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RESUMO

Foram determinadas as sensibilidades de trés linhagens celulares (ST,
SK6 e PKIS), a duas amostras de parvovirus suino (PVS-1-campo ¢ NADL-2-padrao),
através das curvas de replicagdo viral baseadas nos efeitos citopdticos ¢ titulos
hemoaglutinantes determinados a cada 12 horas, durante um periodo de observagao de
120 horas.

As avaliagdes foram realizadas por andlise comparativa entre os
percentuais dos efeitos citopdticos obtidos e as variagdes entre os titulos hemoaglutinantes
observados nas diluigdes dos virus frente as trés linhagens celulares.

A maior sensibilidade foi verificada para a linhagem celular ST que
mostrou resultados de titulos hemoaglutinantes altos e efeitos citopdticos caracteristicos,

seguida pela linhagem SK6 sendo a PK15 a menos sensivel.
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1- INTRODUCAO

A moderna suinocultura industrial no Brasil tem praticado um sistema de
produgio com base no confinamento estrito associado a programas dindmicos de
melhoramentos genético, nutricional, de manejo € de satde.

Este sistema de criagdo praticado apresenta vdrias caracteristicas
vantajosas visando a uma maior produtividade. Por outro lado, o confinamento dos
animais em gaiolas reduz a exposi¢io a agentes patogénicos ou potencialmente
patogénicos aumentando a susceptibilidade e manifestagdo clinica de certos problemas
sanitarios. .

Dentre estes, a parvovirose suina é reconhecidamente um dos mais sé€rios
e endémicos problemas da suinocultura industrial em todo o mundo sendo considerada
como a principal causa de transtornos reprodutivos principalmente mumificagao fetal,
leitegadas pequenas, mortalidade embriondria e repeti¢do de cio e por isso de
importancia econémica indiscutivel (CARTWRIGHT & HUCH, 1967, MENGELING &
CUTLIP, 1975, PERESTRELQ, 1987, JOO, 1992).

No Brasil, sdo poucos os trabalhos sobre a parvovirose suina. Estudos
sorolégicos em Minas Gerais demonstram que 55,3% dos animais foram reagentes com
titulos significativos. Todos os rebanhos estudados apresentaram animais reagentes

(GOUVEIA, 1682).




Em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, estudos conduzidos por
MARTINS et al (1984) mostram reagdes soroldgicas positivas em cerca de 80% dos
animais testados.

A vacina@ﬁo tem sido mundialinente utilizada na prevengao da doenga,
seja através de vacinas inativadas (JOO & JOHNSON, 1977, MENGELING et al 1979,
JOO & MOLITOR, 1984, WRATHALL, 1984, VANNIER, 1986, PYE,D. & BATES,
1., 1990) ou de vacina viva (PAUL & MENGELING, ‘1980), produzidas em diferentes

sistemas celulares.

LOBATO (1990), trabalhando com cultivo primario de rim suino,
desenvolveu uma vacina inativada capaz de induzir resposta sorolégica em 88,68% dos
suinos vacinados.

A maior dificuldade na produgio de vacinas inativadas relaciona-se a
obtencdo regular in vitro de massa antigénica com titulos satisfatérios, provavelmente
devido a presenga de particulas vazias ou defectivas surgidas durante a replicagdo,
havendo competi¢io com as particulas infectantes, pelos Vreceptores antigénicos celulares
(CHOI, 1987, COTMORE & TATTERSAL, 1987).

A sensibilidade celular ao PVS foi objeto de estudo de vdrios autores.
CARTWRIGHT et al (1969) encontraram sensibilidade para as linhagens celulares PK,
PT ¢ Hela. PIRTLE (1974) constatou que células originﬁ;ias de suinos foram mais
sensiveis que as de outras espécies. Para BACKMANN & DANNER (1976) a linhagem
de maior sensibilidade foi a SK6. STEPANEK et al (1979) descreveu a linhagem PK15
como ndo sensivel. PEEV et al (1986) relatam como ndo sensiveis as linhagens IBRS2,
PK15 e SPEV.

Em conseqiiéncia a diversidade dos resultados encontrados foi objetivo
principail deste trabalho comparar a Sensibili_dade a replicagdo do PVS em trés linhagens
continuas (ST, SK6 e PK15) visando contribuir para viabilizar a obten¢ao de massa viral
que possibilite a producao de vacinas e, de antigenos para uso em diagndsticos além de

oferecer subsidios técnicos para isolamentos do virus.




2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Sensibilidade e resisténcia celular ao PVS.

‘ CARTWRIGHT et al (1969) em isolamentos de PVS, utilizaram células
de cultivo primario de rim suino (PK), cultivo primdrio de testiculo suino (PT), rim
bovino (CK), testiculo bovino (CT), testiculo de carneiro, rim de macaco, rim canino,
HEP2 e Hela em isolamentos de PVS. As células PK, PT e Hela foram sensiveis e as
demais foram resistentes. O estudo seqiiencial da agdo replicativa do virus foi realizado
por observacio do ECP e pesquisa de hemoaglutininas.

PIRTLE, (1974) avaliou a susceptibilidade de 15 linhagens celulares de
sete espécies de mamiferos a uma amostra de PVS isolada de trato respiratério superior
de sufnos. As células de origem suina foram as mais sensiveis, principalmente as de
tiredide de suinos adultos em baixa passagem, células de rim e pulmao de embrido e a
linhagem celular PT de testiculos.

Em trabalho realizado por BACKMANN & DANNER (1976) ndo foram
encontradas diferengas significativas em titulos infecciosos méximos ¢ hemoaglutininas
apés a replicagdo do PVS "in vitro" sob temperaturas de 28°C, 33°C e 37°C.

STEPANEK (1979), trabalhando em isolamentos do PVS em leitoes

natimortos, considerou a linhagem celular PK15 como nao sensivel ao PVS.




PAUL & MENGELING (1980), em trabalho de preparagio de antigeno
para prc')du'qéo de vacinas vivas, utilizaram como substrato a linhagem ST e células de
rim fetal suino (PFK). Consideraram a célula ST mais adequada para a produgio do

virus, com obtengdo de titulos infecciosos altos.

PEEV et al. (1986) testaram a sensibilidade de vdrios cultivos celulares
ao PVS. Os cultivos primdrios e secunddrios de rim sufno foram susceptiveis a
replicagdo, enquanto as linhagens continuas IBRS2, PK15 e SPEV, se mostraram ndo
sensiveis. Descrevem que na auséncia do ECP o melhor teste para deteccao do PVS é a

hemoaglutinagdo (HA).

WOSU (1987) para otimizar a produgio e isolamento do PVS, analisou
o efeito da concentragdo celular na produgdo viral encontrando para a linhagem celular
suina PS 1,0x105 células/ml como a concentragio ideal para obtencdo do PVS com 64
UHA, (unidades hemoaglﬁtinantes). Foram analisadas também a concentracdo de SFB,

da acgao de inibidores do soro ¢ da estocagem do PVS.

HARDING, & MOLITOR (1988) estudaram a replicacdo do PVS em
macréfagos alveolares e linfécitos sanguineo de suinos. Observaram que estes sistemas
celulares sdo também sensiveis ao virus. Nos linfécitos apesar de presentes, so iniciam a
replicagdo apés adigao de estimulantes mitogénicos.

KAWAMURA et al (1988), trabalharam com a linhagem celular ESK
(embrido de rim suino) a 37°C ¢ 5% de CO2 para titulagao do PVS a partir da formagao

de placas, considerando esta linhagem celular como a mais sensivel.

Vdrios aspectos da agdo do PVS "in vitro" foram acompanhados por
BERNS (1990) que relata ser a sensibilidade celular e a agdo replicativa do virus
dependentes ndo s6 da fase S da mitose, mas também do estado de diferenciagao celular.

Descreve também que células transformadas sdo mais susceptiveis a replicagéo viral.




2.2 - Caracteristicas Gerais do PVS

RHODE 1l (1978) estudou os aspectos estruturais das particulas
completas do parvovirus H-1. Observou que existiam particulas defecliﬁas que continham
modificacdes gendmicas e eram capazes de interferir na infecciosidade do virus e na
sintese protéica do capsideo.

Em estudos conduzidos por COTMORE & TATTERSAL (1987) sobre a
replicacdo dos parvovirus autdonomos dos vertebrados, concluiram que sio teratogénicos,
e que afetam células em rdpido desenvolvimento, daf sua agdo replicativa em fetos. Por
exigirem alto indice mitético celular, tem tropismo por c€lulas em fase S.

Os parvovirus sio particulas isométricas ndo envelopadas cmﬁ 20 a
25mm e fita simples de DNA e, podem gerar grande nimero de capsideos vazios e
particulas defectivas que contem quantidades submolares de DNA. Relatam que a
proporcao de particulas completas ¢ vazias varia segundo o tipo celular e o virus, mas as
vazias podem exceder eml nimero, 2 a 50 vezes as completas. A particula vazia tem
capsideo normal e DNA subgendmico varidvel.

Os parvovirus cldssicos sdo particulas estdveis, resistentes a solventes
lipidicos, 2 variacio de pH entre 3,0 e 9,0, aguecimento a 56°C e a altas concentragoes
salinas. O congelamento e descongelamento sdo prejudiciais & sua integridade. Sao
diferenciados uns dos outros, pelos determinantes antigénicos na particula intacta.

Descrevem ainda a competicdo entre particulas completas ¢ vazia pelos
receptores celulares especificos, € que uma (nica particula € capaz de gerar infecgao. A
infecgdo promove a morte celular e em algumas células quando sdo feitas culturas
continuadas, podem surgir como resultado, coldnias resistentes ao virus.

CHOI et al (1987), trabalhando "in vitro" e "in vivo", evidenciam a
acdo das particulas vazias do PVS, demonstrando que a produgio de particulas extra e

intracelulares sdo marcadamente inibidas pelas particulas vazias.




Em sistema celular ST, comprovaram que a adigao prévia de particulas

vazias diminui a agdo infecciosa das particulas completas. |
KRELL et al (1988), estudando o genoma do PVS por andlise de
enzima de restricio e hibridizacdo durante o desenvolvimento de uma sonda de DNA
para PVS, afirmam ser este muito estdvel, através de passagens seriadas "in vitro" e "in

vivo". Nio ficou evidente para eles a presenca de particulas defectivas e vazias.

2.3 - Replicagio, purificacio e titulagio do PVS

O efeito da variagdo da temperatura na replicagdo "in vitro” do PVS foi
estudado por BACKMANN (1972) em células SK O acompanhamento da agdo viral foi
realizado por titulacdo por HA até 120 horas de leitura, observando titulos semelhantes
em temperaturas diferentes considerando-se os pontos mdximos, sendo encontrado,
porém, atrasos na agdo viral quando havia diminui¢ao da temperatura. Ficou claro que a
curva da replicacio tem relagio direta com a variagdo do indice mitético celular em
decorréncia das variacdes das temperaturas.

- MENGELING (1972) infectou culturas de células ESK com PVS diluido

a 10-1 e 102 com 2 horas de adsorcio a 37°C, usando titulagdo por hemoaglutinagdo a
220C e a 4°C, nﬁb encontrando diferengas entre titulos nas duas temperatura. Pela
imunofluorescencia detectou presenca de particulas, 7 1/2 horas apds infecgdo. Apés 24
horas, 40 a 60% das células estavam com presenga do PVS intranuclear e
intracitoplasmética.  Posteriormente, houve predominincia de produgdo viral
citoplasmdtica havendo também inibicio de mitose celular.

BACKMANN & DANNER (1976) estudando os fendmenos de produgio
viral a diferentes temperaturas ( 28, 33 e 37°C ) e relacionando com a mitose celular e
sintese de DNA, encontraram que apesar do grau de sintese de DNA e o indice mitdtico
serem diferentes, a infectividade e produgdo de hemoaglutinacio foram similares.

Usaram neste trabalho linhagem celular SK6 por considerd-la a mais sensivel.




Para demonstrar a prevaléncia do PVS em rebanhos sufnos do estado de
Minas Gerais, GOUVEIA (1982) utilizou a linhagem celular PK15 para isolamentos. do
virus, empregando para comprovagio e titulagio das amostras isoladas o método da
hemoaglutinagio.

Sensibilidades celulares ao PVS foram pesquisadas por PEEV (1982)
relatando que além do efeito citopdtico - (ECP), o teste da hemoaglutinago ¢ um bom
método para mensurar o PVS em cultivos celulares.

EDWARDS & THORNTON ({1984), titularam o PVS em microplac;as
pelo método da hemoaglutinagio. Empregaram cinco dilui¢des do virus. Utilizando
hemdcias de cobaias e apés 1 a 2 horas a 4°C realizavam as leituras.

Para a produgdo de antigenos vacinais, WRATHAL et al (1984) também
testaram a infectividade da suspensdo virulenta obtida pelo método da hemoaglutinagao.

HARDING & MOLITOR (1988) replicaram o PVS em macréfagos
alveolares e linfécitos sanguineos periféricos, observando que a quantidade de DNA viral
e progénie do virus sdo dependentes da multiplicidade da infecgdo e do tempo apods
infeccdo.

KAWAMURA et al (1988), demonstram que o ECP € inadequado para
titulacdes porque nas diluigdes terminais a leitura € inconclusiva. O ponto final foi
determinado por hemoaglutinagdo ou imunofluorescéncia. Citam ainda que a formagao
de placas durante a replicagio pode ser usada para cdlculos nas diluicbes onde sdo
formadas, considerando estas formagoes de placas como satisfatdrias para titulagdes.

LOBATO (199()"), observando o comportamento do PVS em células de
cultivo primério de rim sufno, purificou o virus por diluicdo em ponto final, usando

diluicdes decimais de 10-! a 10-7 , encontrando ser o ECP inadequado para titulagoes e a

hemoaglutinagdo um bom parametro.




3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Células

Para avaliacio da sensibilidade celular ao PVS, foram utilizadas as
linhagens celulares continuas ST (Swine Testis) cedida pelo C.N.P.S.A - EMBRAPA,
SK6 cedida pelo LARA-MG e PK15 cedida pelo CPFA (Centro Panamericano de Febre
Aftosa).

3.1.1 - Padronizagées Celulares

Os cultivos celulares para as trés linhagens, passaram por padronizagdes
de processos, para melhor observagio e uniformizagao dos resultados da agdo dos virus.
Para taﬁto; foram comparados os efeitos das variagdes nas concentragbes celulares
iniciais dos cultivos, com 2,9, 3,0, 3,5, e 4,0 x 105 células/ml observando-se o

comportamento do crescimento celular.

Os frascos usados nas culturas foram das marcas CORNING e
DESCARPLAST com 25 cm?2 .

Para o crescimento das linhagens PK15 e SK6 o meio de cultura usado
foi 0 EAGLE-MEM acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB) e o meio
DULBECCO’S-MEM (SIGMA) com 10% de SFB para a linhagem ST. Em todos os




meios de cultura, foram adicionados penicilina (200 Ul/ml), e estreptomicina sulfato

(0,2mg/ml).

As incubagdes das culturas foram realizadas a 37°C em estufa com

camara umida e atmosfera com 5% de CO?2.

Variacdes no enriquecimento dos meios de cultura ocorreram segundo as
exigéncias de cada tipo celular. A tripsinizagdo foi realizada com STV (Solugdo tripsina
verseno) a 0,25%, e o tempo necessdrio para formagio das monocamadas foi de 48 a 72
horas em média, para as concentragdes celulares iniciais de 6,0 € 7,0 x 104 célutas/cm?,

De cada frasco de cultura obtido, preparavam-se trés frascos nos subcultivos.

3.1.2 - Controle das culturas celulares

Para as trés linhagens foram realizados os seguintes testes:

3.1.2.1 - Comprovacio da espécie de origem das linhagens celulares.

Foi realizada nos laboratérios da F undaqﬁo Ezequiel Dias (FUNED) pelo
processo de pesquisa enzimdtica, utilizando-se a determinagdo da velocidade de migragao
de trés sistemas de isoenzimas (glucose-6-fosfato dehidrogenase-6 GPD, desidrogenase
litica-LD e nucleosideo fosforilase NP), segundo o método descrito em Quality Control

Methods for Cell Lines, (1983).

3.1.2.2 - Cariotipagem:

Usada para verificagdo do padrao cromossdmico das linhagens celulares.

Esta etapa foi desenvolvida no laboratério de genética do Departamento
de Zootecnia da EV-UFMG. As culturas provenientes do laboratério de cultivo celular
foi adicionada colchicina 0,0016% (Sigma Chemical Company), sendo posteriormente

tripsinizadas com STV 0,25%. Apos, seguiu-se a hipotonizacdo (KCl - 0,075M) e a
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fixacao do material em dcido acético e metanol 3:1. A etapa seguinte constituin no
preparo das laminas para microscopia Optica e fotomicrografias. As melhores

fotomicrografias foram utilizadas para montagem dos caridtipos.

3.1.2.3 - Pesquisa de contaminantes

A eventual presenca de contaminantes viricos para parvovirus foi
pesquisada pela realizagio da prova de hemoaglutinacdo nas trés linhagens celulares,
durante as vdrias fases de sua utilizagdo.

A esterilidade para bactérias e fungos foi comprovada pelos métodos
convencionais em meios de cultura para aerébios, anaerdbios e para fungos e incubacio a
37°C e temperatura ambiente.

Pesquisa de micoplasma foi também realizada por verificacdo indireta
em cultura de células, pelo método descrito em Quality Control Methods for Cell Lines
(1985). Constitui-se na inoculagdo de 0,5 ml de suspensdo da c€lula a ser testada, em
células VERO cultivadas em ldminas e incubadas a 370C por cinco dias.. Apds este

periodo sdo fixadas em 4cido acético e metanol e posteriormente coradas para leitura.

3.2 - Virus
3.2.1 Amostras usadas:

a) NADL-2 considerada padrio, adaptada em cultivo celular (cedida pela
Universidade da Califérnia - Davis - USA)
b) PVS-1 amostra de campo, isolada na Escola de Veterindria da UFMQG, a

partir de fetos mumificados, abortos e natimortos (GOUVEIA, 1982).

A amostra usada foi multiplicada inicialmente por trés passagens em
cultivo primério de rim suino e, purificada por diluigio em ponto final (LOBATO,

1990).




11

3.2.2 - Produgio das sementes

Monocamadas de células ST com cerca de 70% de confluéncia foram
lavadas duas vezes com PBS, pH 7,2 e infectadas com 0,5ml de suspensdo virulenta,
sem diluir e diluida a 10-1. Apés inoculacdo foram incubadas a 37°C por um perfodo de
60 minutos para permitir a adsor¢io virica aos receptores celulares. A seguir, lavou-se
novamente com PBS pH 7,2 para retirar 0 excesso de virus e apés, foi adicionado 5 ml
do meio de manutencdo com 2% de SFB. Em seguida foi incubada a 37°C em cdmara
imida e 5% de CO2 e observou-se o ECP a cada 12 horas por microscopia. Quando o
ECP atingia 90% aproximadamente, os frascos foram congelados e descongelados duas
vezes a -70°C, e a cultura colhida para determinagao do titulo hemoaglutinante. A
suspensdo foi dividida em aliquotas e estocada a -70°C para posterior utilizagéo, segundo

(EDWARDS, 1984; PIRTLE, 1974).

3.2.3 - Titulos hemoaglutinantes

A prova de hemoaglutinago usada para titulagio das sementes e dos
antigenos obtidos nos pré-experimentos e experimento final, foi feita em microplacas

fundo em "V", seguindo o método descrito por GOUVEIA, (1982).

3.3 - PRE-EXPERIMENTO 1 - Verificagio comparativa da sensibilidade das linha-

gens celulares ao PVS

As amostras sementes, PVS-1 (rim suino) e NADL-2, ambas com tftulos
hemoaglutinantes 1:256, foram utilizadas em quatro passagens sucessivas para cada tipo
celular, em quatro repeticoes de cada passagem. A metodologia empregada para as

infeccdes foi a mesma descrita anteriormente para a produgao de sementes,
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3.4 - Pré-experimento 2 - Titulagfio das amlostras PVS-1 e NADL-2 em células ST

Neste experimento as duas amostras do parvovirus foram passadas uma
vez em ST e sofreram diluicdes decimais de 10-1 a 10-10. Como diluente foi usado o
meio Dulbécco, pH 7,2 sem SFB. As suspensdes diluidas foram divididas em aliquotas e
estocadas a -70°C. |

Cultivos celulares com cerca de 70 a 75% de confluéncia, apos lavados
duas vezes em PBS, pH 7,2 foram infectados com 0,5 ml de cada diluigio das dltas
amostras virais, utilizando-se cinco frascos por diluigao. |

Durante um periodo de 120 horas, foram realizadas microscopia em
intervalos de 12 horas, para estimativa dos percentuais de ECP. No momento das

leituras, amostras eram colhidas para determinagdo dos titulos hemoaglutinantes.

3.5 - EXPERIMENTO FINAL: Determinagiio das curvas e titulagdo das amostras
PVS-1 e NADL-2 em células PK15 e ST

Com base nos resultados dos pré-experimentos 1 e 2, as amostras
semente PVS-1 e NADL-2 com titulos hemoaglutinantés conhecidos (1:1024), foram
usadas como indculos para a célula considerada mais sensivel e também para a menos
sensivel.

Cinco diluicdes e quatro repetigdes de cada diluicdo, caracterizando um
delineamento inteiramente casualizado, constituiram os critérios para as avaliagles.
EAGLE-MEM, pH 7,2, sem SFB foi o meio utilizado para as dilui¢des das amostras
semente, que apos divididas em- aliquotas foram estocadas a -70°C até o uso (PIRTLE,
1974).

As inoculagdes dos virus eram praticadas quando as monocamadas
atingiam cerca de 70 a 75% de confluéncia celular e apds, lavadas duas vezes com PBS
pH 7,2, usando-se um indculo de 0,5ml de cada diluicdo em quatro frascos e incubados a

370C por 60 minutos para adsorcao das particulas virais.
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Apds adsor¢io e lavadas mais duas vezes, receberam o meio de
manutencdo, sendo levadas novamente para incubagdo em cdmara dmida com atmosfera
de 5% de CO2, por um perfodo médximo de 120 horas,

Durante o periodo de incubagdo, a replicagdo viral foi acompanhada por
microscopia com intervalos de 12 horas para observagdes do ECP caracteristico do PVS
(CARTWRIGHT et al, 1969). Ao atingir 90% aproximadamente de efeito citopdtico, 0s
frascos eram congelados e descongelados duas vezes. Apds descongelamento o extrato
obtido era centrifugado a 300 x g por cinco minutos para separagao dos restos celulares e
a suspensdo resultante submetida a prova de hemoaglutinagao.

Os resultados dos titulos hemoaglutinantes e os percentuais de ECP, a

cada 12 horas, foram utilizados para a elaboragdo da curva de produgdo dos virus.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Padronizagdes celulares

O inicio de cultivo da linhagem ST foi mais laborioso devido as
condigcbes da amostra recebida e adequagdes dos meios em utilizagdo para as culturas.
Ap6s adaptacdo, as culturas mostraram uniformidade morfoldgica e de comportamento
na multiplicacio celular, atingindo confluéncia total apés 48 a 72 horas conforme a
concentragio inicial. O pH do meio mostrou sempre tendéncia a alcalinidade o que ficou
demonstrado ser caracteristica da célula ST jd que o mesmo meio de cultura frente as
outras células ac;idiﬁcava rdpidamente exigindo corregoes.

Sob ‘'a tripsinizagdo a linhagem ST mostrou facilidades de trabalho
evidenciando células bem individualizadas apés curto perfodo de exposigdo em estufa a
370C.

Apés padronizadas, foram congeladas em diferentes passagens para
posterior utilizagio. Nos congelamentos observou-se que a viabilidade celular foi melhor
com meio acrescido de 20% SFB e 10% de DMSO e nao com 7% de DMSO ¢ 15% de
SFB conforme preconizado para estaﬁliﬁhagem.

A célula SK6 nio exigiu na fase de padronizagdes maiores cuidados e
estudos, mostrando sempre uniformidade no comportamento apds definidos os

componentes do meio de cultivo, sendo entre as trés linhagens a de maior rendimento,
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Além disso, era a que mais facilmente atingia o crescimento ideal apds descongelamento,
mostrando ser a de mais facil tripsinizagdo. A célula PK15 foi a que apresentou maiores
dificuldades na fase de padronizagdo. Foi também a mais dificil de ser tripsinizada,
exigindo trocas ou maior quantidade de tripsina e ainda maior tempo de exposi¢ao a agdo
da mesma. Houve ainda em relacio & célula PK15 uma tendéncia a formagdo de ilhas ou
grupamentos celulares durante os cultivos, impedindo uma monocamada perfeita. Exigia

normalmente mais de 72 horas para o fechamento.

4.2 - Controles das culturas celulares
4.2.1 - Comprovagiio de origem
Os resultados obtidos, confirmaram ser as amostras das trés linhagens

em uso pertencentes a espécie suina.

4.2.2 - Cariotipagem

Observou-se pelas reprodugdes das metdfases obtidas, que as trés
linhagens celulares mantiveram-se dentro de seu_padréio cromossOmico durante o
experimento, confirmando assim, a nao ocorréncia de contaminagdes por outras

linhagens celulares.

4.2.3 - Pesquisas de contaminantes
As amostras mdes das trés linhagens, mostraram-se isentas de virus
hemoaglutinantes, micoplasmas, bactérias e fungos. Estes testes foram repetidos durante

o andamento dos trabalhos, sem demonstrar presen¢a de quaisquer contaminantes.

4.3 - Pré-Experimento 1-Verifica¢io comparativa da sensibilidade entre linhagens
celulares, ao PVS,
Os resultados mostraram que a linhagem celular PK15 foi a menos

sensivel, a SK6 mostrou sensibilidade intermedidria e a ST foi a mais sensivel. Em
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células PK15, a amostra PVS-1 niio mostrou ECP nem producao de hemoaglutininas nas
quatro passagens realizadas (TAB-I ¢ 1I).

Dilui¢des duplas do virus foram feitas na tentativa de verificar e eliminar
possiveis bloqueios celulares por particulas vazias e, novas infecgdes foram feitas. Porém
os resultados foram negativos (TABELA V). Estes resultados sugerem que a auséncia de
replicagao viral. nestas células ndo estd relacionada 2 presenca de particulas vazias € sim
devido provavelmente a pouca sensibilidade celular.

A interferéncia na infecciosidade das particulas virais foi observada por
RHODE 111 (1978) quando estudava a estrutura das particulas do parvovirus H.l. Esta
interferéncia foi comprovada por blogueio celular com particulas vazias realizado por
CHOI ét .al (1987) em pesquisa de agdo replicativa do PVS "in vitro" quando
adicionavam concentragdes conhecidas destas partfculas antes da infecgao com amostras
infecciosas. |

Em estudos dos parvovirus autdnomos COTMORE & TATTERSAL
(1987) relatam a acdo competitiva das particulas vazias e completas pelos receptores
celulares. |

A amostra NADL-2 em células PK 15 ndo apresentou ECP até a 4*
passagem, mostrando porém hemoaglutinagao a partir da 3? passagem (TAB. II). Estes
indices hemoaglutinantes foram baixos mesmo sendo a amostra jd adaptada a c€lulas.

Os resultados da TABELA III mostram a maior sensibilidade da célula
SK6 em relagiio a PK15, indicada pelas presencas de ECP e titulos hemoaglutinantes nas
quatro pas:;agens. Para BACKMANN & DANNER (1976) a linhagem celular SK6 foi
considerada a mais sensivel.

Em células ST, os resuitados foram marcadamente melhores, mostrando
desde a primeira passagem, intenso efeito citopdtico e titulos hemoaglutinantes com

valores de até 1:4096, para as duas amostras, PVS-1 ¢ NADL-2 (TABELA IV). Esta
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observacio- quanto 2 célula ST estd concordante com os resultados de PAUL &
MENGELING (1980) que indicam maior sensibilidade para esta linhagem.

Os resultados observados neste pré-experimento estiio de acordo com 0s
trabalhos de CARTWRIGHT et al (1969), PIRTLE (1974) ¢ PEEV (1986), quanto 2
sensibilidade de células renais e testiculares de origem suina.

Por outro lado algumas linhagens de origem suina mostraram resultados
diferentes, como a célula PK15, que foi considerada como sendo ndo sensivel nos
trabalhos realizados por STEPANEK (1979) e PEEV (1986). Estes resultados sao
semethantes aos encontrados em nossas observagdes onde a célula PK15 foi muito pouco
sensivel frente as duas amostras de PVS utilizadas.

Cultivos primdrios de células embriondrias ou fetais de suinos
principalmente as de rins e testiculos foram utilizadas para replicagio do PVS,
CARTWRIGHT (1967), PAUL & MENGELING (1980), PEEV (1986), KAWAMURA
(1988), LOBATO (1990) que obtiveram resultados satisfatérios. No entanto, para
BERNS (1990) que estudou aspectos da replicagdo do PVS "in vitro" relata que as
células transformadas sdo mais susceptiveis devido em -parte 4 regulagdo diferencial da
expressio dos promotores responsdveis pelas transcri¢bes gendmica das proteinas nao
estruturais encontrados nestas células.

Em nossos estudos foi também objeto de andlise o efeito da concentracdo
celular na produgdo viral, conforme realizado também por WOSU (1987) que encontrou

valores diferentes devido provavelmente 2 utilizagio de outro tipo celular.

4.4 - Pré-Experimento-2- Titulaciio e curva de crescimento das amostras PVS-1 e
NADL-2 em células ST.

O comportamento da producdo viral para as amostras PVS-1 e NADL-2,

ficou demonstrado pelas variagdes ocorridas nas manifestacdes dos ECP e dos titulos

hemoaglutinantes, entre os indculos sem dilui¢do e nos dilufdos até 10-4 , observados nos
]
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valores maximos nos GRAFICOS 1 e 3 e 2 e 4, ou nas médias destes resultados (TAB.
VI-VIII e VII-IX). Foi observado que o inicio da agdo replicativa do virus ¢ determinada
pela presenca de células em suspensdo a partir de 12 horas apos infeccao (p.i.), antes de
se caracterizar o ECP. H4 uma dependéncia entre tempo de infeccdo e quantidade de
inéculo para haver esta manifestacdo.

Os ECP caracteristicos, observados as 24 horas p.i., estdo de acordo com as descrigoes
de CARTWRIGHT et al (1959). A intensidade do efeito era maior a medida que
aumentava o tempo de incubagdo.

Observou-se diminuigdo do crescimento celular pela agdo dos virus,
proporcional ao tempo de cultura e & quantidade de virus, conforme observado também
por HARDING & MOLITOR (1988), que descrevem ser a producao de DNA viral
dependente do grau de infecgdo e do tempo de incubagdo, mesmo utilizando sistema
celular difefenciado (macréfagos alveolares e linfécitos) que exigem estimulantes
mitogénicos.

Nos indculos sem diluicdo, os titulos hemoaglutinantes foram altos desde
24 horas p.i e atingiram 1:4096 as 48 horas. Para o indculo diluido a 1071, variagdes do
ECP podem ser vistos para as duas amostras até 72 e 84 horas, quando houve lise
praticamente total com titulos HA altos verificados por seus valores maximos
(GRAFICOS 1-3 e 2-4) ou nas médias destes resultados (TAB. VI-VIII e VII-IX).

Titulos hemoaglutinantes podem ser observados mesmo quando ndo hd
ECP presente, 0 que ocorreu apds 24 horas de incubagao na diluicdo 10-2 do PVS-1i
(GRAFICOS 1 e 2 e TABELAS VI e VII) mostrando ser realmente a hemoaglutinagio a
prova de escolha para a identificagao do PVS. A pesquisa de hemoaglutininas e o seu uso
para titulacao do PVS é fato observado também por vdrios autores (BACKMANN, 1972;
GOUVEIA 1982: EDWARD & THORNTON 1984; WRATHAL 1984; PEEV 1986;
LOBATO 1990), sendo considerado 0 método de escotha. Estes titulos foram crescentes

até atingirem 1:2048 quando o ECP era caracteristico.
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A observacdo de titulos altos ocorreu, mesmo quando a lise celular nao
foi total conforme visto em 10-3 e 104 4s 120 horas p.i. (GRAF. 1 e2) e (TAB. Vl e
VIl).

Para as diluicdes 105 , 106 e 10-7 | nio houve manifestagdo de ECP
ném présenqa de hemoaglutina‘qéo, observando-se apenas descamagoes celulares devidas,
provavelmente, ao envelhecimento da cultura de foﬁna semelhante ao ocorrido nas
células controle no mesmo periodo.

Durante o estudo da amostra NADL-2 houve falta de energia elétrica
com conseqilente resfriamento das cuituras inoculadas., Os frascos foram mantidos na
estufa para observagdes nos mesmos critérios afim de se observar os fatos ocorridos.
Conforme esperado, houve paralisagdo da agio viral apesar de estarem as células em
boas condi¢des conforme acompanhamento microscépico também das células controle.
12 horas apds reaquecimento ocorreu um brusco aparecimento de manifestacio viral,
com titulos altos nas diluicdes 10~} e 10-2 que jd haviam antes mostrado inicio de lise
celular. A amostra niio diluida ja apresentava ECP total quando houve a paralisagdo.

‘ Para as diluicdes de 103 a '10-7 nada foi observado, jd que ndo havia
ainda iniciado a manifestagdo do PVS , quando da falta de energia. As manifestacdes de
reativagio em 10°! e 102 foram registradas até 120 horas pelos indices maximos

(GRAF. 3) ou pelas médias destes (TAB. VIII).

4.5 - Experimento final: Curva de replicagiio das amostras PVS-1 e NADL-2 em
células ST e PK1S5.

4.5.1 - Curvas de produciio das amostras NADL-2 e PVS-1 em células ST.

As culturas celulares usadas nesta fase para inoculagbes estavam com
160 passagens.

Nas amostras sem dilvicio, ndo foram observados ECP e os titulos

hemoaglutinantes foram muito baixos nas primeiras 12 hs. A partir de 24 hs p.i
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mostraram presenga de células em suspensdo e inicio de modificacdes morfoldgicas, com
irregularidades nos contornos, granulagdes, vacuolizagao citoplasmdtica e aumento no
tamanho celular, sem limites intercetulares definidos conforme obs.ervado nas células
controle. Possivelmente estas modificagdes ocorridas podem ser usadas como um
indicativo da agdo viral. Nio foram encontradas na literatura consuitada, informagoes
sobre estas. modificacdes morfoldgicas, ocorridas em nosso trabalho.

O nicleo se mostrou mais distendido € houve tendéncia de queda na
velocidade de multiplicagio das células, o que ¢ notado pela diferenca de pH entre
células controle mais acidificadas e celulas infectadas (com tendéncia a alcalinidade ou
menor acidificagio dependendo da diluigao do virus). BACKMANN & DANNER
(1976), descrevem a presenca de corpisculo de inclusdo com 10 horas p.i e células
redondas apds 24 horas de incubagao.

Apesar de estarem as células aparentemente normais apés 12 horas de
infecgdo, os resultados dos titulos hemoaglutinantes mesmo baixos indicam presenca de
acdo viral. Notamos aqui mais uma vez a sensibilidade do teste da hemoaglutinagdao para
o PVS.

Estes titulos hemoaglutinantes subiram significativamente a partir de 24
horas de forma coefente com as modificacdes morfoldgicas, atingindo 1:256 para as duas
amostras e sem ter ainda uma manifesta¢do clara do ECP, identificados nos GRAFICOS
6 e 8 ou pelas médias dos resultados (TAB. XI e XII).

As 36 horas p.i foi possivel quantificar o ECP, 30% aproximadamente
para as duas amostras € com titulos hemoaglutinantes de 1:512. Os grificos 5-7 e 6-8
mostram ECP e titulos maximos e as médias, apresentadas nas TABELAS X-XII e
XI1-X1H.

Mudancas ocorreram até 72 horas p.i quando a lise celular foi total e os
titulos hemoaglutinantes atingiram 1:4096 para NADL-2 e 1:2048 para 0 PVS-1 (GRAF.
6 e 8 e TAB. Xl e XllI).
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Para o indculo diluido a 107! as reacdes das duas amostras foram notadas
apés 36 horas com ECP e as 24 horas com presenca detectdvel de hemoaglutininas,
sendo crescentes até 84 horas para NADL-2 e 108 horas para o PVS-1, com valores de
1:2048 e 1:1024, respectivamente (GRAF. 5-7 ¢ 6-8 e TAB. X-XII e XII-XIII).

Tempo maior para o inicio de ECP na amostra PVS-1 foi observado nas
diluicdes 10-2 e, as 96 horas em 10-3. Estes valores foram crescentes até as 120 horas
com 100% de lise para 0 NADL-2, com titulo hemoaglutinante de 1:2048 em 10-2 . Em
10-3 o titulo foi menor e o ECP nao foi total.

As diferencas notadas entre PVS-1 e NADL-2 estio provavelmente
relacionadas & adaptagio celular maior da amostra NADL-2. No entanto, devido ser alto
o titulo da semente usada, os valores finais obtidos para as duas amostras sao
semelhantes.

| Nas diluicdes 10-4 ¢ 10-5 somente a amostra NADL-2 mostrou ECP apos
108 horas sendo os titulos hemoaglutinantes relativamente baixos para as duas amostras
(GRAF. 6-8 ¢ 5-7 e TAB. X-XII e XI-XIII).

Foi observado que os titulos hemoaglut'inan‘tes podem aumentar mesmo
ap6s ser o ECP aparentemente total (90 a 100%), verificagdo feita quando amostras
deixadas por 24 horas a mais em incubagdo mostraram titulos maiores. Este fato deverd
ser melhor-estudado posteriormente, mas deve estar relacionado provavelmente ao maior

nimero de particulas virais liberadas das células neste perfodo.

4.5.2 - Curva de replicaciio do PVS em células PK13,

Efeitos pouco significativos e ndo caracteristicos de ECP com presenca
de células em suspensio, foram observados para as duas amostras sé apés 108 hs p.i nos
in6eulos ndo dilufdos. Os titulos hemoaglutinantes mdximos para estas amostras foram de
1:64 (GRAF. 9 e 10). Os titulos para as diluigdes 10-! |, 10-2 e 103 foram baixos até 120

horas. As médias dos resultados encontram-se nas TABELAS XIV e XV.
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A presenga de hemoaglutinagio sem apresentar ECP foi também
observada em células PK15, mostrando ser a hemoaglutinagio um teste confidvel para a

identificagdo do PVS, mesmo quando hd possivelmente pequena produgdo viral.

4.6 - Outras Observagdes

Os resultados obtidos em células ST no pré-experimento 2, sugerem nao
ter havido interferéncia de particulas vazias porque em passagens sucessivas ndo houve
queda da infecciosidade (TAB. 1V). MOLITOR (i983) sugere que o PVS ndo ¢
defectivo. KRELL et al (1988), trabalhando com andlise de restricio enzimdtica
(endonucle;lse), descrevem ser o genoma do PVS muito estivel ndo mudando apds
passagens seriadas "in vitro" e "in vivo", sendo necessério verificar se ocorre a produgio
destas particulas e, se € sempre durante a replicagdo virica. Ndo ficou claro para eles que
sempre ocofra a presenca destas particulas vazias e ou defectivas. A presenga e
concentracio das possiveis particulas vazias, deverd ser pesquisada em amostras de

nossos estudos segundo o método descrito por CHOI et al (1987)
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5 . CONCLUSOES

5.1 - A linhagem celular ST é a mais sensivel, sendo a de escolha para isolamentos e
pfodﬁqﬁo de massa antigénica, seja destinada i produgdo de vacinas ou a testes de

diagndstico.

5.2 - A linhagem celular SK6 mostrou sensibilidade intermedidria podendo também ser

usada para produgio de antigenos ¢ tentativas de isolamento do PVS.

5.3 - A linhagem celular PK15 é pouco adequada para a replicagdo do PVS ndo sendo,
ao que parece, recomendada principalmente para isolamentos iniciais. Ficou claro
este fato porque mesmo usando amostras com titulos altos os resultados obtidos

foram baixos.

5.4 - Quando o tfulo infeccioso do indculo ¢é alto e a célula sensivel, diluigdes de até 102
podem ser usadas para producio de antigenos, evitando-se provavelmente a
presenca de particulas vazias, além de proporcionar maior rendimento das sementes

disponiveis e estocadas, por consumo em menor quantidade.
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5.5 - Desde que a sensibilidade da célula em uso seja alta, a possibilidade de se
conseguir a manifestagio do virus passa a ser grande mesmo em isolamentos
iniciais, com obtencdo de ECP extenso e titulos hemoaglutinantes presentes. E
necessdrio no entanto, que a amostra em estudo contenha quantidades minimas
necessdrias para manifestaqao replicativa do virus. Este fato pode ser observado
quando usando a mesma amostra em células PK15 e ST os resultados foram

diferentes.

5.6 - A producio viral pode variar conforme o percentual de confluéncia celular <50%
ou >75% no momento da inoculacio da amostra e, da capacidade infecciosa ou

titulo da amostra.

5.7 - Para titulacdes, o ECP parece ndo ser boa escolha porque nio permite além da
diluicdo 10-5 obter leituras precisas, impossibilitando assim, a defini¢ao do ponto

final e portanto o cdlculo do titulo infeccioso

5.8 - As diferencas morfoldgicas observadas principalmente em células ST quando

infectadas, sdo indicativos claros de agao do PVS,
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TABELA 1

Titulos hemoaglutinantes e presenga de ECP obtidos em células PK15, ST ¢ SK6 nas
passagens 1?2, 2, 3% e 4% para a amostra viral PVS-1

PASSAGENS ECP TITULO H.A.
PK1S ST SKé6 PK15 ST SK6
14 - + + 0 1:1024 1:128
28 | - + + 0 1:1024 1:128
3a - + + 0 1:2048 1:128
42 - + + 0 1:1024 1:256




TABELA 1I
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Titulos hemoaglutinantes e presenga de ECP das amostras PVS-1 ¢ NADL-2 em células
PK15 em quatro passagens com quatro repetigdes.

ECP TiTULOS H.A
PASSAGENS REPETICOEY PVS-! NADL-2 PVS-1 NADL-2

12 1° - - 0 0
28 . - 0 0
30 - - 0 0
43 - - 0 0
22 12 - - 0 0
| 22 . - 0 0
3a - - 0 0
42 - - 0 0

3a 12 - - 0 1:16

28 - - 0 1:32

3a - - 0 1:16

42 - - 0 1:32

43 12 - - 0 1:32

28 - - 0 1:64

3u - - 0 1:32

42 - - 0 1:32




TABELA 111
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Titulos hemoaglutinantes e presenca de ECP das amostras PVS-1 e NADL-2 em células

SK6, com quatro passagens € quatro repetigoes.

ECP TITULOS H.A

PASSAGENS REPETICOES] PVS-1 NADL-2 PVS-1 NADL-2
12 1@ + + 1:128 1:256
29 + + 1:256 1:256
32 + + 1:128 1:256
42 + + 1:256 1:256
22 12 + + 1:256 1:128
24 + + 1:128 1:256
32 + + 1:128 1:512
42 + + 1:256 1:256
3a 12 + + 1:256 1:512
2 + + 1:256 1:256
34 + + 1:128 1:256
43 + + 1:128 1:256
43 12 + + 1:256 1:512
24 + + 1:256 1:256
3¢ + + 1:256 1:256
42 + + 1:256 1:512




TABELA 1V
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Titulos hemoaglutinantes e presengas ECP obtidos em células ST para as amostras PVS-1

e NADL-2 em quatro passagens com quatro repetigoes.

ECP TITULOS H.A

PASSAGENS REPETICOEY PVS-1 NADL-2 PVS-1 NADL-2
12 13 + + 1:1024 1:2048
22 + + 1:1024 1:1024
32 + + 1:512 1:1024
42 + + 1:1024 1:1024
23 12 + + 1:2048 1:2048
23 + + 1:2048 1:2048
32 + + 1:4096 1:2048
42 + + 1:4096 1:4096
34 12 + + 1:512 1:1024
28 + + 1:1024 1:2048
32 + + 1:1024 1:1024
42 + + 1:1024 1:1024
42 12 + + 1:512 1:4096
22 + + 1:1024 1:4096
32 + + 1:2048 1:1024
43 + + 1:2048 1:4096
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TABELA V

Titulos hemoaglutinantes e presencas de ECP em células PK15 apds quatro diluigGes
duplas do PVS-1 em trés passagens sucessivas.

PASSAGENS DILUICOES DO ECP TITULOS
ViRUS H.A.

12 1:2 e
1:4 -—--

1:8 -

1116 -

23 : 1:2 ----
1:4 -

1:8 e

1:16 -

32 1:2 ----
1:4 -

1:8 -

o O 0 0O O © o o o o ©
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TABELA VI

Médias dos percentuais dos efeitos citopdticos (ECP) da amostra PVS-1 em células ST

(Pré-experimento-2)

DILUICOES DO

TEMPO DAS CULTURAS (HORAS)

VIRUS
2 36 48 60 T2 84 96 108 12
0
100 54 80 95
10-130 50 72 90
102 48 64 88
10-3 § 12 I8 30 32 3R
104 812 12
TABELA VII

Médias de titulos hemoaglutinantes da amostra PVS-1 em células ST (Pré experimento -

2).
DILUICOES TEMPO DAS CULTURAS (HORAS)
DO ViRUS
48 60 72 B84 96 108 120
100 0 2867
10! 0 1109 2304
102 0 435 922 896 1433
10-3 0 128 256 845 512 896
10-4 0 0 58 128 128 128 922 1024
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TABELA VIII

Médias dos percentuais dos efeitos citopéticos (ECP) da amostra NADL-2 em células ST
(Pré-experimento-2)

D[LUICOES DO TEMPO DAS CULTURAS (HORAS)
VIRUS
12 24 36 48 60 72 84 96 108 12
0
100 0 46 80 93 '~
10-1 14 40 50 50 86
10-2 14 14 38 72 86
10-3 ' | 8 34 48
10-4 5 16 18
TABELA IX

Médias de titulos hemoagiutinantes (HA) da amostra NADL-2 em células ST - (Pré-
experimento-2)

DILU{COES TEMPQ DAS CULTURAS (HORAS)
DO VIRUS

12 24 36 48 60 T2 84 96 108 120
100 0 1024 2867
10-1 0 128 256 1433
102 0 128 128 1288
10-3 0o 0 3 819 1024
104 0 0 0 0 0 0 0 38 128 539
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TABELA X

Médias dos percentuais dos efeitos citopdticos da amostra PVS-1 em células ST
(Experimento final}.

DILUICOES TEMPO DAS CULTURAS (HORAS)
DO VIRUS

12 24 36 48 60 72 8 96 108 120
100 43 70 8 90
10-1 § 33 45 63 8 80 88
102 15 23 38 50 65
103 5 10

TABELA XI

Médias de titulos hemoaglutinantes da amostra PVS-1 em células ST (Experimento final)

DILUICOES TEMPOQO DAS CULTURAS (HORAS)
DO VIRUS

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
100 2,5 208 832 832 1024 2043
10-1 0 128 128 224 320 512 512 768 1024
10-2 0 53 96 128 128 128 341 536 576
10-3 0 0 45 12 24 32 64 96 144
104 0 0 0 0 0 5 8 16 20
105 0 0 0 0 0 0 11 6 8 24




TABELA X1V

34

Médias de titulos hemoaglutinantes da amostra PVS-1 em células PK - 15 (Experimento

final)
DILU[CC)ES TEMPO DAS CULTURAS (HORAS)
DO VIRUS _

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
100 18 32 28 28 28 40 40 56 64 56
10-1 0 0 6 10 16 16 28 24 32 28
10-2 0 0 4 4 4 6 8 7 9 12

TABELA XV

Médias de titulos hemoaglutinantes da amostra NADL-2 em células PK-15 (Experimento

final)
DILU[CGES TEMPO DAS CULTURAS (HORAS)
DO VIRUS

12 24 36 48 60 T2 84 96 108 120
100 0 16 16 26 28 32 32 40 48
10-1 0 0 0 8 12 18 24 32 32
10-2 0 O 0 0 0 6 18 24 24
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