências semelhantes 

às obtidas com DNA standard (Tabela 4), e uma vez mais, elevados coeficientes de 

regressão nas rectas padrão (R2≥0,994) (Fig. 44). As curvas de dissociação 

mostraram igualmente amplificações específicas e Tms semelhantes aos obtidos em 

DNA standard para cada produto amplificado (Fig. 45), e a visualização dos produtos 

de amplificação por electroforese confirmou a sua especificidade (Fig. 46).  
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Figura 44. Curvas padrão resultantes da amplificação por qPCR, nas condições optimizadas, de diluições seriadas 1:2 de cDNA, com cada um 
dos oligómeros: A – HPR, B – GAP, C – 5HL, D – 4CL.  
Em abcissas estão representados os logaritmos das concentrações (nº de cópias fictício) e em ordenadas o Ct (de “cycle threshold”). 
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Figura 45. Curvas de dissociação dos produtos amplificados por qPCR a partir de cDNA, nas condições optimizadas de amplificação com DNA 
standard com os oligómeros: A – HPR; B – GAP; C – 5HL; D – 4CL.
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Figura 46. Electroforese de produtos de amplificação por qPCR sobre diluições seriadas de 
cDNA, nas condições optimizadas para DNA standard, com os diferentes oligómeros HPR, 
GAP, 5HL e 4CL.  
Atribuiu-se a cada diluição o seguinte nº de moléculas (fictício) da sequência alvo: HPR – 
200 (1), 100 (2), 50 (3), 25 (4), 12,5 (5), 0 (6); GAP – 2000 (1), 1000 (2), 500 (3), 250 (4), 
125 (5), 0 (6); 5HL – 250 (1), 125 (2), 62,5 (3), 31,25 (4), 0 (5); 4CL – 6000 (1), 3000 (2), 
1500 (3), 750 (4), 0 (5). M: marcador de pesos moleculares (“HyperLadder II”, Bioline). 
 
 
 
 
 
Tabela 4. Condições optimizadas de amplificação em qPCR com os diferentes oligómeros e 
respectivas eficiências sobre DNA standard e cDNA. 
 

Eficiência de amplificação (%) 
Oligómero 

Forward / Reverse 

(nM) 

Condições de 

qPCR DNA standard cDNA 

5HL 500/500 95 98 

4CL 500/500 98 102 

HPR 500/500 97 98 

GAP 500/500 

1x: 95 ºC 2’ 45’’ 
40x: 95 ºC 15’’ 

 57 ºC 15’’ 
 60 ºC 45’’ 

 
96 105 

 
 
 

Uma vez estabelecidas as condições óptimas de amplificação para cada par de 

oligómeros, tanto a partir de DNA standard como de cDNA, procedeu-se à 

quantificação do número de cópias de cada sequência alvo, na forma de cDNA, aos 

diferentes tempos de infecção ou cultura, através da construção de rectas padrão 

para cada gene paralelamente na mesma reacção de qPCR.  
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4.4.2.2. Expressão de genes constitutivos de suíno e verificação da sua 

validade como controlos endógenos no modelo em estudo 

 
A expressão de genes constitutivos é utilizada como controlo endógeno ou factor 

de normalização da quantificação da expressão génica por qPCR, de forma a corrigir 

variações entre amostras resultantes de erros ou problemas experimentais como por 

exemplo: diferente nº de células utilizadas no ensaio, erro de quantificação do RNA a 

ser utilizado em RT-PCR, diferentes viabilidades celulares na altura da colheita das 

amostras, ou diferentes eficiências de conversão de RNA em cDNA. No entanto, 

dependendo das condições experimentais, a expressão dos chamados genes 

constitutivos pode ser sujeita a regulação, tornando-os inviáveis como factores de 

normalização em estudos de qPCR (Dheda et al., 2005, Huggett et al., 2005). Por 

este motivo, vários autores têm vindo a referir a importância da validação de genes 

constitutivos como referência para cada modelo experimental, desenvolvendo 

software para comparação da expressão de inúmeros genes paralelamente e 

selecção dos mais estáveis nas condições experimentais específicas de estudo 

(Andersen et al., 2004, Huggett et al., 2005, Pfaffl et al., 2004, Vandesompele et al., 

2002). Porém, os custos inerentes a tal processo de selecção através da 

comparação de múltiplos genes são elevados e o processo laborioso, e implicam 

ainda gasto de quantidades elevadas de amostra, um factor limitante em muitos 

ensaios. Adicionalmente, mesmo que sejam seleccionados desta forma vários 

genes, a resolução do ensaio é sempre dependente da variabilidade dos genes de 

referência no sistema experimental em estudo (Huggett et al., 2005). 

Para o nosso modelo de estudo seleccionaram-se para avaliação dois genes 

considerados constitutivos, GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e 

HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), com base em estudos prévios 

realizados por outros autores em macrófagos e diferentes tecidos de suíno (Foss et 

al., 1998). Estes verificaram que GAPDH é expresso a níveis que tornam o seu 

mRNA facilmente detectável, mesmo através de metodologias relativamente pouco 

sensíveis como Northern blot com RNA total, tornando-o adequado como controlo de 

genes de expressão abundante. GAPDH apresentou ainda menor variabilidade nos 

diferentes tecidos estudados, ou em macrófagos sujeitos a tratamentos de 2, 6 e 22h 

com lipopolissacárido, concanavalina A, PMA ou PMA e ionóforo, do que outro gene 

constitutivo de expressão semelhante, a β-actina. O mRNA de HPRT por outro lado, 
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foi detectado apenas através de metodologias altamente sensíveis, como Northern 

blot com RNA poliadenilado ou RT-PCR, apontando-o como ideal para controlo da 

expressão de genes pouco expressos. Adicionalmente, a sua expressão mostrou ser 

ainda mais estável em macrófagos sujeitos aos diferentes tratamentos que a de 

GAPDH. Idealmente, o nosso objectivo seria o de utilizar ambos GAPDH e HPRT 

para normalização dos resultados de expressão de 5-HL e 4-CL, uma vez que a 

utilização de mais do que um gene de referência é considerada uma abordagem 

adequada em estudos de qPCR (Vandesompele et al., 2002). 

Para avaliar a estabilidade de expressão de GAPDH e HPRT no nosso modelo 

experimental, comparámos por qPCR a sua expressão em células infectadas com 

L60, NHV e não infectadas (controlo), aos diferentes tempos de cultura ou infecção 

de 1,5h, 4h, 8h, 12h e 16h (Fig. 47). 

 

 
 
Figura 47. Quantificação por qPCR da expressão dos genes constitutivos GAPDH e HPRT, 
em amostras de cDNA de células controlo não infectadas (C) e infectadas com L60 ou NHV, 
a diferentes tempos pós-infecção ou cultura.  
Os dados representam as médias ± desvio padrão de 5 ensaios independentes. A cada 
ensaio, culturas controlo e infectadas foram realizadas em paralelo com células com origem 
no mesmo suíno (amostras emparelhadas), à excepção de controlo às 8h, em que o nº de 
ensaios foi de 3. A análise estatística realizada para cada tempo foi a de Anova para 
medições repetidas com pós-teste Tuckey, excepto para as 8h, em que utilizou Anova 
normal com pós-teste Tuckey para comparar C, L60 e NHV, e teste t emparelhado para 
comparar L60 e NHV. 
a significativamente diferente de C ao mesmto tempo; b significativamente diferente de L60 
ao mesmo tempo; c diferença significativa entre L60 e NHV (p=0,0072). 
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Quando se compararam as expressões a cada tempo, verificaram-se para HPRT 

diferenças estatisticamente significativas, às 4 e 12h, entre células controlo e 

infectadas por NHV, e também entre infectadas com L60 e NHV, às 8h e 12h. Não 

se obtiveram diferenças estatisticamente significativas, a nenhum tempo 

pesquisado, entre a expressão de HPRT em células controlo e em células infectadas 

por L60, ao contrário do que aconteceu com NHV. A infecção por NHV parece assim 

diminuir a expressão de HPRT a tempos intermédios do seu ciclo infeccioso, entre 

as 4 e as 12h de infecção. Pelo contrário, na expressão de GAPDH não se 

obtiveram diferenças estatisticamente significativas, nem entre células controlo e 

infectadas, nem entre infectadas, pelo que a expressão de GAPDH parece ser mais 

estável que a de HPRT no nosso modelo experimental de infecção. De notar, uma 

vez que os nossos estudos se baseiam numa comparação da expressão de genes 

virais entre células infectadas com dois isolados de diferente virulência, é fulcral que 

não existam diferenças significativas de expressão, entre ambas infecções, 

relativamente ao gene a ser utilizado como referência endógena para normalização. 

Este foi o caso para GAPDH mas não para HPRT, pelo que se considerou apenas o 

primeiro para os nossos estudos de expressão.  

Observou-se para ambos os genes uma diminuição da expressão aos tempos 

mais tardios de cultura e infecção, principalmente às 16h. Este facto poderá estar 

relacionado com o envelhecimento das células em cultura, e portanto, com 

diminuição da sua viabilidade, reflectindo-se na expressão de genes constitutivos. 

Apesar disso, uma vez que não se verificaram diferenças significativas na expressão 

de GAPDH entre ambas infecções, a nenhum tempo pós-infecção pesquisado, 

considerámos este gene válido para os nossos objectivos de estudo. 
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4.4.2.3. Comparação dos níveis de expressão de 5-HL e 4-CL ao longo 

da infecção com L60 e NHV 

 

Os resultados obtidos por quantificação absoluta em número de moléculas 

correspondentes ao mRNA dos genes virais 5-HL e 4-CL, presentes nas amostras 

de cDNA aos vários tempos pós-infecção, foram normalizados com o número de 

moléculas presentes nas mesmas amostras do gene escolhido como referência, 

GAPDH (Fig. 48).  

A transcrição de ambos 5-HL e 4-CL surgiu muito precocemente após a entrada 

do vírus nas células, à 1,5h PI, aumentando claramente ao longo da infecção até às 

16h PI. O 4-CL foi descrito previamente por outros autores como sendo de 

expressão tardia durante o ciclo infeccioso em células de linha contínua Vero com 

VPSA adaptado (Chacon et al., 1995). No entanto, em macrófagos detectámos 

transcrição deste gene muito precocemente após infecção. À 1,5h PI observou-se 

ainda uma expressão mais elevada de ambos os genes virais em infecção com L60 

(3 a 6 vezes para 5-HL e 2 a 6 vezes para 4-CL).  

 

 
 
Figura 48. Expressão em mRNA dos genes virais 5-HL (A) e 4-CL (B) a diferentes horas 
pós-infecção (PI) com L60 e NHV.  
O nº de moléculas dos transcritos virais, presentes em cada amostra de cDNA, foi dividido 
pelo nº de moléculas presentes na mesma amostra para o gene constitutivo de referência, 
GAPDH, para normalização. Os dados representam a média ± erro padrão de 5 ensaios 
independentes, com infecções realizadas em paralelo com células com origem no mesmo 
suíno a cada ensaio. **p=0,0014, *p= 0,015. 
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4.4.3. Análise da transcrição de 4-CL ao longo do ciclo infeccioso por 

Northern blot 

 

Uma vez que se detectou por qPCR uma transcrição não esperada muito 

precoce do gene viral 4-CL em macrófagos infectados, pretendeu-se confirmar este 

resultado também ao nível da visualização do seu mRNA em Northern blot. Para tal, 

foi utilizado RNA total extraído de culturas de macrófagos infectados em paralelo 

com L60 e NHV, aos diferentes tempos de infecção muito precoce (1,5h) precoce 

(8h) e tardia (16h). Como controlo de hibridação não específica foi também extraído 

RNA de culturas não infectadas. O mRNA de 4-CL foi detectado através de uma 

sonda de RNA complementar, marcada com biotina, obtida por transcrição in vitro a 

partir de um plasmídio com a sequência de 4-CL clonada entre promotores de RNA 

polimerases, como descrito em materiais e métodos. A sonda resultante, de cerca 

de 855 bases, inclui cerca de 100 pb finais da sequência do gene A542R adjacente 

a 4-CL (com orientação de transcrição oposta), prolongando-se ao longo da 

sequência de 4-CL, desde o seu final até cerca de 100 pb a jusante do ATG.  

Confirmou-se a existência de transcritos de 4-CL muito precocemente em 

infecção de macrófagos com ambos os isolados L60 e NHV, à 1,5h PI, cuja 

abundância aumenta claramente ao longo do tempo de infecção (Fig. 49).  

 

 
 
Figura 49. Autorradiografia de Northern blot para detecção de transcritos de 4-CL a 
diferentes tempos pós-infecção com L60 e NHV, através de uma sonda de RNA 
complementar marcada com biotina. 
Utilizou-se RNA total de macrófagos infectados com L60 (L) e NHV (N) durante 1,5h, 8h e 
16h, e RNA total de macrófagos de controlo não infectados (C) com 16h de cultura. Do lado 
esquerdo da figura estão representadas as posições e nº de bases das bandas do marcador 
de pesos moleculares de RNA utilizado (Promega). 
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Foram observados 3 transcritos de dimensões diferentes, com cerca de 700, 

1000 e 1500 bases. O transcrito de 1500 bases foi no entanto observado apenas em 

infecção com NHV, estando presente a todos os tempos ao longo da infecção. O 

transcrito de 700 bases observou-se claramente apenas às 8h e 16h PI em ambas 

infecções (Fig. 49). 

Com o objectivo de confirmar a especificidade de hibridação da sonda de RNA 

utilizada, em virtude de a sua sequência ser bastante longa e incluir regiões que não 

fazem parte do mRNA de 4-CL, nomeadamente uma pequena sequência de 75 

nucleótidos proveniente do plasmídio de clonagem, recorreu-se a uma segunda 

sonda marcada com biotina, desta vez de DNA, obtida através de amplificação por 

PCR de uma região de 270 pb da sequência codificante de 4-CL. Escolheu-se para 

este estudo o tempo de 16h PI, em que todos os tipos de transcritos estavam melhor 

representados. Apesar da menor sensibilidade deste tipo de sonda 

comparativamente a sondas de RNA, detectaram-se os mesmos tipos de transcritos 

em macrófagos infectados com L60 e NHV (Fig. 50), confirmando-se assim a 

especificidade dos resultados obtidos anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 50. Autorradiografia de Northern blot para detecção de transcritos de 4-CL às 16h de 
infecção com L60 e NHV, através de uma sonda de DNA específica para a sequência 
codificante marcada com biotina. 
Para Northern blot utilizou-se RNA total de macrófagos não infectados (C) e infectados em 
paralelo durante 16h com L60 (L) e NHV (N). 
 

 
Estudos prévios de outros autores acerca da transcrição do gene 4-CL em 

modelo de infecção de células de linha contínua Vero (Chacon et al., 1995), 

mostraram por Northern blot a existência de dois transcritos a tempo tardio de 
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infecção de 1300 e 750 bases, cujo início de transcrição, localizado por “primer 

extension”, se situa 21 a 24 nucleótidos a montante do codão de iniciação da ORF. 

Os mesmos autores atribuíram a terminação da transcrição à presença de dois 

motivos de 7 a 8 resíduos consecutivos de timidilato localizados 38 e 407 pb a 

jusante do codão de terminação da ORF (Fig. 51), motivos que constituem em VPSA 

um sinal para terminação de mRNAs tanto precoces como tardios (Almazan et al., 

1992, Almazan et al., 1993). 

No nosso estudo através de Northern blot apenas nos foi possível determinar um 

tamanho aproximado dos transcritos, calculado a partir das distâncias de migração 

dos fragmentos de RNA do marcador de pesos moleculares, como descrito em 

materiais e métodos. Os transcritos de 700 e 1000 bases estão suficientemente 

próximos do descrito para a transcrição deste gene em modelo Vero (Fig. 51), com 

início 24 a 21 pb a montante do codão de iniciação da tradução e término na 

primeira ou segunda das sequências de 7 a 8Ts a jusante do codão de terminação. 

O transcrito adicional detectado apenas em NHV, de cerca de 1500 bases, é 

consistente com a transcrição a terminar numa terceira sequência de 7Ts a uma 

distância de 845 pb do codão de terminação, perfazendo um total de 

aproximadamente 1500 bases (Fig. 51). O motivo da existência deste terceiro 

transcrito em infecção com NHV e o seu significado para a expressão do gene 4-CL 

neste isolado viral é desconhecido. 
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Figura 51. Representação esquemática dos locais descritos para iniciação e terminação da 
transcrição de 4-CL/A224L.  
As distâncias até aos locais de terminação, representadas por setas a preto, foram descritas 
por Chacon et al. (1995). A azul está representada a possível terminação do transcrito de 
1500 bases detectado em infecção com NHV. A tracejado estão representadas as distâncias 
do codão de terminação de 4-CL até cada um dos três motivos de politimidilato a jusante da 
ORF (rectângulo cinzento).  
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4.4.4. Estudo da expressão da proteína viral 4-CL ao longo das infecções 

 

A expressão de 4-CL foi estudada em extractos proteicos de culturas de 

macrófagos, às 1,5h, 4h, 8h e 16h de infecção em paralelo com L60 e NHV, através 

da técnica de Western blot. A presença da proteína 4-CL de 27 kDa nas células 

infectadas foi detectada claramente apenas aos tempos de 8h e 16h PI com ambos 

os isolados virais (Fig. 52). Apesar de se ter detectado mRNA específico deste gene 

a tempos mais precoces de infecção como referido anteriormente, os nossos 

resultados sugerem que o início da produção da proteína ocorrerá entre as 4h e 8h 

PI. 
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Figura 52. Autorradiografia de Western blot para análise da expressão da proteína viral 4-
CL em macrófagos infectados com L60 (L) ou NHV (N) a diferentes tempos de infecção. 
Extractos proteicos de culturas controlo não infectadas (C) com 16h, bem como a proteína 
4-CL/A224L (de 27 kDa), foram também utilizados para confirmação da especificidade das 
bandas detectadas. Do lado esquerdo da figura estão representadas as localizações e 
pesos moleculares de algumas das bandas do marcador de pesos moleculares de proteína 
utilizado (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range - BIO RAD).  

 
 
A quantificação das bandas obtidas em Western blot revelou em todos os 

ensaios realizados uma maior expressão da proteína em infecção com L60, 

comparativamente com NHV, sendo em média 2 vezes superior às 8h PI e 1,6 vezes 

superior às 16h PI (Tabela 5). Observou-se também um aumento dos níveis de 4-CL 

das 8h para as 16h: 1,2 a 1,3 vezes em infecção com L60 e 2,3 a 2,9 vezes em 

infecção com NHV (em 3 ensaios independentes, realizados com células com 

origem no mesmo suíno ao longo de 16h de infecção).  

Para efeitos de comparação da expressão em mRNA com a produção efectiva da 

proteína viral, alguns dos extractos proteicos celulares utilizados nestes ensaios 
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tiveram origem em culturas em que se quantificaram igualmente os níveis de mRNA 

de 4-CL. Em dois destes ensaios, obtiveram-se níveis inferiores de mRNA do gene 

4-CL em células infectadas com L60 comparativamente com NHV, tanto às 8h PI 

como às 16h PI (Tabela 6). A esta menor expressão ao nível de mRNA não 

correspondeu no entanto uma menor expressão de proteína, tendo-se verificado 

pelo contrário a existência de mais proteína em infecção com L60. Estes resultados 

parecem indicar que pelo menos no caso deste gene viral, a expressão de mRNA 

não se reflecte na produção de proteína viral, ocorrendo alguma forma de regulação 

da sua expressão ao nível pós-transcricional. 

 
 
 
Tabela 5. Comparação da quantidade de proteína viral 4-CL produzida em macrófagos 
infectados em paralelo com L60 e NHV após 8h e 16h de infecção. 
 

Tempo 
 

Razão de proteína 4-CL:  
L60 / NHV 

8h 2 ± 0,5  

16h 1,6 ± 0,2  

Bandas específicas de 4-CL, detectadas por Western blot, foram quantificadas por densitometria. Os 
dados representam a média ± erro-padrão de 4 e 5 ensaios independentes às 8h e 16h PI 
respectivamente. 
 
 
 
Tabela 6. Comparação dos níveis de expressão do gene 4-CL, ao nível de mRNA e de 
proteína, em células infectadas em paralelo com L60 e NHV, após 8h e 16h de infecção. 
 

Razão de expressão de 4-CL: L60 / NHV 

mRNA proteína 
Identificação 

do ensaio 8h 16h 8h 16h 

1 1,96 0,98 3,4 1,4 

2* 0,67 0,36 1,9 1,2 

3* 0,64 0,28 1,6 1,5 
Em cada um dos 3 ensaios independentes, as quantificações foram realizadas a partir de RNA e 
proteína obtidos em simultâneo das mesmas células.  
* Ensaios em que se verificou uma correlação negativa entre a quantidade de mRNA e a quantidade 
de proteína presente nas células. 
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5. DISCUSSÃO 
 

 

O mecanismo de apoptose é utilizado pelos organismos multicelulares para 

eliminarem células que por diferentes razões se tornaram desnecessárias ou 

potencialmente perigosas devido, entre outras, a mutações ou infecções por vírus. 

Muitos vírus, especialmente os grandes vírus de DNA com ciclos de replicação 

longos e complexos, desenvolveram ao longo da evolução estratégias para inibir o 

desencadear de apoptose nas células hospedeiras, de forma a que estas se 

mantenham viáveis até que consigam replicar-se. Poxvírus, adenovírus e 

herpesvírus por exemplo codificam vários genes anti-apoptóticos que inibem este 

mecanismo na célula (Koyama et al., 2000). Tal como os exemplos anteriores, 

também o VPSA possui no seu genoma genes putativamente inibidores de 

apoptose, 5-HL e 4-CL, homólogos de bcl-2 e de iap respectivamente (Chacon et al., 

1995, Neilan et al., 1993, Yanez et al., 1995), cuja acção anti-apoptótica foi 

comprovada através de ensaios de expressão destes genes em células de linha 

induzidas a morrer por apoptose (Afonso et al., 1996, Brun et al., 1996, Nogal et al., 

2001, Revilla et al., 1997). Em modelo de infecção por VPSA em células Vero, 

apesar de se ter verificado que o sinal indutor de apoptose surge logo após entrada 

de vírus na célula, durante a descapsidação viral no citoplasma (Carrascosa et al., 

2002), indicadores de apoptose como actividade de caspases, presença de 

citocromo c no citoplasma e fragmentação internucleossómica de DNA, são 

claramente detectados apenas a tempos em que a replicação viral está em vias de 

ser concluída, entre as 12-16h de infecção (Carrascosa et al., 2002, Hernaez et al., 

2004, Hurtado et al., 2004, Nogal et al., 2001).  

O estudo de mecanismos de morte celular em macrófagos de suíno infectados 

por VPSA de diferente virulência revela-se de extrema importância por diferentes 

razões. Na sua maioria e até a data, estes estudos têm sido conduzidos em modelo 

de infecção in vitro de células de linha contínua Vero com VPSA adaptado. Este 

sistema, embora permita a caracterização de mecanismos relevantes sobre a 

interacção do agente com uma célula hospedeira, não equivale ao sistema de 

infecção de macrófagos de suíno, as células alvo preferenciais da infecção natural 

pelo VPSA, e que foram utilizadas nos nossos estudos. A infecção em macrófagos 

reveste-se da maior importância porque são células do sistema imunitário com um 
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papel relevante na resposta inata e no delineamento da resposta imunológica do 

hospedeiro, através da apresentação de antigénios e secreção de 

imunomoduladores como citocinas e quimiocinas entre outros. No entanto, são ainda 

desconhecidos muitos aspectos do efeito da infecção por isolados de VPSA de 

diferente virulência nos mecanismos de morte celular em macrófagos, o que pode 

ter implicações relevantes no desencadeamento de respostas imunitárias na 

infecção natural. 

Ao contrário da infecção com isolados altamente virulentos em que os suínos 

exibem quadros clínicos fatais, na infecção com isolados de VPSA de baixa 

virulência os animais sobrevivem geralmente com formas de doença crónica ou 

inaparente, e sobrevivem a re-infecção posterior com isolados virulentos homólogos 

(Leitao et al., 2001, Mebus & Dardiri, 1980), conseguindo portanto estabelecer uma 

resposta imunitária eficaz contra o agente. Desconhecem-se no entanto quais os 

factores virais ou do hospedeiro responsáveis pelos diferentes resultados de 

infecção com isolados de diferente virulência.  

Em organismos superiores o resultado de uma infecção viral é determinado 

maioritariamente pela resposta do sistema imunitário e pelos recursos virais para 

interferir com esta. Adicionalmente à apoptose que é despoletada em células alvo do 

hospedeiro como resultado directo da infecção, também células do sistema 

imunitário como LCTs e células NK, ao reconhecerem células infectadas, induzem a 

sua morte por apoptose (Aubert & Jerome, 2003). Esta pode ser induzida através da 

libertação de perforina e granzimas ou alternativamente pela interacção de ligandos 

apoptogénicos à superfície de LCTs, (ex. FasL), com receptores de morte à 

superfície das células alvo (Adrain et al., 2005, Trapani & Smyth, 2002). Vários 

estudos dão fortes indicações de que LCT e células NK têm um papel importante no 

combate à infecção por VPSA, uma vez que a sua acção é desencadeada em 

animais infectados com isolados de baixa virulência que sobrevivem a re-infecção 

com isolados altamente virulentos homólogos (Leitao et al., 2001, Martins et al., 

1988, Martins et al., 1993, Oura et al., 2005). Também ao nível da acção destas 

células do sistema imunitário, a capacidade de inibição de apoptose na célula 

hospedeira poderá constituir uma importante ferramenta de evasão viral. 

Para melhor caracterizar a modulação de apoptose por VPSA e a sua 

importância para a patogenia da PSA e/ou para a evasão viral, propusemo-nos 

estudar diferentes aspectos daquele mecanismo em macrófagos de suíno, durante 
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infecção in vitro em paralelo com dois isolados de diferente virulência: o isolado 

altamente virulento, L60, e o isolado de baixa virulência não hemadsorvente, NHV. 

Os nossos estudos incidiram num período de tempo de infecção que permite ao 

vírus completar o seu ciclo de vida nas células hospedeiras, no decurso de 18h 

aproximadamente, tendo-se pesquisado a ocorrência de apoptose em duas fases 

diferentes da infecção: fase precoce, enquanto decorre a replicação do DNA viral (8h 

PI), e fase tardia, em que a replicação e morfogénese viral estarão concluídas (18h 

PI).  

A inoculação de culturas primárias de macrófagos de suíno em paralelo com L60 

e NHV não revelou diferenças significativas no nº de células infectadas, nem às 8h 

nem às 18h PI com cada um dos isolados. Igualmente, os títulos de progenia viral 

obtidos ao fim de 18h horas de infecção foram semelhantes. Estas observações 

permitem considerar que os resultados de estudos utilizando este modelo de 

infecção não serão influenciados por diferentes capacidades infecciosas ou 

replicativas dos dois isolados nas células hospedeiras até às 18h de infecção in 

vitro.  

Os estudos realizados para determinar a eficácia da infecção por ambos os vírus 

através de provas de imunofluorescência, sugerem um aumento para sensivelmente 

o dobro no número de células infectadas ao longo do tempo de infecção (cerca de 

31% para 68% em média), apesar de as infecções terem sido sincronizadas no seu 

início. Este aumento das 8h para as 18h PI poderá resultar da infecção se 

desenvolver a ritmos diferentes em distintos macrófagos duma mesma cultura. De 

facto, foi sugerido por outros autores que a susceptibilidade à infecção por VPSA 

nos macrófagos presentes numa mesma cultura varia consoante os seus diferentes 

fenótipos e actividades, e estes diferem ainda entre culturas obtidas de diferentes 

animais (McCullough et al., 1993). Segundo estes autores, células CD44+, da 

linhagem mieloide (DH59 positivas), não inflamatórias e apresentando baixa 

actividade fagocítica, são mais susceptíveis a infecção. As culturas primárias de 

macrófagos utilizadas nos nossos estudos foram obtidas a partir de sangue 

periférico de animais “outbread”, sendo também provavelmente constituídas por 

populações heterogéneas de macrófagos. Por outro lado, está descrito que a 

gemulação de novos viriões de células infectadas por VPSA pode ser observada a 

partir das 10h PI, embora este acontecimento possa variar no tempo consoante o 

isolado viral (Brookes et al., 1996, Pan et al., 1980). É portanto plausível que o 
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aumento de células infectadas observado nas nossas condições de estudo das 8h 

para as 18h, resulte de novas infecções a partir da progenia viral entretanto formada, 

e/ou do desenvolvimento da infecção num maior número de células. 

Ao tempo precoce de 8h, com cerca de 31% de macrófagos infectados, não se 

observou qualquer diminuição da viabilidade celular, por comparação com culturas 

controlo não infectadas realizadas em paralelo. Ao tempo tardio de 18h de infecção 

a viabilidade celular sofreu um decréscimo, que foi no entanto pouco pronunciado 

(10-15%) e semelhante em ambas as infecções, apesar da percentagem de células 

infectadas em cultura a este tempo tardio ser substancialmente superior, em média 

68%. Ao tempo muito tardio de 40h o decréscimo da viabilidade foi acentuado, 

principalmente na infecção por L60, que provocou uma diminuição de cerca de 60%, 

enquanto NHV induziu uma diminuição de cerca de 40%. O diferente grau de 

virulência dos isolados não se parece assim reflectir numa morte diferencial das 

células hospedeiras in vitro a não ser em tempos muito tardios da infecção. 

Procurou-se averiguar de seguida se a morte celular induzida a tempos tardios 

seria devida ao desencadeamento de apoptose. Às 18h ou 24h PI observou-se FIN 

do DNA das culturas infectadas tanto com L60 como com NHV, revelada por um 

padrão de migração em electroforese do DNA “em escada”. Este resultado foi 

confirmado pela visualização da morfologia nuclear das células em cultura. Às 18h 

PI, uma clara percentagem de células apresentaram núcleos picnóticos e/ou 

fragmentados (em média 38% e 42% em infecção com L60 e NHV respectivamente) 

em comparação com células de culturas não infectadas (contendo cerca de 18% de 

núcleos picnóticos), sem que se detectasse através desta metodologia uma 

diferença significativa entre infecção com L60 ou NHV. Estas observações 

confirmaram que ambos os isolados induzem morte por apoptose em culturas de 

macrófagos a tempo tardio de infecção. Apesar da morte celular ser detectável 

apenas a tempos tardios, às 8h PI observou-se um aumento do nº de núcleos 

picnóticos em ambas as infecções (em média 25% e 27% de núcleos picnóticos em 

infecção com L60 e NHV respectivamente, 17% em culturas controlo).  

Metodologias quantitativas de parâmetros bioquímicos de apoptose - actividade 

de caspase-3 e acumulação de oligonucleossomas de DNA resultantes de FIN nos 

citoplasmas celulares - permitiram determinar com maior rigor diferenças nos níveis 

de apoptose induzidos por L60 ou NHV em macrófagos. Verificámos que ao longo 

da infecção por L60, embora se detectasse um aumento ligeiro da actividade de 
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caspase-3 logo às 8h PI (em média 1,4 vezes o valor no controlo não infectado), 

esta actividade não aumentou significativamente às 18h PI (passando a 1,6 vezes o 

controlo), um resultado ainda mais expressivo se considerarmos que neste período 

de tempo o nº de células infectadas nas culturas duplicou. Pelo contrário, em 

infecção com NHV ocorreu um aumento significativo da actividade desta caspase ao 

longo da infecção (passando das 8h para as 18h, em média, de 1,5 para 3 vezes o 

valor do controlo). Concordantemente, apenas em extractos celulares de culturas 

infectadas por NHV durante 18h se detectou uma quantidade significativa do 

fragmento activo de caspase-3 por Western blot. Este resultado sugere que no 

decurso da infecção por L60, a inibição da actividade desta caspase efectora do 

processo apoptótico ocorre ao nível do processamento proteolítico da procaspase-3. 

Relativamente à FIN de DNA, às 8h PI observaram-se níveis superiores nas culturas 

infectadas por NHV comparativamente à infecção por L60 (relativamente aos níveis 

de culturas controlo, 1,8 vezes em NHV e 1,4 vezes em L60, em média). Às 18h PI 

no entanto, os níveis de FIN induzidos por ambos os isolados foram aproximados 

(em média 2,1 vezes em infecção por L60 e 2,3 vezes em infecção por NHV), apesar 

da inibição da actividade de caspase-3 ao longo da infecção por L60.  

A FIN de DNA, um acontecimento tardio na via de execução apoptótica, é 

geralmente desencadeada na sequência da activação de caspase-3. No entanto, o 

bloqueio da actividade de caspases através de inibidores específicos revelou a 

existência de programas alternativos para a indução de morte celular (Vandenabeele 

et al., 2006). Têm surgido na literatura evidências de execução de apoptose 

independente da actividade de caspases em vários sistemas celulares e sob 

diferentes estímulos (Belmokhtar et al., 2003, Lockshin & Zakeri, 2004, O'Connell et 

al., 2006). Moléculas apoptogénicas libertadas da mitocôndria durante a indução de 

apoptose, como AIF ou EndoG, têm a capacidade de directamente induzir os 

aspectos apoptóticos de condensação da cromatina e degradação do DNA, ou 

clivagem internucleossómica deste, respectivamente (Li et al., 2001, Modjtahedi et 

al., 2006, Saelens et al., 2004). Nos nossos estudos, a adição do inibidor geral e 

irreversível de caspases, zVAD-fmk, a culturas de macrófagos ao longo de infecção 

com L60 ou NHV, resultou numa inibição significativa da actividade de caspase-3 às 

18h PI, mas não da FIN de DNA ao mesmo tempo pós-infecção. Igualmente, não se 

observou um aumento da viabilidade celular às 18h ou 40h PI com este tratamento. 

Estes resultados parecem indicar que a apoptose continua a ser executada a 
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tempos tardios de infecção por L60 ou NHV mesmo com a actividade de caspases 

inibida ao longo da infecção, sendo aparentemente, pelo menos parcialmente, 

independente destas proteases.  

Eventualmente, todas as células que sofrem infecção por vírus acabam por 

morrer, mas a morte por apoptose e subsequente fagocitose por outras células 

previne o processo inflamatório que se produz se a infecção provocar a lise da célula 

hospedeira, com a consequente “chamada de atenção” de células do sistema 

imunitário para a presença de vírus. Deste modo, o desencadeamento de apoptose 

poderá não ser um entrave à propagação viral, pelo contrário, desde que o vírus 

tenha tempo de replicar e produzir nova progenia antes da morte da célula, ou do 

comprometimento das vias sintéticas celulares essenciais à sua multiplicação. 

Existem relatos de vírus animais como HSV-1 (“herpes simplex virus type 1”), 

poliovírus e VSV (“vesicular stomatitis virus”), que conseguem replicar com alguma 

eficiência apesar de as suas células hospedeiras entrarem claramente em apoptose 

(Koyama et al., 2000). Igualmente no caso do VPSA, Vallee et al. (2001) relataram 

que durante infecção de células endoteliais de suíno com um isolado altamente 

virulento, Malawi Lil-20, este conseguiu replicar-se eficazmente apesar de as células 

infectadas entrarem precocemente em apoptose, às 4h PI. Apesar de tudo, a 

presença de múltiplos genes anti-apoptóticos na generalidade dos vírus animais 

complexos confirma a sua necessidade de controlar a apoptose da célula 

hospedeira, pelo que esta terá um efeito deletério em alguma fase do ciclo de vida 

viral (Koyama et al., 2000).  

No nosso modelo de estudo, o isolado L60 inibiu a activação de caspase-3 ao 

longo de 18h de infecção em culturas de macrófagos, e induziu níveis mais baixos 

de FIN no DNA a tempo precoce de infecção, comparativamente com NHV. Estes 

resultados sugerem uma repressão mais forte do desencadeamento precoce de 

apoptose nas células hospedeiras pelo isolado altamente virulento. De facto, às 8h 

de infecção o VPSA necessita da integridade da célula hospedeira para completar o 

seu ciclo de vida, uma vez que nesta fase o DNA viral se encontra em activa 

replicação. Por outro lado, passadas 18h de infecção é esperado que pelo menos 

numa parte significativa das células infectadas em cultura, os vírus tenham 

completado a sua replicação e morfogénese, pelo que nesta fase, a apoptose na 

célula hospedeira não será limitativa para a produção de progenia viral. In vivo 

poderá mesmo contribuir para que o vírus iluda os mecanismos de defesa do 
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hospedeiro, em virtude de não serem desencadeados processos inflamatórios pela 

morte das células infectadas, prolongando a “invisibilidade” da infecção. Têm 

inclusivamente surgido várias evidências de que a fagocitose de células apoptóticas 

especificamente por macrófagos, provoca nestes uma inibição de respostas pró-

inflamatórias, libertação de citocinas como TGF-β, IL-10 e outras moléculas anti-

inflamatórias (Cocco & Ucker, 2001, Fadok et al., 1998, Huynh et al., 2002, Tassiulas 

et al., 2007, Voll et al., 1997) e inibição da resposta de activação na presença de 

INF-γ (Tassiulas et al., 2007). Na infecção com Trypanosoma cruzi, que à 

semelhança do VPSA se desenvolve em macrófagos e induz intensa apoptose 

linfocitária, foi relatado que a fagocitose de linfócitos apoptóticos por macrófagos 

infectados aumentou várias ordens de grandeza o crescimento do parasita quer in 

vitro quer in vivo (Freire-de-Lima et al., 2000). O aumento da multiplicação de T. 

cruzi nos macrófagos foi precedido de um aumento da produção por parte destes de 

percursores anti-inflamatórios como prostaglandinas e TGF–β, sendo para tal 

necessária a ligação a linfócitos apoptóticos através do receptor da vitronectina 

(VNR) à superfície dos macrófagos. Estes estudos sugerem um novo e interessante 

papel da apoptose na imunosupressão e evasão de agentes patogénicos ao sistema 

imunitário. As semelhanças entre a infecção por VPSA e a infecção por T. cruzi, 

relativamente ao tipo de célula infectada e ao efeito apoptogénico sobre linfócitos, 

permite equacionar se também na infecção in vivo por VPSA virulento se 

desenvolvem os mesmos mecanismos imunosupressores, devido à fagocitose de 

células apoptóticas por macrófagos. Igualmente, é plausível que a morte por 

apoptose dos próprios macrófagos hospedeiros da infecção e sua fagocitose por 

outros macrófagos da vizinhança iniba a resposta inflamatória destes últimos, tal 

como a fagocitose de linfócitos apoptóticos. É tentador especular que exista 

inclusive um mecanismo alternativo durante a infecção por VPSA que assegure que 

as células hospedeiras morram através de apoptose após a conclusão do ciclo viral. 

O facto de nos nossos estudos a inibição da actividade de caspases por zVAD-fmk 

durante infecção por L60 ou NHV não ter conduzido a uma clara diminuição da FIN 

característica de apoptose ou a um aumento da sobrevivência das células a tempos 

tardios de infecção, não é contrária a tal hipótese. 

Os nossos estudos mostraram que a inoculação com ambos os isolados L60 ou 

NHV a uma MOI 3, não resulta em infecção da totalidade dos macrófagos em 

cultura. Procedeu-se então à determinação da incidência de apoptose em cada uma 
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das subpopulações, macrófagos infectados e não infectados, presentes numa 

mesma cultura, e assim verificar qual a sua contribuição relativa para a apoptose 

observada ao longo de ambas as infecções. A morfologia nuclear das células foi 

avaliada através do corante de DNA Hoechst, distinguindo-se as células infectadas e 

não infectadas através de prova de imunofluorescência com soros específicos anti-

VPSA. Entre as subpopulações infectadas, observou-se uma percentagem 

significativa de células com núcleos picnóticos logo às 8h PI (de cerca de 35-36%), 

que no entanto não aumentou significativamente às 18h PI (passando em média a 

43% em infecção com L60, 49% com NHV). A análise das subpopulações não 

infectadas das mesmas culturas, revelou uma percentagem expressiva de núcleos 

picnóticos e/ou fragmentados às 18h PI (em média 35,6% e 30,5% em inoculação 

com L60 e NHV respectivamente, 18% em culturas controlo não infectadas). Esta 

observação sugere que também os macrófagos não infectados na vizinhança de 

outros infectados poderão sofrer indução de apoptose, podendo ser susceptíveis a 

factores apoptogénicos libertados de células com replicação viral activa, à 

semelhança do que é observado em populações linfocitárias durante infecções in 

vivo. Nestas circunstâncias, a apoptose detectada nas infecções in vitro com L60 e 

NHV resulta de ambas as subpopulações em cultura, macrófagos infectados e não 

infectados. Apesar da proporção de células não infectadas em apoptose nas culturas 

inoculadas ser sempre baixa, particularmente tendo em consideração o nível basal 

de apoptose observada em culturas controlo não inoculadas, seria interessante 

estudar os mecanismos que lhe estão subjacentes. A libertação de citocinas pró-

inflamatórias, nomeadamente TNF-α, IL-1α e IL-1β, por macrófagos infectados, foi 

apontada como a causa da apoptose em linfócitos in vivo (Salguero et al., 2005). 

Verificámos nos nossos estudos in vitro que a citocina TNF-α não induziu apoptose 

em macrófagos de suíno, tal como referido mais adiante, pelo que é possível que 

outros factores apoptogénicos estejam implicados. Na inoculação por L60 verificou-

se um aumento mais expressivo no número células não infectadas com morfologia 

nuclear apoptótica, das 8h para as 18h PI, passando em média de 22% para 36%, 

enquanto na inoculação com NHV o aumento foi de 24% para 31% em média. Neste 

modelo de infecção in vitro, a apoptose parece ser mais intensa entre macrófagos 

não infectados de culturas inoculadas com L60, comparativamente a NHV. A 

verificar-se in vivo, uma tal indução de apoptose em macrófagos na vizinhança de 

outros macrófagos com replicação viral activa constituiria uma estratégia 



 
Discussão 

 145 

interessante de evasão viral, pela diminuição da capacidade de resposta inflamatória 

do hospedeiro. Por outro lado, esta observação indica que a detecção de diferenças 

entre L60 e NHV relativamente aos níveis de apoptose induzidos nos macrófagos a 

tempo tardio de infecção in vitro poderá ser dificultada. As metodologias 

quantitativas utilizadas para determinação de actividade de caspase-3, FIN de DNA 

e viabilidade celular, foram realizadas no conjunto total de macrófagos em cultura, 

infectados e não infectados. Se em inoculação por L60 a apoptose for mais 

fortemente induzida nas subpopulações não infectadas, mesmo que este isolado 

exerça um efeito protector mais efectivo nas suas células hospedeiras, este ficará 

diluído no conjunto total das células em cultura. Este facto poderá ter contribuído 

para a não detecção de diferenças evidentes na FIN de DNA e viabilidade celular 

entre ambas infecções ao tempo tardio de 18h.  

Apesar do modelo de infecção in vitro utilizado ter sugerido um controlo de 

apoptose mais efectivo a tempo precoce de infecção pelo isolado L60, em 

comparação com o isolado NHV, às 18h PI não se detectou um maior título de 

progenia viral nas culturas infectadas por L60, embora isto possa vir a ocorrer a 

tempos mais tardios de infecção não estudados. Na infecção in vivo existirão 

factores a limitar a propagação do NHV, como a intervenção do sistema imunitário 

do animal. O NHV é não hemadsorvente devido a mutações em ambos os genes 

implicados neste fenómeno, EP402R/8DR e EP153R/8CR (Duarte, 2000), genes 

que adicionalmente poderão ter funções ao nível da imunosupressão e inibição de 

apoptose respectivamente (Dixon et al., 2004, Hurtado et al., 2004). Ainda, estudos 

realizados por Duarte (2000), revelaram uma delecção na região variável esquerda 

do genoma de NHV, que levou à perda de vários genes das FMG 360 e 530. Estes 

genes parecem ser determinantes para a virulência (Neilan et al., 2002) e inibir a 

resposta a IFN tipo I (Afonso et al., 2004), factores que in vivo poderão estar na base 

do controlo da propagação do NHV mas que in vitro obviamente não se produzem. 

Contudo, o que se observou em termos da modulação de apoptose exercida por L60 

a tempo precoce da infecção in vitro poderá traduzir-se em vantagens adicionais 

para a propagação deste isolado no organismo.  

 

De forma a estudar um possível papel protector de apoptose pelas infecções com 

L60 e NHV nas células hospedeiras, testaram-se indutores exógenos de apoptose 

em culturas primárias de macrófagos, nomeadamente CHX, inibidor da síntese 
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proteica, e STS, inibidora de proteínas cinases e indutora de apoptose na 

generalidade de sistemas celulares. Ambos se mostraram eficazes na indução 

rápida de níveis mensuráveis de apoptose (actividade de caspase-3, formação de 

oligonucleossomas resultantes de FIN do DNA e condensação/fragmentação da 

cromatina nuclear) após 3h de tratamento nas concentrações de 10 µg/ml CHX e 1 

µM STS. A privação de soro ao longo de 8h e 18h de cultura induziu igualmente 

apoptose neste sistema celular. Testou-se ainda a citocina pró-inflamatória TNF-α de 

suíno, sugerida como podendo ser responsável pela apoptose induzida em linfócitos 

durante infecção in vivo por VPSA (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et 

al., 1995a, Oura et al., 1998, Ramiro-Ibanez et al., 1996). Ao contrário dos 

tratamentos com STS ou CHX, não se observou FIN no DNA obtido de macrófagos 

de suíno tratados com TNF-α, apesar de as concentrações utilizadas terem sido 

relativamente elevadas comparativamente às descritas para indução de apoptose 

por esta citocina noutros tipos celulares, inclusive em macrófagos humanos 

(Brodbeck et al., 2002). Este resultado está no entanto de acordo com o 

conhecimento actual de que a ligação de TNF-α ao seu receptor TNF-R1 à 

superfície celular induz activação não só da via de sinalização apoptótica 

intracelular, mas também paralelamente da via de sobrevivência induzida pelos 

factores de transcrição da família Rel/NFкB (Bubici et al., 2004, Papa et al., 2006). A 

indução de apoptose sob acção de TNF–α, nomeadamente em macrófagos, parece 

ocorrer apenas se nas células estiver inibida a via NFкB (Liu et al., 2004) ou 

alternativamente a transcrição ou tradução, impedindo a expressão de genes de 

sobrevivência induzidos por NFкB. O macrófago constitui uma das principais fontes 

da citocina TNF-α, sendo portanto provável que possua mecanismos de resistência 

à sua acção apoptótica. Estudos a propósito da diferenciação de macrófagos 

humanos induzida por ésteres de forbol ou aderência a plástico, mostraram que 

neste processo ocorre uma translocação de elevados níveis de NFкB para o núcleo, 

essencial para a sobrevivência celular, constituindo um marcador dos macrófagos 

diferenciados (Pennington et al., 2001). Seria interessante verificar se semelhante 

translocação nuclear de NFкB ocorre nos macrófagos de suíno diferenciados por 

aderência a plástico que constituem o sistema celular utilizado, e também nos 

macrófagos de suínos in vivo, uma vez que o VPSA possui um gene homólogo de 

IкB, A238L/5-EL, implicado no controlo da actividade transcricional de NFкB durante 

a infecção (Powell et al., 1996, Revilla et al., 1998, Tait et al., 2000).  
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Culturas de macrófagos infectadas por L60 ou NHV e posteriormente tratadas a 

vários tempos pós-infecção para indução de apoptose através de CHX, STS ou 

privação de soro, não revelaram grosso modo uma inibição evidente de apoptose ou 

aumento da viabilidade celular, comparativamente com culturas não infectadas 

tratadas do mesmo modo em paralelo. Apenas na infecção por L60 se observou 

pontualmente um decréscimo estatisticamente significativo da actividade de 

caspase-3 às 10h PI em tratamento com CHX, e um aumento da viabilidade celular 

às 8h PI em de tratamento com STS. No entanto, nunca se observou um decréscimo 

simultâneo de ambos os indicadores de apoptose quantificados, actividade de 

caspase-3 e FIN de DNA, e aumento da sobrevivência celular após os diferentes 

tratamentos. Apesar disso, estas observações em fases precoces da infecção estão 

de acordo com uma modulação mais efectiva da apoptose nesta fase por L60 em 

comparação com NHV, na sequência dos resultados descritos anteriormente. 

Uma observação interessante resultou do tratamento com o inibidor da síntese 

proteica CHX em dois períodos diferentes de infecção precoce, das 4h às 7h e das 

7h às 10h. No tratamento das 4-7h observou-se uma tendência para indução de 

níveis de FIN de DNA superiores aos observados no tratamento das 7-10h. Esta 

observação parece indicar que ao longo de 7h de infecção serão produzidas 

proteínas com algum papel protector de apoptose ou alternativamente estas 

acumular-se-ão na célula atingindo um limiar que oferece protecção efectiva ao fim 

de 7h mas não de 4h de infecção. Poderá ser este o caso nomeadamente da 

homóloga viral de bcl-2, 5-HL, cuja presença em células infectadas pode ser 

detectada a partir das 3h PI (Afonso et al., 1996, Neilan et al., 1993).  

Apesar de não se ter observado uma protecção clara de apoptose durante 

infecção por L60 ou NHV nas células hospedeiras quando esta foi induzida 

exogenamente, também não se observou uma exacerbação desta, quer a tempos 

precoces quer tardios de infecção, apesar de a infecção por si só induzir níveis de 

apoptose significativos a tempo tardio. Seria de esperar que a actuação de dois 

factores de stress em simultâneo sobre as células, a infecção e o tratamento indutor 

de apoptose, provocassem um aumento claro dos níveis de apoptose em 

comparação com o tratamento apenas, principalmente às 18h de infecção. De modo 

interessante tal não se verificou. De referir que os tratamentos indutores de 

apoptose realizados não induziram níveis de actividade de caspase-3 ou FIN de 

DNA que nos parecessem extremos, caso em que possivelmente seria difícil 
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observar o efeito cumulativo de um estímulo adicional. Os aumentos induzidos nos 

indicadores bioquímicos de apoptose foram no mínimo duas e máximo seis vezes os 

quantificados em células controlo não tratadas. Apenas no tratamento com CHX 

entre as 15-18h de infecção se observou um decréscimo estatisticamente 

significativo na viabilidade celular em ambas as infecções, que apesar de tudo não 

foi pronunciado. Estes resultados parecem confirmar que no período de 18h de 

infecção o VPSA não tem um efeito muito danoso para os macrófagos de suíno, 

apesar de a este tempo uma parte significativa das células em cultura estar 

infectada (≈ 70%), suportando o desenvolvimento de mecanismos protectores de 

morte da célula hospedeira pelo VPSA. Esta protecção poderá no entanto não ser 

suficientemente forte para ser evidenciada durante a indução exógena de apoptose 

pelos indutores utilizados nos nossos estudos (CHX, STS ou PS). Alternativamente, 

os factores/proteínas virais de protecção poderão actuar a um nível da via apoptótica 

que não permita o seu bloqueio após desencadeamento por estes indutores. Este 

será o caso se por exemplo a sua acção inibitória ocorrer numa etapa da via 

apoptótica localizada a montante dos pontos de actuação da CHX, STS ou PS.  

 

Com a finalidade de esclarecer os mecanismos subjacentes a uma eventual 

protecção de apoptose na célula hospedeira, exercida pelos isolados de VPSA em 

estudo, determinou-se a expressão dos genes virais putativamente inibidores de 

apoptose - 5-HL homólogo de bcl-2 e 4-CL homólogo de iap - ao longo da infecção, 

com o intuito de correlacionar a sua expressão com a modulação de apoptose. Para 

tal, foram quantificados através de qPCR, os níveis de mRNA para cada gene viral a 

vários tempos ao longo da infecção em macrófagos (1,5h, 4h, 8h, 12h, 16h), 

utilizando-se como referência o mRNA do gene constitutivo GAPDH, presente nas 

mesmas células, que se verificou ser uma referência válida como controlo endógeno 

no nosso modelo de estudo. Detectou-se mRNA de ambos 5-HL e 4-CL muito 

precocemente, logo à 1,5h após ambas infecções, embora com níveis relativamente 

baixos que aumentaram nitidamente ao longo de 16h. À 1,5h, os níveis de mRNA de 

ambos os genes foram significativamente superiores em infecção por L60 

comparativamente com NHV (3-5 vezes para 5-HL, 2-6 vezes para 4-CL). 

Posteriormente a este tempo deixou de haver diferenças significativas, apesar de às 

16h PI se ter observado uma tendência para maior abundância de transcritos de 

ambos os genes em infecção por NHV. As regiões nucleotídicas dos genomas de 



 
Discussão 

 149 

L60 e NHV contendo 5-HL e 4-CL foram sequenciadas, resultando idênticas entre si 

e à sequência conhecida do isolado Ba71V, pelo que as diferenças de expressão 

detectadas não resultarão de alterações ao nível das sequências dos genes nos dois 

isolados virais.  

Enquanto a expressão de 5-HL é conhecida como precoce durante infecção em 

macrófagos suíno, sendo a proteína viral detectada entre as 3-5h de infecção 

(Afonso et al., 1996, Neilan et al., 1993), a expressão de 4-CL (A224L) foi descrita 

como tardia em modelo de infecção de células Vero com VPSA adaptado (Chacon et 

al., 1995), não se observando produção da proteína antes da ocorrência de 

replicação do DNA viral. Chacón et al. (1995) referiram no entanto a detecção por 

Northern blot de transcritos de tamanho superior a 1400 bases, a tempo muito 

precoce e precoce da infecção (em RNA total obtido de culturas infectadas na 

presença do inibidor de síntese proteica CHX e do inibidor da replicação de DNA Ara 

C respectivamente), para os quais não detectaram inícios de transcrição por “primer 

extension”, atribuindo-os a ligação inespecífica da sonda. No nosso modelo de 

infecção em macrófagos de suíno, o 4-CL é claramente transcrito muito 

precocemente após a entrada dos vírus nas células, e com níveis apreciáveis, uma 

vez que os seus níveis de mRNA ao longo da infecção foram da mesma ordem de 

grandeza ou superiores, aos do gene constitutivo de referência GAPDH, que é de 

expressão abundante em macrófagos de suíno (Foss et al., 1998). Adicionalmente, a 

expressão de mRNA de 4-CL foi sempre mais abundante que a de 5-HL a qualquer 

tempo de infecção, especialmente à 1,5 PI, em que a diferença foi de muitas ordens 

de grandeza nos vários ensaios realizados (9-25 vezes superior em infecção por L60 

e 12-34 vezes superior em infecção por NHV).  

A produção de transcritos específicos à 1,5h de infecção foi confirmada através 

da sua detecção em Northern blot com uma sonda de RNA específica para a 

sequência de mRNA de 4-CL. A este tempo, na infecção por NHV detectaram-se 

dois transcritos, de cerca de 1000 e 1500 bases, enquanto na infecção por L60 

apenas se detectou um transcrito de 1000 bases. Mais tarde na infecção, aos 

tempos estudados de 8h e 16h, foi detectado um outro transcrito menor, com cerca 

de 700 bases, presente ao mesmo tempo que o transcrito de 1000 bases na 

infecção por L60, e os de 1000 e 1500 bases na infecção por NHV. O tamanho dos 

transcritos observados é consistente com o início da transcrição 21 a 24 pb a 

montante do codão de iniciação da tradução, como descrito por Chacón et al. 
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(1995), e término num de três motivos de 7-8 resíduos de timidilato consecutivos 

existentes a jusante do codão de terminação da tradução (Fig. 53), resultando na 

transcrição de sequências com aproximadamente 740, 1100 ou 1550 bases. Estes 

motivos são geralmente observados em regiões intergénicas do genoma do VPSA, 

coincidindo com o local de terminação da transcrição de genes virais precoces e 

tardios (Almazan et al., 1992, Almazan et al., 1993). No entanto, estudos da 

transcrição de alguns genes de VPSA mostraram que por vezes a transcrição 

ultrapassa estes locais, resultando em transcritos “readthrough” com sequências de 

genes consecutivos (Almazan et al., 1992, Galindo et al., 2000a, Galindo et al., 

2000b). 1400 pb a montante do codão de iniciação de 4-CL existe uma ORF com a 

mesma orientação de transcrição mas em grelha de leitura diferente, correspondente 

a um gene homólogo de timidilato cinase, A240L (Fig. 53), que dá origem em células 

Vero infectadas a um transcrito muito precoce com cerca de 1000 bases (Yanez et 

al., 1993). No entanto, se a transcrição muito precoce de 4-CL estivesse incluída no 

mRNA de A240L, observar-se-ia um transcrito com um tamanho superior aos 

encontrados nos nossos estudos, com um mínimo de cerca de 2100 bases (com o 

início de transcrição de A240L e término no primeiro motivo de resíduos de timidilato 

a jusante do codão de terminação da tradução de 4-CL).  

 

 
Figura 53. Organização relativa das “ORFs” que flanqueiam A224L (4-CL) ao longo do 
genoma de Ba71V.  
Encontram-se representadas na sequência as posições aproximadas de motivos com ≥7 
resíduos de timidilato, apontados como locais de terminação da transcrição de genes de 
VPSA.   

 

Adicionalmente, não existem motivos de terminação constituídos por 7 ou mais 

resíduos de timidilato dentro da sequência codificante de 4-CL, pelo que não parece 

provável que a transcrição de A240L termine dentro desta. 
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Presentemente são escassos os conhecimentos acerca do controlo transcricional 

de diferentes classes temporais de genes de VPSA. Cada gene parece ser alvo de 

regulação independente, tendo a sua transcrição geralmente início a uma curta 

distância do codão de início da tradução (Almazan et al., 1992, Almazan et al., 1993, 

Chacon et al., 1995, Galindo et al., 2000b, Martins et al., 1994, Rodriguez et al., 

1996, Yanez et al., 1993). Em genes de expressão tardia, a presença de uma 

sequência TATA a curta distância do início da transcrição parece assinalar a 

sequência promotora (Garcia-Escudero & Vinuela, 2000), estando igualmente 

presente uma destas sequências no local onde se inicia a transcrição de A224L 

(Chacon et al., 1995). Porém, para genes virais precoces não são ainda conhecidas 

sequências de consenso de promotores. Foi sugerido que sequências ricas em A-T, 

geralmente presentes a curta distância dos locais de iniciação da transcrição de 

genes precoces de VPSA, poderão constituir sequências promotoras à semelhança 

do que acontece em poxvírus (Almazan et al., 1992). Igualmente a montante de 4-

CL existem alguns locais com este tipo de sequências. O gene da DNA polimerase 

de VPSA por exemplo, é transcrito em ambas fases precoce e tardia de infecção, 

possuindo em cada caso um local diferente para o início da transcrição (Martins et 

al., 1994), pelo que não é inverosímil que no caso do 4-CL existam locais 

alternativos de início da transcrição que resultem nas diferentes espécies de 

transcritos observados. Serão necessários mais estudos para determinar se os 

diferentes transcritos observados para o gene A224L/4-CL resultarão de locais 

alternativos de iniciação ou de terminação da transcrição. 

Apesar da transcrição muito precoce de 4-CL, não se detectou a proteína viral 

nas células à 1,5h ou 4h de infecção em Western blot. Apenas às 8h PI foi 

claramente detectada, pelo que será produzida entre as 4h e as 8h de infecção, 

possivelmente após ter início a replicação viral, tal como descrito por Chacón et al. 

(1995). A detecção de proteína às 8h coincidiu ainda com a detecção do transcrito 

menor, de cerca de 700 bases em Northern blot, sendo possível que a tradução de 

proteína se inicie a partir deste transcrito em especial, e não dos outros produzidos a 

tempos mais precoces. Existe um gene próximo de A224L, localizado para a 

esquerda no genoma de Ba71V e com orientação de transcrição para a direita, o 

A542R (ver Fig. 53), pertencente à família multigénica 505/530 (Rodriguez et al., 

1994b, Yozawa et al., 1994). Em modelo de infecção de células Vero este gene é 

transcrito muito precocemente na infecção, sendo detectado um transcrito de cerca 
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de 2,1 Kb apenas em células infectadas na presença de CHX, mas não na presença 

de Ara C ou a tempo tardio de infecção (Rodriguez et al., 1994b). A sua expressão 

parece ser assim inibida a partir do momento em que são produzidas proteínas virais 

precoces na célula, denotando uma forte regulação transcricional. Curiosamente, de 

acordo com o tamanho observado deste transcrito (≈ 2,1 Kb) e o seu início de 

transcrição 6-7 pb a montante do codão de início da tradução como descrito pelos 

autores, a transcrição de A542R parece terminar numa sequência de 7Ts existente 

dentro da sequência do gene A224L (ver Fig. 53), desse modo perfazendo uma 

sequência com cerca de 2,1 kb. Contudo, os autores referiram como local de 

terminação possível uma outra sequência de 8Ts (correspondendo a 8As na cadeia 

codificante de A224L) localizada imediatamente a jusante da terminação de A224L, 

perfazendo um total de cerca de 1,7 kb. A transcrição muito precoce de 4-CL e 

A542R em simultâneo poderá dar origem a mRNAs com extremidades 3’ 

complementares, e portanto, a algum mecanismo de interferência que não permita a 

tradução em proteína a partir do mRNA precoce de 4-CL, que desaparecerá após 

inibição da transcrição de A542R. A comprovar-se, este seria um novo e 

interessante mecanismo de regulação entre diferentes genes de VPSA. 

Independentemente da transcrição, a proteína 4-CL está claramente presente em 

macrófagos em tempos precoces da infecção, antes das 8h, enquanto decorre a 

replicação viral e será importante inibir o desencadeamento de apoptose na célula 

hospedeira, persistindo ao longo da infecção uma vez que também é detectada 

claramente às 16h PI. A ambos os tempos, 8h e 16h, detectou-se mais proteína 4-

CL em infecção com L60 do que com NHV (em média 2 vezes às 8h e 1,6 vezes às 

16h). Confirmou-se em Western blot que a proteína 4-CL produzida no nosso 

modelo de infecção tem o mesmo tamanho que a do isolado Ba71V (A224L), cedida 

por outro grupo de investigação. A proteína 4-CL de L60 e NHV será portanto 

semelhante à proteína de Ba71V, que se verificou ter um efeito inibitório da 

apoptose induzida por staurosporina ou TNF-α e CHX em ensaios de transfecção 

em células Vero, ou pela própria infecção viral, em ensaios de comparação entre 

infecção com vírus parental e delectado em A224L (Nogal et al., 2001). A A224L 

parece actuar ao nível da inibição da actividade de caspase-3, tal como outras IAPs 

(Nogal et al., 2001), e ainda activar a via de NFкB (Rodriguez et al., 2002). Esta 

capacidade adicional de 4-CL para induzir activação do factor de transcrição NFкB 

poderá constituir mais uma ferramenta para a inibição de apoptose na célula 
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hospedeira, uma vez que entre outras acções, NFкB induz a transcrição de vários 

genes anti-apoptóticos, nomeadamente das famílias bcl-2 e iap (Kucharczak et al., 

2003). A maior expressão da proteína 4-CL homóloga de IAPs em infecção por L60 

comparativamente a NHV, poderá conferir igualmente a este nível uma vantagem ao 

isolado de alta virulência na modulação de apoptose. Adicionalmente, em NHV 

encontra-se mutado o gene 8CR/EP153R (Duarte, 2000), homólogo de lectinas 

animais tipo C, implicado também em inibição de apoptose em modelo de infecção 

de células Vero (Galindo et al., 2000a, Hurtado et al., 2004). A proteína EP153R é 

expressa precocemente, a partir das 6h PI em células Vero, pelo que a não 

funcionalidade deste gene em NHV poderá contribuir para os níveis superiores de 

FIN de DNA, quantificados a tempo precoce de infecção com este isolado em 

macrófagos de suíno, comparativamente a L60.  

Durante a infecção por L60 detectou-se sempre maior quantidade de proteína 4-

CL que na infecção por NHV, mesmo naqueles ensaios em que os níveis de mRNA, 

quantificados nas mesmas células em que se detectou a proteína, foram claramente 

inferiores. Este resultado é indicativo de uma regulação pós-transcricional da 

expressão de 4-CL, que até à data constituirá a primeira observação deste tipo 

relativamente a genes de VPSA. Uma análise de expressão simplesmente ao nível 

da transcrição é comprovadamente insuficiente para fazer inferências acerca do 

efeito protector de apoptose deste gene na célula hospedeira, e o mesmo poderá 

acontecer para outros genes virais com outras funções.  

Não nos foi possível dispor de anticorpos específicos para a proteína 5-HL, pelo 

que não confirmámos se os níveis superiores de transcrição deste gene a tempo 

muito precoce da infecção por L60 (1,5h), comparativamente a infecção por NHV, se 

traduzem igualmente em maior produção de proteína nas células a tempo precoce. 

No entanto, a 5-HL é detectada a partir das 3h de infecção em macrófagos (Afonso 

et al., 1996, Neilan et al., 1993), e como tal é traduzida muito precocemente, pelo 

que não parece provável uma regulação pós-transcricional do seu mRNA nesta fase 

da infecção. É portanto verosímil que a tempo muito precoce 5-HL seja mais 

expressa nas células infectadas pelo isolado de alta virulência L60 do que pelo de 

baixa virulência NHV. Outro gene viral expresso muito precocemente é o A238L/5-

EL inibidor de NFкB (Powell et al., 1996, Revilla et al., 1998), encontrando-se a 

proteína nas células desde fase precoce até tardia da infecção em células Vero 

(Revilla et al., 1998). A sequência deste gene é idêntica nos dois isolados L60 e 
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NHV, tendo sido relatada às 6h de infecção em macrófagos uma maior expressão ao 

nível de mRNA em NHV comparativamente com L60 (em média 1,22 vezes superior) 

(Gil et al., 2003). Através deste gene, o VPSA inibirá a expressão de citocinas pró-

inflamatórias na dependência de NFкB nas células hospedeiras, e desse modo, o 

desencadeamento de respostas imunitárias à infecção. Em contrapartida, a via de 

sobrevivência induzida em paralelo por NFкB ficará comprometida. A expressão de 

proteínas virais inibidoras de apoptose ao longo da infecção, 5-HL a tempo muito 

precoce, acompanhada de 4-CL a tempo ligeiramente mais tardio, poderá 

contrabalançar o potencial efeito pró-apoptótico da inibição de NFкB. 

 

A caracterização de mecanismos de morte celular em macrófagos infectados por 

isolados de diferente virulência, poderá ajudar a compreender a patogenia da PSA. 

O grau de virulência dos diferentes isolados de VPSA está certamente relacionado 

com a sua capacidade em manipular as funções da célula hospedeira, 

nomeadamente ao nível de mecanismos de morte celular. Os nossos estudos 

sugerem uma maior repressão da via de apoptose a tempo precoce de infecção in 

vitro pelo isolado de alta virulência L60, o que poderá ser necessário para prevenir a 

morte da célula hospedeira antes de o seu ciclo viral estar concluído. Por outro lado, 

na infecção pelo isolado de baixa virulência NHV poderá não haver necessidade de 

reprimir a via de apoptose tão fortemente como L60 para conseguir replicar-se 

eficazmente neste sistema. A suportar esta hipótese está a observação de que 

ambos os isolados produzem títulos de progenia viral semelhantes após 18h de 

infecção in vitro. A diferente modulação de apoptose por estes dois isolados de 

VPSA poderá ter como objectivo maximizar a multiplicação de vírus na célula 

hospedeira, ao mesmo tempo que a morte desta por apoptose não é inibida, ou é 

mesmo incentivada a tempo tardio, o que pode, como descrito acima, inibir a 

resposta inflamatória in vivo, com vantagem para a progressão da infecção viral.  

Os nossos estudos poderão contribuir para o melhor esclarecimento dos 

mecanismos de virulência de VPSA. 
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