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RESUMO

Grippo, M. C. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM CORONAVIRUS
MURINO (MHV-CAM) ATRAVES DA COMPARACAO COM O VIRUS DA
HEPATITE MURINA TIPO 3. Tese de Mestrado, Departamento de Microbiologia e
Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.

O Virus da Hepatite Murina (MHV), pertencente ao grupo dos Coronavirus, é o
patogeno mais freqiientemente identificado em camundongos utilizados como modelo
experimental e mantidos de modo convencional em biotérios.

Em trabalhos anteriores, detectamos a preseng¢a de um virus murino que estava sendo
transmitido com o Trypanosoma cruzi, o agente causador da Doenga de Chagas.
Experimentos preliminares de neutralizagdo sugeriam fortemente que este virus, isolado em
nosso laboratério e provisériamente denominado de MHV-CAM, era um Coronavirus uma
vez que a taxa de mortalidade dos animais era dramaticamente reduzida quando anticorpos
anti-MHV-3 eram administrados juntamente com o virus. O virus foi entdo isolado e sua
identificagéo tornou-se o objetivo deste trabalho.

Quatro linhagens celulares foram testadas quanto a susceptibilidade a infecgdo, sendo
que as células L1929 e NCTC 1469 mostraram-se permissiveis ao crescimento do MHV-
CAM.

Particulas virais e proteinas estruturais foram, entio purificadas do sobrenadante de
celulas 1.929 e analisadas através de (i) Teste de Neutralizagdo in vitro, (ii) Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET), (iii) SDS-PAGE e (iv) teste de “Immunoblotting”. Todos
experimentos mostraram que 0 MHV-CAM possui semelhangas estruturais e antigénicas com
0 Virus da Hepatite Murina tipo 3 (MHV-3). Portanto, é provavel que o virus contaminante
dos estoques de 7. cruzi seja, de fato, um MHV-3.

Em paralelo, este estudo indica que muitos estoques de parasitas podem estar
contaminados com o virus MHV-3, e que os resultados obtidos na Doenga de Chagas
experimental devem ser interpretados com cautela pois o maior efeito adverso na infecgdo

pelo MHV ¢ a imunomodulagio.
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INTRODUCAO

Infecgdes murinas naturais sdo de dificil detecgdo e controle em animais de
laboratorio mantidos de forma convencional, isto €, sem a presenga de barreiras
protetoras, tais como, unidades isoladoras, gaiolas protegidas por filtros, acomodagao
dos animais em fluxo laminar, cortina de ar na entrada do biotério, esterihzacdo de
ra¢do, maravalha e agua, restrigdo do fluxo de usuérios e, ainda, a presenga de pessoal
técnico especializado.

O Virus da Hepatite Murina (MHV), pertencente ao grupo dos Coronavirus, € o
patoégeno mais freqgiientemente identificado em camundongos utilizados como modelo
experimental e varias estirpes, que diferem na sua patogenicidade e antigenicidade, t€ém
sido isoladas (BARTHOLD & SMITH, 1984; BOND et al., 1979; TAGUCHI et al.,
1982).

Os Coronavirus s3o virus grandes, com 80 a 160 nm de didmetro, envelopados e
que possuem um genoma de aproximadamente 30.000 nucleotideos. Cada particula viral

¢ constituida por quatro proteinas estruturais, conforme mostra a figura abaixo:

coronavirus ¢

integral membrane
profein (M)

v haemagglutinin
nucleocapsid” e, -ESterase glycoprotein
i B (HE)

@  fe— — - 120m - ——]

Fonte: Sidell ez al. Curr Top. Microbiol 99 (1982)
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INTRODUCAO

A maior das proteinas estruturais ¢ a proteina S, uma proteina de membrana que
forma as espiculas caracteristicas dos Coronavirus. Também ¢ a proteina responsavel
pela ligagdo da particula viral a célula hospedeira, apresentando um importante papel na
fusdo do envelope viral com a membrana celular. A proteina M e a proteina E sdo
importantes na formagdo ¢ no brotamento das particulas virais. A proteina N reveste
todo o RNA viral.

Muitos Coronavirus, incluindo algumas estirpes do MHV, apresentam ainda uma
outra glicoproteina em seu envelope — a proteina HE (Hemaglutinina-esterase),
responsavel pela aglutinagio e adsorgdo do virus a hemaceas de diferentes espécies
animais.

Trabalhos recentes sugerem que as diferentes estirpes de MHV podem ser
divididas em dois grandes grupos de acordo com o tropismo tecidual: os pleiotropicos
que replicam predominante no trato respiratorio (MHV-1, MHV-3, MHV-JHM, MHV-
A59) e os enterotropicos que replicam predominantemente no trato intestinal (MHV-4
MHV-D e MHV-S/CDC). Entretanto, com o estabelecimento da infecgdo outros 6rgios
tais como o figado, cérebro e oOrgdos linfoides também sio comprometidos
(BARTHOLD & SMITH, 1992). O MHV produz doeng¢a em camundongos por causa da
infecgdo litica das células, embora a replicagdo viral e a exocitose possam acontecer na
auséncia da citdlise. Em adigdo a citélise, a fusdo celular é a marca registrada dos MHV,
tanto in vivo quanto in vitro, embora nio seja necessaria para replicagdo viral.

Além da viruléncia inerente a cepa do virus, a patogenicidade do MHV ¢
significantemente influenciada pela idade, pelo gendtipo, pela via de infecgdo e também
pelo status imunologico do animal (BRODERSON et al.; 1976; KYUWA et al., 1992;

SEBESTENY & HILL, 1974). Camundongos susceptiveis, da linhagem C57BL/6,

3



INTRODUCAO

desenvolvem uma hepatite aguda e morrem trés ou quatro dias apds a infecgdo,
enquanto que, camundongos resistentes, da linhagem A/J, desenvolvem apenas uma
infecgdo subclinica com eliminagéo das particulas virais sete dias apds a infecgdo.

O sistema tmpunoldgico tem um papel importante no estabelecimento e/ou
desenvolvimento da doenga uma vez que, amimais A/J tornam-se completamente
susceptiveis apos tratamento com agentes imunossupressores (LE PREVOST et al.,
1975).

De fato, o envolvimento do sistema imunoldgico durante a infecgdo pelo MHV ¢é
marcante. Alteragdo na resposta proliferativa de esplenocitos frente a estimulagdo com
concanavalina A (SMITH er al., 1991), alteragdo na produgdo de Interleucina 2,
Interleucina 4 e Interferon y por células T (De SOUZA et al., 1991), alteragdes nas
fungdes de macrofagos (BOORMAN et al., 1982; DEMPSEY et al., 1986), atrofia de
orgdos hnféides (KNOBLER & OLDSTONE, 1987), mmunodeficiéncias celular e
humoral (LAMONTAGNE et al, 1985) e replicagdio wviral em linfocitos
(LAMONTAGNE et al., 1989) tém sido descritos na literatura. Estes dados mostram
que esta infec¢do viral pode ter uma interferéncia contundente nos estudos que
envolvem o sistema imunologico e utiliza camundongos como modelo experimental.

Desde que a Doenga de Chagas foi descoberta, observou-se que camundongos
eram susceptiveis a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi, seu agente causal. Por esta razio,
e outras como facilidade de acomodagdo e manipulagdo, 0 camundongo tem sido
amplamente utilizado para se nvestigar a resposta imune € a patologia desta infecgio.
Entretanto, a acomodac¢ido dos camundongos em biotérios com barreiras ou em unidades

1soladoras € pratica recente em muitos laboratérios no Brasil e, portanto, os primeiros
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1solados do parasita foram obtidos utilizando-se animais mantidos de forma
convencional e que s3o usualmente infectados por diferentes ectoparasitas,
endoparasitas, fungos, bactérias e virus (FOSTER et al., 1982).

Em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratdrio detectamos a presenga de
um virus murino que estava sendo transmitido juntamente com o Trypanosoma cruzi, em
virtude do método de manutengdo deste parasita, baseado na transferéncia semanal de
sangue de hospedeiros previamente mfectados para hospedeiros normais. Além disso,
foi observado que amimais inoculados concomitantemente com parasitas e virus
apresentavam niveis de parasitemia mais elevados, menor tempo de sobrevida e
marcante queda no nimero de leucdcitos circulantes quando comparados com animais
mfectados com estoques de parasitas nos quais o virus havia sido eliminado, através da
passagem prévia em meio de cultura de células ou em meio axénico (RANGEL et al.,
1994a; RANGEL et al., 1994b). Subseqiientemente, foi demonstrado que o curso da
infec¢do chagasica experimental podia ser bastante influenciado em virtude de
profundas alteracdes nos drgdos linféides que tinham lugar logo no inicio da infecgio
viral (VERINAUD et al.,1999).

Experimentos preliminares de neutralizagdo sugeriam fortemente que este virus,
isolado no laboratério e provisoriamente denominado de MHV-CAM, era um
Coronavirus uma vez que a mortalidade era dramaticamente reduzida quando anticorpos
anti-MHV-3 eram admmistrados juntamente com o virus (CAMARGO, Comunicagio
Pessoal).

A alta prevaléncia do MHV em biotérios nacionais (GILIOLI er al., 1996) e
estrangeiros (LUSSIER & DESCOTEAUX, 1990), associada a sua interferéncia na

pesquisa cientifica, levando & interpretagdo erronea dos resultados experimentais obtidos

5



INTRODUCAO

principalmente na area de Imunologia devido ao seu linfotropismo, justificam os esforgos
no sentido de se identificar ¢ melhor caracterizar o virus contaminante de nossas amostras

de Trypanosoma cruzi.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral a identificagdo estrutural e antigénica
de um virus isolado em nosso laboratério, a partir de sangna de camundongos infectados
pelo Trypanosoma cruzi, através da comparagdo com o virus da Hepatite Murina tipo3.

Os objetivos especificos do trabalho incluiram:

- Adaptagio do virus selvagem em sistemas de cultura de células;

- Purificagio das particulas virais obtidas a partir de érgos de animais infectados e de
cultura de células permissiveis a sua infecgao;

- Produgdo, em camundongos isogénicos e Specific Pathogen Free (S.P.F.), de anticorpos
policlonais especificos para o MHV-CAM;

- Caracterizagdo da estrutura viral através da técnica de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET);

- Caracterizagdo das proteinas virais através da técnica de “SDS-PAGE”, e

- Carateriza¢do antigénica do MHV-CAM através das técnicas de: “Immunoblotting”,

Imuno-Microscopia Eletrénica e Teste de Neutralizagdo “in vitro”.
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MATERIJAIS E METODOS

3.1. Animais

Camundongos Balb/c de 4 e 8 semanas de idade foram utilizados, respectivamente,
para obteng¢do dos estoques de MHV-CAM e para produgéio de soro policlonal. Animais
da linnhagem C57Bl/6 foram utilizados nos testes de Patogenicidade in vivo.Os animais
foram obtidos do CEMIB-UNICAMP a partir de colonias Livres de Patogenos Especificos
(SP.F) mantidas sob barreiras. Testes, realizados a cada 3 meses desde 1989, para
detecgdo de infecgOes nestas col6nias apresentam resultados negativos para os seguintes
patogenos: coronavirus (MHV-3), Sendai virus, virus da pneumomia de camundongo
(PVM), virus da coriomeningite linfocitica (CCMV), Adenovirus, Polyoma virus, k- virus,
Citomegalovirus murino (MCMYV), Rotavirus, Ectromelia, Mycoplasma pulmonis,
ectoparasitas e endoparasitas.

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em isoladores
flexiveis (TREXLER, 1959), com 4agua e ragdes estéreis fornecidas ad [libitum, sob
temperatura constante de 20°C a 25°C e com um ciclo de fotoperiodo de 12/12 horas.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as mormas propostas pelo
Conselho Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da Unicamp (CEEA/Unicamp).
Animais controle e animais experimentais foram mantidos em isoladores separados a fim

de se evitar o risco de transmissio do virus.
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3.2. Isolamento do MHV-CAM

Camundongos CBA/J de 8 semanas de idade inoculados previamente com a cepa Y
de Trypanosoma cruzi foram sangrados, seus plasmas separados, filtrados em membrana
Millipore (0,2 pm) e checados quanto a auséncia completa de parasitas através da
observagdo ao microscopio. Estes plasmas foram entdo inoculados em animais
imunodeficientes, mantidos em isoladores, que a cada quatro dias eram sacrificados para
obtengdo de seus plasmas que serviriam para a infecgdo de novo lote de animais. Apds
quatro passagens consecutivas de plasma filtrado os animais imunodeficientes comegaram
a apresentar, entre trés e quatro dias apos a inoculagdo, um quadro clinico de morbidade
com algumas mortes. Estes animais doentes tiveram seus figados e bagos retirados,
macerados e inoculados em animais Balb/c de quatro semanas de idade, mantidos em
isoladores. Ap6s quatro dias de infecgdo estes animais apresentavam-se doentes sendo
entdo sangrados, seus plasmas separados e filtrados em membrana Millipore (0,2 um).
Aliquotas de 0,2 ml foram injetadas em animais “naive” e desta forma o fator presente no
plasma dos animais foi seriadamente transferido por dez vezes. Figado e bago dos animais
doentes foram retirados ¢ conservados a —~70°C para serem utilizados como fonte primaria

de virus sempre que necessario.

3.3. Obtencio dos estoques de MHV-CAM
Figados congelados a —70°C, obtidos previamente de animais infectados com o virus,
foram homogeneizados a 10% (peso/volume) em meio RPMI 1640 e inoculados

intraperitonealmente em animais Balb/c de 4 semanas de idade. A cada 3 ou 4 dias, quando

i1
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0s animais apresentavam sintomas de doenga, o figado e o bago eram retirados,
homogeneizados, centrifugados e o sobrenadante inoculado em novo grupo de animais. A
partir da terceira passagem seriada uma parte do homogeinato dos orgios foi distribuida
em aliquotas e estocada a —70°C. Esses estoques foram utilizados posteriormente como
fonte de virus para infec¢@o de linhagem celular. O indculo para os animais controle foi
preparado a partir de um homogeinato (10% peso/volume) de figado e de bago obtidos de

animais normais. Todos os procedimentos foram realizados em condigdes de assepsia.

3.4. Infecgdo das linhagens celulares

As linhagens celulares abaixo relacionadas foram testadas quanto a susceptibilidade

ao virus:

Nome Animal Tecido Fonte
NCTC-929 | Camundongo Tecido Conjuntivo | ATCC?
L1929 Camundongo Tecido Conjuntivo ATCC
J774A1 Camundongo Monécito/Macrofago | ATCC
313 Camundongo Fibroblasto ATCC

* American Type Culture Collection, Rockville, MD
As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de 25cm? (Coming Glassworks,
Corning, NY) a 37°C e 5% de CO., em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100pg/ml de estreptomicina ¢ 100U/ml
de penicilina. Quando as células apresentaram aproximadamente 80% da camada
confluente formada, o meio foi retirado e as culturas foram expostas a suspensdo de virus

(MHV-3 ou MHV-CAM). Para tal, 500 ul de um dos estoques de virus foi adicionado

12
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juntamente com 0,5 m! de meio RPMI 1640, seguido de adsorg¢do a 37°C por 1 hora,
quando finalmente foi adicionado mais 4ml de meio. Garrafas com a mesma linhagem
celular, porém sem infecgdo, foram mantidas em paralelo para controle de possiveis
alteragdes. Quando as culturas celulares apresentavam sinais de efeitos citopaticos eram
submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento, centrifugadas, o sobrenadante
coletado e estocada para posterior utilizagdo na purificagio das particulas virais e produc@o
de soro policlonal. A comprovagio de efeito citopatico especificamente induzido pelo virus

foi feita através da técnica de Imunofluorescéncia Indireta.

3.5. Purificacio das particulas virais

A metodologia descrita por Kraft & Meyer (1986) foi seguida. Para tal,
sobrenadantes de cultura de células infectadas com MHV-3 ou MHV-CAM, foram
clarificados a 1.200 x g por 30 minutos 4 4° C. Em seguida, os sobrenadantes obtidos destas
centrifugagdes foram precipitados pela adigdo de solugdo saturada de sulfato de aménia
numa concentragio final de 40%, a temperatura de 4°C e sob agitagdo constante durante 14
-18 horas. Apos centrifugacdo, a 1.500 x g, por 30 minutos a 4° C, os “pellets” foram
ressuspensos em 1/10 do volume original com tampdo Tris-EDTA, pH 7.4.. Este material
foi entdo acomodado sobre uma solug@o de sacarose a 15% (w/w) em tampao Trnis-EDTA,
disposta sobre um colchdo de sacarose a 50% (w/w). Apods centrifugagdo, a 50.000 x g
por 3hs a temperatura de 4° C, a banda clara localizada na interfase das camadas de

sacarose foi coletada e estocada em a —70° C até o momento de uso.
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3.6. Producio de soro hiperimune

Suspensdes celulares infectadas com os virus foram submetidas a ciclos sucessivos
de congelamento e descongelamento para liberagdo de particulas virais € em seguida
centrifugadas (200 x g/10min/4°C) para remogdo de restos celulares. O sobrenadante foi
entdo diluido (1:1000), e moculado (0,2ml/intra-peritonealmente) em camundongos Balb/c
mantidos em isoladores. Inje¢Bes de refor¢o foram aplicadas a cada 7 dias por um periodo
de trés semanas. No 28° dia ap0s a primeira inoculagdo os animais foram sangrados pelo
plexo orbital, o soro foi separado e testado quanto a presenca de anticorpos através da
técnica de Imunofluorescéncia Indireta utilizando-se células L.929 previamente infectadas.
Apds verificagdo de obtengdo de titulo apropriado de anticorpos, os animais foram
submetidos a sangria branca pelo plexo braqual, sendo o soro separado, distribuido em

aliquotas de 1ml em tubos tipo “epppendorfs” e congelado a -70°C.

3.7. Imunofiuorescéncia Indireta

A metodologia descrita por Kraft & Meyer (1986) foi seguida para comprovagio de
efeito citopatico em células infectadas com os virus e para titulagdo dos anticorpos anti-
MHV-3 ¢ anti-MHV-CAM produzidos em camundongos. Os testes foram realizados em
laminas multi-teste (8 pogos) recobertas com teflon (Dynatec) e limpas com alcool e agua
destilada. Células NCTC e 1929, assentadas nos pogos das laminas, foram incubadas em
estufa 37°C sob atmosfera de 5% de CO, para possibilitar formagdo de camada confluente,
e entdo infectadas com os virus apds remog¢do do meio de crescimento. Cada uma das
culturas foi infectada com 25 pl de uma diluigdo pré-testada de virus capaz de infectar de

10 a 30 % das células cultivadas. Apds periodo de incubagdo de uma hora, para
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possibilitar a adsor¢do do virus, 75ul de meio RPMI foi adicionado as laminas e as células
novamente incubadas por 24/48 horas. Terminado o periodo de incubagdo o meio foi
removido, as laminas foram secas ao ar e finalmente fixadas por 10 minutos em acetona
gelada. As culturas infectadas foram cobertas diretamente com diluigdes seriadas na razdo
10 dos soros teste € incubadas durante 30 minutos. Apos duas lavagens, em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), as culturas foram novamente incubadas, por um periodo de
30 minutos, com soro de coetho anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Terminado o tempo de incubagdo as ldminas foram lavadas em agua
bi-destilada, tratadas com uma solugdo de glicerina em PBS (9:1) e examinadas em
mucroscopio de fluorescéncia. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada numa escala de
1+ até 4+ Cada experimento mcluiu quatro controles: (1) células nido mfectadas
similarmente tratadas; (i1) células infectadas tratadas apenas com o conjugado; (iii)
controle positivo utilizando o sistema MHV3 e anti-MHV3 cedido pelo Centro de Controle
Virolégico do CEMIB-UNICAMP e (iv) controle negativo com soro obtido de animais
normais mantidos em isoladores. As células foram examinadas utilizando-se um

microscopio de fluorescéncia (AxiosKop HB50/ Zeiss).

3.8. Titulacéo in vitro do MHV-CAM e MHV-3.
Diluigbes seriadas na razio 10 (10'1,10'2,10'3 ,107, 107 ,106) dos estoques de MHV-
CAM e MHV-3 foram utilizadas para infec¢do da linhagem celular 1.929 em placas de 24
orificios. As células infectadas foram analisadas diariamente para observagdo de efeito
citopatico. O titulo, expresso como TCID soe, por ml, foi entdo calculado de acordo com o

método descrito por Reed & Muench (1938).
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3.9. Teste de patogenicidade in vivo
A capacidade do MHV-CAM de induzir doenga, apos dez passagens seriadas em
cultura de células, foi testada através da inoculagdo intraperitoneal de 0,1 ml do
sobrenadante da cultura celular em animais susceptiveis (C57BI/6) e de oito semanas de

idade. A ocorréncia de doenga e/ou morte foi observada ao longo de 15 dias.

3.10. Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET)

Suspensdes celulares infectadas, submetidas a ciclos sucessivos de congelamento e
descongelamento para liberagdo de particulas wvirais, foram centrifugadas (200x
g/10min/4°C). Os sobrenadantes foram entdo precipitados com sulfato de amdnia 30% (30
min/temperatura ambiente), centrifugados (200 x g/10min), e os “pellets” resuspensos em
25-50 ul de agua destilada. Telas de cobre (100-200 mesh), previamente tratadas com
pelicula de parlodium e refor¢adas com carbono, foram incubadas com as suspensdes virais
por 5 min. O material, corado com &cido fosfotungstico 1%, foi entdo examinado em

Microscopio Eletronico de Transmissdo (Leo 906).

3.11. Teste de Neutralizacio in vitro
Soros hiperimunes antt MHV-CAM e antt MHV-3, produzidos previamente em
camundongos Balb/c de 8 semanas de idade, foram aquecidos a 56°C durante 45
minutos para desativagdo das proteinas do sistema complemento. Diluigdes, entre 1/320
e 1/10.240, dos anti-soros foram adicionadas a suspensdes contendo 100 TCIDSO0 de

MHV-CAM e MHV-3 de forma a se obter rea¢des especificas e cruzadas (MHV-CAM
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com anti MHV-CAM e anti MHV-3/ MHV-3 com antt MHV-3 e ant MHV-CAM). As
misturas foram incubadas por 1 hora 4 37°C e em seguida utilizadas para infectarem
subculturas de células 1.929. As culturas foram observadas diariamente para verificagédo
de presenca ou ndo de efeito citopatico. O controle foi realizado utilizando-se soro

normal de camundongos obtido de animais Specific Pathogen Free ndo imunizados.

3.12. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

Particulas virais, previamente purificadas do sobrenadante das culturas celulares
de células 1929, foram diluidas em tamp3o de amostra (Tris-HCI, 2-Mercaptanol,
Glicerol, SDS, Bromofenol 0,1% e agua), fervidas durante 3 minutos e finalmente
aplicadas em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de sodio na
concentragdo de 10,5%, conforme descrito por Laemmli (1970). Em cada pogo do gel
de separagdo foram aplicados 40ug de MHV-CAM e 67 pg of MHV-3. Os géis foram
submetidos a uma corrente elétrica de 100V por 2/3 horas para separagio das proteinas

que foram entdo coradas pelo método da prata.

3.13. Teste de “Immunoblotting”

As proteinas virais presentes no gel de poliacrilamida foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Immobilion-P transfer membrane/ Millipore) através de
corrente elétrica de 30V durante 2 horas utilizando-se tampio de transferéncia contendo
0.125M Tris e 0.192M ¢glicina. Em seguida, a membrana foi “bloqueada” com Leite em po
Desnatado (Molico) 5% diluido em TBS (Tamp3o- Tris- Salina) contendo 0,1% de Tween

20, durante 2 horas. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada durante toda noite
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com 4 ml de soro anti MHV-CAM ou anti MHV-3 diluido a 1/250 em tampdo TBS
contendo 5% de Leite em pd desnatado (Molico), conforme descnito na literatura.
(Heegaard & Bjerrum, 1988; Stott, 1989)

A incubagio com o anticorpo secundario foi realizada utilizando-se anticorpo de
cabra anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) na diluigdo de
1/20.000 durante 60 minutos. A membrana foi em seguida incubada com o substrato BCIP
(5-Bromo-4-cloro-3-indolylphosphate) ¢ o cromogeno NBT (nitro-blue tetrazolium) para
desenvolvimento de coloragdo. Todos os procedimentos foram executados a temperatura
ambiente.

O controle negativo deste teste foi feito omitindo-se do protocolo, o anticorpo
primario (anti-MHV-CAM ou anti MHV-3).

| 3.14. Imuno- Microscopia Eletronica de Transmissio

Telas de niquel (100-200 mesh), previamente tratadas com pelicula de parlodium ¢
refor¢adas com carbono, foram colocadas sobre gotas de suspensdes contendo particulas
virais purificadas € incubadas por 10 minutos & temperatura ambiente para permitir
adsorgdo do virus. Apos duas lavagens em salina tamponada com fosfato (PBS) as telas
foram incubadas, por 2 horas, com soro hiperimune de camundongo (antit MHV-CAM e
anti MHV-3). Em seguida, as telas foram novamente lavadas em PBS e em seguida
incubadas por 1 hora com anticorpo de coelho anti-imunoglobulina G de camundongo
conjugado com ouro coloidal (Sigma Chemical Co, St Louis/USA) diluido 1/25 em tampao
Tris (Tris-HCl 20mM, NaCl 150mM; pH 8.2). Apos lavagem em PBS as telas foram
imersas em 4gua destilada e secas ao ar. O material foi entdo negativamente corado
utilizando-se 4cido fosfotungstico 1% (pH 7,4) por um minuto e finalmente examinado em

Microscopio Eletronico de Transmisséo (Leo 906).
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RESULTADOS

4.1. Obtencao dos estoques de MHV-CAM

A partir de figado e bago de amimais infectados e apresentando sinais clinicos de

infec¢do pelo MHV-CAM obteve-se varios estoques de virus que foram aliquotados em

tubos “eppendorfs”, em um volume de 2ml, e estocados a —70°C até o momento de uso

(Tabela 1).
Animais Homogeinatos Nimero de eppendorfs
Figado 125
Infectados com MHV-CAM Bago 115
Figado 145
Controle Bago 90

Tabela 1. Estoques de 6rgdos de animais com sinais clinicos de doenga pelo MHV e animais controle.

Em paralelo, estoques do virus MHV-3 também foram obtidos para serem utilizados

nos experimentos para identificagdo e caracterizagdo do MHV-CAM. O estoque inicial de

MHV-3 foi gentilmente cedido pelo Centro de Controle Virologico do CEMIB-UNICAMP.

O virus foi mantido, entio, em nosso laboratorio através de repiques de células 1.929 .
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4.2. Infeccdo da Linhagem Celular L 929
Células 1929 infectadas com o estoque do virus MHV-CAM (Figura 1)
apresentaram inicio do efeito citopatico logo s 24 horas apos a infecgao. Ap6s 72 horas de
incubacdo foi observado aumento do efeito citopatico, caracterizado por agrupamento das
células e pela formagio de sincicios. Células infectadas mostraram-se fluorescentes,

indicando a presenca de particulas virais em seu interior.

Figura 1: Infecgdo da linhagem celular 929 com MHV-CAM (A) células controle ndo infectadas ; (B). Inicio do efeito

citopatico (24h.p.i). Observar formagdo de grumos(2); (C) Particulas virais detectadas por imunofluorescéncia (24h.p.i).

Barra= 30 um .
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Em menos de 24 horas de infecgdo da linhagem celular L929 com o virus MHV-3
foi observado efeito citopatico, com grande agrupamento de células (Figura 2). Testes de
imunofluorescéncia indireta também se mostraram positivo para infecgao das células com

este virus (Dados ndo mostrados).

Figura 2; Infeccdo de células L929 com MHV-3. (A) células controle ndo infectadas (B) Efeito citopatico, 24

h.p.i, com formagio de grumos (=*). Barra = 30um.
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4.3. Infecgdio da Linhagem Celular NCTC- 1469
Apés 24 horas de infecglio foi observado o inicio do efeito citopatico, com as
células apresentando-se agrupadas, € com formagdo de grumos (Figura 3). Apds a terceira
passagem da linhagem celular infectada o efeito citopatico com agrupamento e morte de
células era evidente. As alteracdes descritas acima ndo foram observadas com a linhagem

celular mantida como controle, e portanto, ndo infectadas .

Figura 3: Infecgdo da linhagem celular NCTC 1649 com MHV-CAM. (A) células controle ndo infectadas; (B) Inicio do

efeito citopatico, 24h.p i, com formagdo de grumos (2); (C) Particulas virais detectadas por imunofluorescéncia(24h.p.i).

Barra= 30 pum .
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4.4. Infeccdo da Linhagem Celular J774.1
Nesta linhagem n&o foram observadas mudangas nas primeiras horas de infecgdo.
Mesmo sem a observagio do efeito citopatico, foram realizadas algumas passagens seriadas
(passagens cegas). Na quinta passagem foi observado que a maiora das células

apresentavam sinais de morte por lise (Dados ndo mostrados).

4.5.Infec¢iio da Linhagem Celular N- Balb- 3T3

Apds descongelamento, as células foram colocadas em cultura com o objetivo de
manté-las por cinco repiques antes que a infecgdo com o virus fosse realizada. Embora nas
duas primeiras passagens as células apresentassem crescimento acelerado e aspecto normal,
a partir da terceira passagem observou-se uma queda no ritmo de seu crescimento. A
infecg@o ndo foi realizada e as células foram submetidas a um novo teste para detecgdo de
micoplasma que se mostrou positivo. O tratamento para descontaminagdo da linhagem
celular foi efetuado utilizando Ciprofloxacin® (solugdo fina de 2 mg/ml) por dez passagens
consecutivas € a cultura novamente testada para a presenga de micoplasma. Embora a
cultura se mostrasse agora negativa para a presen¢a do micoplasma, repetidas tentativas,
incluindo seis passagens seriadas “cegas” (sem observagdo do efeito citopatico) falharam
em revelar crescimento viral. Efeito citopatico nfio pode ser observado em nenhum
momento da infecgdo e particulas virais ndo foram detectas pela técnica de

mmunofluorescéncia.
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4.6. Titulacdo in vitro dos virus MHV-CAM e MHV-3
A tabela 2 mostra a dose capaz de induzir efeito citopatico em 50% das células

1929 infectadas (TCID sp9).

Virus TCIDsgo,
MHV-3 1077
MHV-CAM 107>

Tabela 2: Dose capaz de induzir efeito citopatico em 50% das células da linhagem L.929 infectadas com

MHV-3 e MHV-CAM.

4.7. Teste de patogenicidade in vivo
A capacidade de particulas virais, recuperadas do sobrenadante da linhagem celular
1929, induzirem doen¢a aguda apos sua inoculagdo em ammais foi testada utilizando-se
camundongos susceptiveis, da linhagem C57BL/6, com oito semanas de idade. Embora a
replicagdo viral pudesse ser observada regularmente nas células 1929, o virus
aparentemente perdeu sua habilidade de induzir doenga aguda nos animais. Nenhum sinal
clinico de infecgdo viral, como prostragio, inapeténcia ou pélos erigados, foi observado nos

camundongos infectados com os estoques obtidos da cultura celular.

4.8. Purificaciao das Particulas Virais
Particulas virais obtidas do sobrenadante de culturas celulares infectadas e
purificadas em gradiente de sacarose, foram recuperadas da banda clara formada na

mterface dos gradientes. Aliquotas de 2ml foram estocadas a —70°C at¢ o momento de uso.
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4.9. Obtencio de soros hiperimunes anti MHV-CAM e anti MHV-3
O soro hiperimune anti MHV-CAM e o soro hiperimune anti MHV-3 produzidos
em animais imunizados foram distribuidos em aliquotas e congelados a -70°C. A Tabela

3 mostra os titulos dos soros obtidos apos a imunizagdo de camundongos.

Soro Hiper-imune Titulo obtido por IFI
Anti MHV-CAM 1:160
Anti MHV-3 1:80

Tabela 3. Titulagdo dos soros hiperimunes produzidos em camundongos Balb/c.

4.10. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)
A caracterizagio da estrutura viral do MHV-CAM foi feita através da técnica de
MET. Particulas virais arredondadas, moderadamente pleomorficas e com projegdes de

espiculas, caracteristicas dos Coronavirus, foram visualizadas (Figura 4).

Figura 4: Particulas virais obtidas do sobrenadante das culturas de células L929 infectadas. (A) MHV-3, barra=54nm;

(B) MHV-CAM, barra=31nm
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4.11. Teste de Neutralizacdio n vitro

O teste de Neutralizagdo in vitro demonstrou que os soros hiperimunes anti MHV-3
e anti MHV-CAM exibem forte atividade neutralizante uma vez que nenhum efeito
citopatico sobre células L929 foi observado quando a mistura soro/virus era utilizada. As
misturas anti MHV-CAM/MHV-CAM e anti MHV-3/MHV-CAM exibiram atividade
neutralizante em dilui¢des de até 1/5.120, e as misturas anti MHV-3/MHV-3 ¢ antt MHV-

CAM/MHV-3 exibiram atividade neutralizante em diluigdes de ate 1/10.240.

4.12. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de SDS (SDS PAGE)

A figura 5 mostra os resultados obtidos com o SDS-PAGE. Pode-se observar a
presenga de quatro proteinas estruturais para o MHV-CAM: proteina S com 200K
(espicula), proteina N com SOK (nucleocapsideo), proteina M com 30K (membrana) e
proteina E com 20K (envelope). Estas proteinas tém aparentemente 0 mesmo peso
molecular das proteinas estruturais do MHV-3, ja descritas na literatura e que também

podem ser observadas aqul.

220K —— PROTEIN S

97K

66K

45K | PROTEIN N
30K PROTEIN M
20.1K PROTEIN E

143K ——

Wdd
£ AHW

€~ AHWN

WVD-AHW
NVI-AHIW

Figura 5: SDS PAGE. Presenga das quatro proteinas estruturais n o virus MHV-CAM a semelhanga do MHV-3.
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4,13, Teste de “Immunoblotting”

A Figura 6 mostra os resultados obtidos com o “Immunoblotting”. A analise destes
experimentos demonstra que os anticorpos anti MHV-3 e anti MHV-CAM. foram capazes
de reconhecer a proteina N (50K) e a proteina M (30K) dos virus tanto na reagio
especifica (cada virus com seu anticorpo especifico) como na reagdo cruzada (cada virus

com o anticorpo ndo especifico).

PROTEIN N —
PROTEIN M —

SAHW-BUY X ©-AHW
WVD-BUY X C-AHIN
WVO-HUY X WV I-AHW

EAHN-OUY X AV O-AHIW

Figura 6: Immunoblotting dos virus MHV-CAM e MHV-3 com seus respectivos anti- soros ¢ também em reagdes

cruzadas. As bandas revelam a marcacdo das proteinas estruturais N e M em ambas amostras virais.
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4.14. Imuno-Microscopia Eletronica

A caracterizacio antigénica do virus MHV-CAM foi finalizada com a analise
dos resultados obtidos com a Imuno—Microscopia Eletronica de Transmissao (Figura 7). A
presenca de particulas arredondadas, pleomorficas e com espiculas foram visualizadas

através da marcac¢do com ouro coloidal.

Figura 7: Imuno Microscopia Eletronica deTransmisso do virus MHV —CAM. Barra = 0,5 wm Observar a

particula viral ().
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A infecgdo pelo Virus da Hepatite Murina (MHV) ¢ altamente prevalente em
camundongos de laboratério do mundo todo, podendo causar doenga entérica, respiratoria,
hepatica ou neuroldgica nos animais. Sob condigdes naturais, 0 MHV pode ser transmitido
pela rota respiratoria ou oro-fecal e a expressdo de doenga aberta requer a presenga de
animais neonatos, imunocomprometidos ou geneticamente susceptiveis nos biotérios. A
manutencgio da infecgdo em uma populagdo, conhecida como infecgdo enzootica, requer a
continua exposi¢do de camundongos jovens ou susceptiveis ao virus causador da doenga. A
pratica bastante comum de introdugdo freqiiente de camundongos neonatos em biotérios
enzooticamente infectados contribui para a perpetuagdo da contaminagdo nos biotérios
convencionais. Além disso, a pratica de acasalamento dos animais em biotéros
contaminados também muito contribui para a manutengdo e propagagdo da infecgdo. A
transmissdo vertical é possivel, porém rara. A prevengdo da infecgdo ¢ dificil em biotérios
que constantemente recebem animais, mas pode ser alcangada com a implantagdo de
algumas barreiras fisicas, ou com o uso de unidades isoladoras, € com a obtengdo de
animais Livres de Patogenos Especificos (S.P.F.) de fornecedores confidveis. A vacinagdo
tem-se mostrado eficiente em reduzir a severidade da infec¢do, mas nio em preveni-la
totalmente. Além disso, o grande numero de diferentes cepas de MHV, aliada ao fato de
geralmente se tratar de infecgdes subclinicas, principalmente quando o virus € enzodtico em
uma coldnia, tornam a vacinagdo impraticavel. O tropismo pelas células ou tecidos
linfoides ¢ a marca registrada dos MHV e, portanto, um grande impacto na area de
Imunologia experimental pode ser facilmente previsto.

Recentemente, o laboratério de Imunopatologia do Departamento de Microbiologia
e Imunologia detectou e isolou um virus contaminante de alguns estoques do parasita

Trypanosoma cruzi que foi provisoriamente denommado de MHV-CAM, e que era capaz
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de alterar profundamente o curso da infec¢do da Doenga de Chagas experimental. A
identificagdo e caracterizagdo deste agente tornaram-se, entdo, o propdsito deste trabalho.

O passo inicial e essencial para o micio do trabalho foi a adaptagdo do virus em
sistemas de cultura de células, tendo em vista os titulos muito baixos de particulas virais
que eram obtidas a partir dos 6rgdos de animais infectados pelo MHV-CAM. A literatura
mostra que muitas estirpes de Coronavirus adaptam-se bem a replicagdo em cultura de
orgdos e células, entretanto, tanto a origem das células como condigbes de crescimento
apropriadas sdo particularmente importantes para o isolamento € a propagagdo destes virus
(CHALONER-LARSSON & JOHNSON-LUSSENBURG, 1981; HOLMES & LAI, 1996).

Quatro linhagens celulares diferentes, NCTC-1469, L-929, N- Balb-3T3 e J774A.1,
foram testadas quanto "a susceptibilidade para infec¢do pelo MHV-CAM com o objetivo de
melhorar as condigdes para a purificagdo das particulas e assim facilitar os estudos
envolvendo sua caracterizagdo estrutural e antigénica. Duas linhagens celulares, NCTC-
1469 e 1929, mostraram-se capazes de sustentar a infec¢do viral apdés um extenso periodo
de adaptagdo por repetidas passagens ou repiques. Isto pdde ser evidenciado através de
alteragdes citopatologicas progressivas, formagdo de sincicio e pela presenga de particulas
virais detectadas pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI).

Por outro lado, as linhagens celulares N-Balb-3T3 e J-774A.1 ndo foram capazes de
sustentar a muLtiplicagdo do virus MHV-CAM. LAMONTAGNE & DUPUY (1984),
estudando a infec¢do persistente do MHV-3 nas linhagens de células hnféides YAC e
RDM4 observaram que baixos titulos de particulas virais estavam associados com um
aumento na lise celular. Os autores sugerem que em determinados sistemas celulares pode
haver a ocorréncia de eventos seqiienciais, nos quais a produgdo do virus leva a um

acimulo de antigenos virais com subsequente morte celular. MASSALSKI ef af (1982),
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também demonstraram um acimulo de material viral apés uma interrupgdo abrupta de
mutiplicagdo viral em células L2 infectadas pela estirpe JHM do MHV. E possivel que o
mesmo fendmeno tenha ocorrido nas células N-Balb-3T3 e J-774A.1, devido ‘as
caracteristicas inerentes destes sistemas celulares, o que impediu a adaptagdo do MHV-
CAM nestas linhagens.

Testes de patogenicidade “in vivo™ demonstraram que, aparentemente, a habilidade
do MHV-CAM em induzir doenga aguda, quando inoculado em camundongos susceptiveis
da linhagem C57BL6, foi perdida apos sua adaptagio na cultura de células. Este fato pode
estar relacionado ou com o actmulo de particulas defeituosas ou com a selegdo de variantes
virais que mantém sua patogenicidade “in vitro” mas apresentam efeitos patogénicos
reduzidos “in vivo”. LAMONTAGNE & DUPUY (1984), também relatam a perda da
capacidade de MHV-3 induzir infecgdo sub-clinica em animais susceptiveis apos adaptagio
do virus para o crescimento em células YAC. Estas variantes ndo-patogénicas, entretanto,
podem ainda apresentar propriedades antigénicas e, portanto, estimular mecamismos de
defesa que capacitam o amimal a sobreviver quando desafiado com particulas virais
virulentas. Assim, a possibﬂidade de utilizagdo destas variantes como uma vacina ndo pode
ser excluida. Além disso, a obtengdo de infecgdo persistente do MHV-CAM, nas hinhagens
celulares NCTC-1469 e 1.-929, representa um modelo interessante, para nosso laboratorio,
no estudo tanto das interag¢des virus-células como dos mecanismos celulares envolvidos na
perda da patogenicidade viral.

A purificagio do MHV, através da precipitagdo com sulfato de améma e
subseqiiente ultracentrifugagdo em gradiente de sacarose, ¢ um procedimento bem
estabelecido e ja descrito na literatura (SPAAN et al., 1981; KRAFT & MEYER, 1986). A

adaptagdo do MHV-CAM para a replicagdo in vitro possibilitou-nos a obtengdo de grandes
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quantidades de particulas virais, a partir do sobrenadante das culturas celulares, que foram
entdo concentradas e purificadas viabilizando a completa caracterizagdo do patogeno.

A caracterizagdo estrutural do MHV-CAM foi realizada utilizando-se a técnica de
Microscopia Eletronica de Transmissdo. Particulas virais de 100 a 150 nm, moderadamente
pleomorficas e com projegoes de superficie semelhantes a uma coroa (espiculas), as quais
caracterizam os Coronavirus, foram visualizadas. Este resultado confirma a expectativa
inicial em relagdo a identidade do virus isolado, uma vez que atualmente o MHV € o virus
mais comumente encontrado em coldnias de camundongos utilizados na pesquisa cientifica.

A identificacdo da estirpe ou cepa a qual pertence o MHV-CAM foi realizada
através de sua caracterizagdo antigénica utilizando-se para tal a técnica de Eletroforese em
Gel de Poliacrilamida na presenga de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE), o teste de
“Immunobloting” e Testes de Neutralizagio in vitro.

O SDS-PAGE das proteinas virais do MHV-CAM revelou-nos a presenca das
quatro proteinas estruturais (S, M, N e E), caracteristicas dos Coronavirus, num padrio de
bandas semelhante ao encontrado para o Virus da Hepatite Murina tipo 3 (MHV-3). Este
resultado ja nos identificava antigenicamente o MHV-CAM como sendo, muito
provavelmente, um MHV-3. A visualizagdo, tanto em relagio do MHV-CAM quanto em
relagdio ao MHV-3, de outras bandas, além das quatro proteinas estruturais, pode ser
atribuida a degradacdo das proteinas estruturais durante o processo de fervura para o
preparo das amostras antes da aplicago do gel.

O Teste de “Immunoblotting”, realizado com anticorpos policlonais produzidos em
camundongos S.P.F. ¢ comprovadamente livres de infecgido prévia por MHV, revelou uma
forte reagdo com as proteinas virais M e N. O fato dos anticorpos serem capazes de

reconhecer estas proteinas tanto em reagdes especificas (MHV-CAM X ANTI- MHV-CAM
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e MHV-3 X ANTI- MHV-3) como em reagdes cruzadas (MHV-CAM X ANTI- MHV-3 ¢
MHV-3 X ANTI- MHV-CAM) de forma idéntica, reforga a certeza da identidade de nosso
virus contaminante como sendo um MHV-3.

Atualmente, o Centro de Controle Virologico do Cemib—Unicamp (CCV/CEMIB-
Unicamp) monitora nossas colénias de camundongos utilizando a técnica denominada de
Mouse Antibody Production Test (MAP Test) que detecta, pelo método de IFI, a presenga
de anticorpos para MHV no soro de animais infectados. O método de “immunobloting”,
realizado em nosso laboratorio, demonstrou que as proteinas virais do MHV retém seus
grupos imunoreativos apds a eletroforese e o “blotting”, e ainda, que os anticorpos
primarios a serem empregados na reagdo podem ser policlonais pois demonstram alta
especificidade sem qualquer vestigio de “background”. Estas observagdes levantam a
possibilidade de utilizagdo deste método como um teste diagnéstico alternativo para
detecgdo de possiveis contaminagdes no plantel de vérios biotérios monitorados pelo
CCV/CEMIB-Unicamp.

Finalmente, os testes de Neutralizagdo “in vitro” em células 1.929 colaboraram
para a completa identificagdo do virus isolado em nosso laboratério, uma vez que
demonstram forte atividade neutralizante dos soros hiperimunes tanto nas reagdes
especificas como nas reagdes cruzadas. A diferenga reportada em relacdo as dihugdes dos
anticorpos deve ser atribuida & variagdes inerentes a propria técnica ou talvez a uma
quantidade maior de particulas de MHV-CAM inadvertidamente misturadas com os anti-
soros. A possibilidade de utilizagdo do Teste de Neutralizagdo “in vitro” como um teste
diagnostico para detecgdo de possiveis infecgdes pelo MHV nos biotérios também pode ser

considerada.
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Em conclusdo, o virus isolado de nossas amostras de Trypanosoma cruzi mostrou,
por diferentes métodos, similaridades estruturais e antigénicas com o MHV-3, sendo,
portanto, altamente provavel que pertenca a esta estirpe de Coronavirus.

Nossos resultados refor¢gam, ainda, o alerta de que dados obtidos em diferentes
protocolos experimentais que utilizam camundongos mantidos de modo convencional
devem ser interpretados com cautela, uma vez que os Coronavirus sio altamente
contagiosos, apresentam distribuigdo mundial e, principalmente, tém uma bem

documentada capacidade de interferir com a pesquisa biomédica.
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O Virus MHV-CAM foi adaptado com sucesso para a replicagao em culturas de
células, o que possibilitou, além de seu isolamento e purificagdo, a obtengdo de um

modelo interessante para o estudo das interagdes virus-células;

A perda da habilidade do MHV-CAM em induzir doenga aguda em animais
susceptiveis apos sua adaptagdo em cultura de células, refletindo ou o actmulo de
particulas virais defeituosas ou a selegdo de variantes, possibilita o estudo dos

mecanismos celulares envolvidos na perda da patogenicidade dos virus;

De acordo com os resultados experimentais obtidos, o virus MHV-CAM
apresentou similaridades estruturais e antigénicas com o Virus da Hepatite Murina
tipo3 (MHV-3). E altamente provavel, portanto, que o virus contaminante,
detectado em nossos estoques de Trypanosoma cruzi, seja, COmMO Pprevisto

inicialmente, o MHV-3;

As técnicas de “Immunoblotting” e os Testes de Neutralizagdo in vitro mostraram-
se eficientes para detecgdo de possiveis contaminagdes em animais de laboratorio

mantidos de modo convencional, €

Nossos dados ainda alertam para o fato de que muitos resultados obtidos na
infecgdo chagasica experimental e, s.m.j., em outros protocolos experimentais que
utilizam camundongos mantidos de forma convencional como ferramenta de
trabalho, devem ser interpretados com cautela uma vez que os Coronavirus possuem
uma bem documentada histéria de interferéncia nas pesquisas biomédicas,

principalmente na area de Imunologia, devido a sua capacidade imuno-modulatoria.
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ABSTRACT

Grippo, M. C. IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF A MURINE
CORONAVIRUS (MHV-CAM) IN COMPARISON WITH MURINE HEPATITES
VIRUS TYPE 3. Tese de Mestrado, Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia, Instituto
de Biologia, UNICAMP.

Recently, we have detected a contaminant virus in some stocks of 7rypanosoma
cruzi, the causative agent of Chagas® disease. This virus, provisionally named MHV-
CAM, was isolated in juvenile susceptible mice followed by estabilishment in cell
culture for characterization.

Four cell lines of mice origin were tested for susceptibility to infection and 1.929
and NCTC 1469 cells showed to support growth of this virus.

Viral particles and structural proteins, purified from the supernatant medium
over L929 cells, were analyzed by (i) Transmission Electron Microscopy, (i) SDS-
PAGE, (i) Immunoblotting, and (iv) Virus Neutralization Assay. In all experiments,
MHV-CAM showed structural and antigenic relationship including cross protection
(blocking reaction) with Murine Hepatitis Virus type 3 (MHV-3). Therefore, our results
present evidences sustaining that the contaminant virus in our 7. cruzi stocks is, most
likely a MHV type 3 or a very close related specie which should deserve a confirmation
by molecular analysis.

In parallel, this study indicates that some stocks of parasites can be contaminated
with MHV-3, a highly contagious Coronavirus infecting laboratory mouse worldwide,
and that some data obtained in experimental Chagas’ disease should be interpreted with

caution since the major adverse effect of MHYV infection is immunomodulation.
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