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Resumo.

O picobirnavirus (PBV) foi descrito por H.G. Pereira em amostras fecais
de humanos no Brasil. Posteriormente, outros pesquisadores também detectaram
0 acido nucléico dos PBV por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), que
foi caracterizado como RNAds (fita dupla) e bissegmentado. Através de
microscopia eletrdnica foram detectadas particulas virais com aproximadamente
35 nm, que cossedimentavam em gradientes de cloreto de césio com o RNAds
dos PBV, em uma densidade de 1,38-1,40g/ml. Com relagio a sua
patogenicidade, alguns autores tém tentado associa-los a quadros de
gastroenterites. Enfre outras caracteristicas, conhece-se pouco sobre a
constituicdo protéica do virus e seu mecanismo de replicacdo. Essa falta de
informagdes se deve em parte a dificuldade em purificar esses virus de material
fecal, onde os mesmos se apresentam em baixas concentragdes. Nosso trabatho
objetivou adaptar esse virus para cultivo em sistemas de culturas celulares. Para
tal, foram utilizadas culturas primarias de rim de rato e de camundongo, assim
como as linhagens estabelecidas de rim de simios LLC-MK,; ¢ MA104, ¢ as
linhagens intestinais humanas HT-29 e CaCo,. Na tentativa de promover a
ativagdo viral, as amostras fecais positivas para PBV foram tratadas com as
proteases fripsina ¢ pancreatina para a infecgdo em células. Para otimizar a
adsorcdo viral as células foram realizados trés métodos de adsorgdo diferentes,
sob agitag8o periddica, sob centrifugacio € em sistemas “roller” de cultura. Das
51 amostras fecals de origem murina e/ou suina utilizadas, apenas os
sobrenadantes de primeira passagem de quatro delas (3 murinas e 1 suina) foram
positivas para o acido nucléico de PBV por EGPA, sendo que a mesma amostra
foi positiva por EGPA em mais de um expenmento. Oito resultados positivos
ocorreram quando as amostras foram adicionadas de proteases € um sem
proteases. Contudo, em nenhum sobrenadante de passagem posterior a primeira
obteve-se resultado positivo para o RNAds do PBV por EGPA. O tnico resultado
sugestivo da adaptagfo viral ocorren apos anélise por microscopia eletrénica de
sobrenadante de uma quinta passagem em c¢lulas de MA104, com a detecgio de

particulas virais com morfologia e didmetro caracteristicos de PBV. Contudo,



nenhum sobrenadante celular dessa amostra foi positivo para PBV por EGPA.
Com todos os resultados obtidos, concluiu-se que néio foi possivel adaptar esses
virus em sistemas celulares, seguindo os protocolos de infecgfio realizados.
Entretanto os resultados positivos em sobrenadantes de primeiras passagens
reforgam os argumentos de H.G. Pereira sobre a possibilidade desses virus
estarem desenvolvendo um ciclo de replicagio do tipo abortivo. Nesse caso,
estaria ocorrendo apenas sintese do acido nucléico e ndo a formagéo de particulas
virais, ou talvez ocorrendo a replicagdo com formagdo de particulas virais

defectivas.



Suimmary.

The picobirnavirus (PBV) was described by H.G. Pereira from human
fecal samples in Brazil. Later, other researchers also detected the nucleic acid of
PBV by polyacrylamide gel eletrophoresis (PAGE). The nucleic acid was
identified as RNAds (double-stranded) and bisegmented. Electron microscopy
showed viral particles of approximately 35nm which co-sedimented in cesium
chlonde gradients together with the RNAds, at a density of 1.38-1.40g/ml. In
relation to its pathogenicity, some authors have tried to associate this virus with
gastroenteritis. Among other characteristics, very little is known about its
protein composition and its replication mechanism. This lack of information is
due in part to the difficulty in purifying this virus from fecal material, where it
appears 1 very low concentrations. Our work was focused on adapting this
virus to growth in cell culture systems. For this study, primary cultures of rat
and mouse kidney cells were used, as well as established strains of monkey
LLC-MK; and MA104, human intestine HT-29 and CaCo, cells. To try to
promote viral activation, PBV positive fecal samples were treated with
proteases (trypsin and pancreatin). Periodic shaking, centrifugation or “roller”
culture systems were used to promote cell-virus attachment. Of the 51 murine
and swine fecal samples used, four (3 murine and 1 swine) were positive for
PBYV nucleic acid. These results were verified only in first passages. The same
samples were positive in more than one experiment. Eight positive results were
found when proteases were added to the samples and one in the absence of
proteases. However, no fecal sample was positive for RNAds of PBV after the
first passage in the culture systems used. The only result which suggested viral
adaptation was found after electron microscopy of the supematant of the fifth
passage in MA104 cells, where viral particles were found with morphology and
diameter similar to those of PBV. However, no supernatant of this sample was
positive for PBV by PAGE. Considering the results obtained, we conclude that
it was not possible to adapt these viruses to cellular systems, according to the

mnfection method used. On the other hand, the positive results obtained in the



first passages reinforced the arguments of H.G. Pereira that these viruses could
develop an abortive type replication cycle. In this case, only nucleic acid
synthesis would be occuring, or perhaps a replication of defective viral

particles.



1. Introducio.

O picobimavirus foi descrito por Pereira et al. em 1988°°. Utilizando-se
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) esses autores
detectaram em fezes de criangas duas bandas de um provavel RNA de dupla-
fita, que poderiam estar associadas a particulas virais. Também pela utilizagio
desta metodologia, outros pesquisadores brasileiros, visando o diagnoéstico da

140,48 : 23
"™ e suinos™, passaram a obter resultados semelhantes

rotavirose em aves
aqueles de Pereira et al. ™,

Em EGPA, também foi observado que os segmentos do material
gendmico viral se mostravam equimolares. Ao realizarem sua digestdo
enzimatica verificaram a atividade apenas da RNAse 1A e nfo da RNAse T1
ou DNAse, confirmando assim ser o acido nucléico formado por RNAds (RNA
double-stranded)****? ou seja, RNA de fita dupla.

Simultaneamente aos experimentos de digestio enzimatica também foi
observado que o material gendmico cossedimentava em gradientes de cloreto
de césio (CsCl) em densidade ao redor de 1,40g/ml’, com particulas de
aproximadamente 35nm de didmetro, de capsideo simples, sem envoltorios, e
estruturas  de superficie pouco definidas, visualizadas ao microscopio
eletronico.

A partir dos dados relatados foi sugerido o nome picobimnavirus™ (pico,
pelo fato deste virus ser pequeno; e bi, por apresentar seu material genético
bissegmentado e do tipo RNA).

Além da primeira descrigio destes virus no Brasil em fezes de
criangas’®, logo surgiram na literatura novos relatos com a sua identificacdo em
fezes de ratos’ e cobaios> (ambos no Brasil); em suinos com detecgdes na

25 i "
1°, na Venezuela® e no Mexzcaz’é; em bovinos com

13,77

Inglaterra'', no Brasi

detecgdes na Inglaterra’ ™' e na Bélgica’®; em aves™* no Brasil; em coelhos na

: 22 44 .
Inglaterra™ e na Venezuela™ e, postertormente, novamente em humanos na

23,24

Italia®, na Inglaterra™ ", nos Estados Unidos da América® e na Venezuela®.

Mais recentemente o PBYV foi identificado em alguns outros hospedeiros, como



tamandué-bandeira’ (Haga L.R., com. pessoal), simios’ (Martins, S.S., com.
pessoal), sendo ambas as detecgdes realizadas no Brasil, e em equinos na
Inglaterra e Trlanda’ e no Brasil™ ( Récz ML.L., com. pessoal).

Apesar dos diferentes hospedeiros em que os picobimavirus ja foram
identificados até o momento, e do crescente interesse em pesquisa-los, aventa-
s¢ a possibilidade do PBV nido infectar estes hospedeiros, mas sim possiveis
microrganismos simbiontes de seus tratos gastrointestinais.

Portanto, o PBV nfio seria um virus de origem animal, mas um
bacteriéfago, um micovirus, um virus de protozoarios ou ainda um virus de
plantas e, neste caso estaria sendo ingerido juntamente com a alimentagdo por
esses hospedeiros, sendo apenas liberado em suas fezes ™.

Por outro lado algumas caracteristicas ja descritas para esses virus
reforcam a tese dos mesmos serem de origem animal, ou seja:

1- O fato desses virus serem eliminados nas fezes e, normalmente, com
um periodo definido, € caracteristico de infecgdes virais auto limitadas, embora
haja relatos isolados de longos periodos de eliminagdo desses virus em fezes de
humanos™ e de coelhos™; 2-A bem sucedida experimentacdo em modelo
animal onde ratos gnotobidticos foram infectados com amostras fecais positivas
para PBV™®; 3-A deteccio de coproanticorpos anti-PBV***; 4- A eliminacdo de
PBV em fezes de animais durante a amamentagdo e quando ja ingerindo

27,42,
; 5-

alimentos solidos A detecgdio e a ndo detecgdo dos virus em fezes de

animais da mesma idade e local, portanto, sujeitos as mesmas condicdes de

742 6- A alta intensidade de impregnagdo das bandas

alimentacdo ¢ de manejo
de RNAds pela prata em EGPA; e, 7- Ainda, segundo Pereira et. al.”>, o fato
desses virus desenvolverem uma infecgdo do tipo abortiva em alguns sistemas
celulares.

Por outro lado vérios outros virus com materiais gendmicos constituidos

* Haga, LR. Lab. Virologia, Instituto de Biologia- UNICAMP.
** Martins, $.S. Lab. Virologia, Instituto de Biologia- UNICAMP.
*** Ricz, MLL. Lab. Virologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas- USP.



de RNAds bissegmentados ja foram descritos, como os Birnavirus™"

46,53

detectados em vertebrados, insetos ¢ moluscos; os Criptovirus®”>, relatados em

plantas e os Partitivirus™>, dos fungos, além de alguns virus de

protozoarios™*,

Segundo as propriedades apresentadas pelos PBV, suas
particulas virais possuem caracteristicas que as diferenciam de outros virus
descritos anteriormente em animais, com material gendmico constituido por

20,49.53 .
04933 Com relagdo ao tamanho

RINAds bissegmentado, ou seja, os birnavirus
das particulas virais, os birnavirus tém aproximadamente 60-65nm de didmetro
sendo, portanto, maiores que o PBV; ha a presenga de estruturas de superficie
bem definidas nas particulas dos bimavirus, estruturas estas ainda nio
detectadas nas particulas virais do PBV; a densidade em CsCl do PBV (1,38-
1,40g/ml) ¢ maior que a densidade apresentada pelos birnavirus (1,32-
1,35g/ml) e, por outro lado, os pesos moleculares dos segmentos gendmicos
nos birnavirus (3.300-3.800 pares de bases) também sdo maiores que os
apresentados pelo PBV (1.300-2.500 pares de bases)™">.

Mesmo com relagfo aos outros grupos que ndo infectam vertebrados, ou
seja, os virus de fungos e de protozodrios, e que portanto poderiam estar
presentes nos intestinos dos animais em que o PBV tem sido detectado, ha
diferengas principalmente no peso molecular dos segmentos dos acidos
nucléicos, no tamanho das particulas virais, na equimolaridade das duas bandas
de RNAds dos PBV, e que nfio é caracteristica em alguns desses virus com
RNAds bissegmentado, além das diferengas de densidade das particulas virais
dos mesmos™.

Em amostras de fezes de suinos Gatti et al.”’ e Gatti®® verificaram uma
certa heterogeneidade no peso molecular dos segmentos do RNA viral do PBV,
revelando uma faixa de variagdo de 2.120 a 2.560 pares de bases para os
segmentos maiores € de 1.330 a 1.610 pares de bases para os segmentos
Menores.

Em amostras fecais de humanos, estudadas por Gallimore et al.** os

PBV apresentaram um perfil eletroforético onde a distancia entre os segmentos

gendmicos, ou melhor, a diferenga de peso molecular entre eles, era muito



menor que aquelas relatadas anteriormente, fato que levou os pesquisadores a
se referirem a estes como picobirnavirus atipicos.

Com relagfo a patogenicidade deste novo grupo de virus ndo hi dados
conclusivos sobre uma possivel relagdo entre o diagnéstico do PBV e a
caracterizagdo, por exemplo, de um processo diarréico. Tém-se verificado,
constantemente, sua presenca em fezes diarréicas, assim como em fezes néo

. 7 3.25.26 42
diarréicas™>>>262"

. Porém, os picobirnavirus tém sido incluidos em estudos
cpidemioldgicos sobre agentes virais causadores de gastroenterites. Pereira et
al.”’ ¢ Ludert & Liprandi® observaram uma incidéncia de 0,45% do PBV em
fezes de criangas imunocompetentes. J4 Grohman et al.”’, em seus estudos em
adultos imunodeficientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), observaram uma incidéncia do PBV de 9%, enquanto Gallimore et al. >,
estudando uma populagio de idade heterogénea e imunocompetente,
observaram a distribuigio dos PBV em 12,6% dos pacientes. Esses dados
demostram a distribuigdo desses virus na populagio humana mundial, ainda
que em nenhum desses trabalhos tenha ficado evidente a sua importincia
clinica.

Segundo os dados de Gatti®®, se os PBV nio sio capazes de induzir um
quadro de gastroenterite em seus hospedeiros, ao menos em suinos poderiam
potencializar os sintomas de uma infecgdo branda por rotavirus, agravando
portanto, o quadro clinico dos mesmos.

Considerando os dados de Pereira et al.”’, que identificaram o PBV em
ratos de vida livre, Gatti®® desenvolveu um modelo experimental em ratos
gnotobidticos da linhagem Wistar. A infecgdo experimental foi feita por
inoculago oral onde utilizou-se filtrados de fezes de origem murina, positivos
para PBV, isentos de fungos, bactérias e protozodrios. Os animais eram
mantidos em isoladores pressurizados e com alguns pardmetros ambientais
controlados. Apesar de bem sucedida em seus experimentos com relacdo a
multiplicagdo dos virus e sua liberagdo nas fezes, em nenhum dos ensaios a

autora verificou a eliminagdo de fezes diarréicas mnos animais em



experimentagdo. Com esses dados, a autora sugeriu a origem animal do PBV,
ainda que ndo definindo sua patogenicidade.

Apesar do sucesso da infeccdo em ratos, esse poderia ndo ser o modelo
animal mais adequado para estudos de patogenicidade. Em nosso laboratério
tem sido usada a infecgio experimental em suinos “specific patogens free”,
através de moculagdes orais, mas até o momento sem Sucesso.

A despeito da viabilidade do modelo experimental proposto, as fezes dos
animais  inoculados experimentalmente ou infectados na natureza,
normalmente contém uma concentragfo relativamente baixa de particulas
virais, o que dificulta os trabalhos de puritficagdo e, consequentemente, de
estudos mais detalhados sobre sua constituigio proteica, ou mesmo, do
mecanismo de replicagdo adotado pelos picobirnavirus.

Em vista de todas essas dificuldades é que se buscou adaptar o PBV ao
cultivo em sistemas de culturas celulares, onde seria possivel obter maiores
concentragdes de particulas virais, num sistema mais propicio 4 sua purificacio
e posteriores estudos de sua constituigdo.

Para tal, foram consideradas algumas caracteristicas do PBV que, de
alguma maneira, estdo associadas aos rotavirus, quer seja por alguns

14,19

hospedeiros comuns ja identificados *°, quer pelo tipo de tecido infectado e

via de eliminagdo, quer pelas caracteristicas comuns de seus acidos

14,26,5¢

nucléicos , ou seja, ambos sdo compostos por RNAds segmentados.

Os rotavirus humanos foram identificados em 1973 por Bishop et. al.” e

1.2 1.* ja haviam relatado Processos

por Flewett et al.”’. Porém, Mebus et a
diarréicos possivelmente decorrentes de infecgdes por rotavirus no final da
década de 60 em bovinos. Os primeiros relatos de replicacdo desses virus em
sistemas celulares foram publicados por Theil et al.”™* em 1977 e, a partir dai,
principalmente os rotavirus do grupo A, tanto de origem animal quanto
humana, foram adaptados ao cultivo em sistemas celulares e determinados

protocolos de infeccio tém sido, sistematicamente, utilizados para a sua
2, 62,69

replicagéo
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Alguns autores tém utilizado culturas primérias de rim de porco

macaco’” para a adaptagéo de rotavirus do grupo A de origem humana®, para
os rotavirus ndo pertencentes ao grupo A®7° e outros virus entéricos, como 0s
astrovirus®’. Qutros testaram linhagens celulares que se mostraram capazes de
permitir o cultivo de alguns virus entéricos, tanto apés passagens iniciais em
culturas primarias, quanto para o isolamento viral diretamente das amostras
ff:C'c‘LiS& 62‘80‘
As linhagens celulares que mais tém sido utilizadas para o isolamento
dos rotavirus sdo aquelas originarias de rim de macaco (MA104'%1237%2 ¢ 11 C-
MK, e as linhagens intestinais humanas HT-29 ¢ CaCo,"".

Outro fator que contribuiu para o isolamento desses virus foi a

62,63,60 .
230 que, além de

mtrodugdo do sistema “roller” no cultivo de células
aumentar a superficie de cultivo das células, ainda permite um maior contato
virus-c€lulas, uma vez que mantém o sistema em constante agitagio.

3.62.63.73
626375 o Gutras

O tratamento viral com proteases (tripsina e pancreatina)
enzimas, como a neuraminidase™ ¢ a elastase suina'®, também tem sido
empregado. A utilizagdo dessas enzimas para promover o aumento da
infectividade viral tem sido alvo de estudos e especulacdes desde o final da
década de 70. O mecanismo que leva ao aumento da infectividade viral é
particular para cada virus, variando quanto ao sitio especifico de clivagem. O
fato € que muitos dos virus conhecidos e cultivaveis podem ser ativados por

L1218 . 6
2128 o reovirus®, os

tratamentos enzimaticos. Entre outros estdo os rotavirus
coronavirus'’, 0s paramixovirus®, os astrovirus™, os virus da imunodeficiéncia
humana™ e os poliovirus®’.

Para os rotavirus do grupo A, por exemplo, inicialmente postulou-se que
as enzimas tripsina e pancreatina pudessem atuar ndio sobre as particulas virais,
mas talvez sobre receptores celulares ou, ainda, digerindo moléculas que
poderiam inibir a adsorgdo viral as células, como as imunoglobulinas™'?. Clark
et al.'? sugeriram que essas proteases poderiam atuar fragmentando agregados

virais de rotavirus, aumentando assim a quantidade de particulas virais

infectivas livres e, por conseguinte, o nimero de unidades formadoras de placa.



Discutiu-se ainda o papel das proteases como moléculas que estariam clivando
a proteina do capsideo externo dos rotavirus (VP4) em duas subunidades,
favorecendo assim a adsorgdo das particulas virais as células'*!®. Clark et al. 2

e Estes et al. **

também demonstraram que, para inéculos tratados ou ndo com
protease, eram equivalentes as concentragdes de particulas virais adsorvidas
nos receptores celulares. Com o indculo ndo tratado enzimaticamente nio foi
possivel detectar a sintese do acido nucléico viral, assim, os autores sugeriram
que o papel das enzimas sobre o aumento da infectividade estaria mais
relacionado ao processo de penetragdo ou desnudamento viral, do que a etapa
de adsorgdo, como se pensava anteriormente.

Em trabalho de Estes et. al. * também ficou clara a efetiva atuagio da
tripsina sobre a proteina de capsideo externo dos rotavirus, a VP4, sendo a
clivagem da mesma alvo de especulagdes por parte dos autores como o possivel
mecanismo molecular que estaria favorecendo o aumento na infectividade dos
rotavirus. Porém, com a evolu¢do dos estudos, atualmente sdo conhecidos os
sitios exatos de clivagem da proteina VP4 pela tripsina. Apesar de manter o
conceito de a VP4 ser uma proteina envolvida na adsorgio viral, sabe-se que a
sua clivagem ndo tem papel algum nessa etapa e sim na penetragio viral*®
Esses estudos ainda necessitam ser concluidos.

Bass et al.* em trabalho infectando varias linhagens celulares com
rotavirus do grupo A, objetivaram esclarecer quais seriam os mecanismos de
restrigdo em algumas linhagens que se mostravam pouco permissivas ou ndo
permissivas ao cultivo desses virus. Em seus experimentos esses autores
obtiveram resultados que confirmavam dados anteriores sobre os mecanismos
de ativagdo dos rotavirus por enzimas.

Entretanto, na tentativa de detectar em que etapa do ciclo de replicagiio
viral estaria ocorrendo a restrigiio, Bass et al. * lancaram méo de uma técnica de
transfec¢fo com lipossomos catidnicos, introduzindo particulas virais com
capsideo simples (ndo infectivas) e particulas de capsideo duplo, diretamente

no citoplasma. Os autores demonstraram que apds um umico ciclo de

replicagio, as diferentes particulas comportavam-se de maneira idéntica, tanto



nas linhagens permissivas como nas pouco permissivas. Ficou claro que o
mecanismo de restrigdo estaria envolvido com a liberagdo das particulas virais
dos endossomos ou vactolos endociticos formados apés a penetragdo viral,
Como as particulas com capsideo simples e duplo foram igualmente eficientes
na indugio da sintese proteica ficou evidente que o mecanismo de restrigio
celular ndo estava envolvido com o desnudamento viral.

Apesar dos varios virus ja adaptados ao cultivo em sistemas celulares,
ha outros virus entéricos, como os proprios rotavirus ndo pertencentes ao grupo

63,73,75.79 o e
AP 0s coronavirus” e os astrovirus®*%80¥!

, que amda ndo sdo tdo
facilmente propagados, necessitando da utilizagdo de recursos alternativos. Um
desses virus entéricos € o rotavirus do grupo C, que tem apresentado inameras
dificuldades para ser cultivado, apesar de algumas amostras obtidas de suinos®
e bovinos” ja terem sido adaptadas. Segundo Terrett et al.”*, para se obter o
cultivo de rotavirus do grupo C, devem ser utilizadas culturas primarias de rim
de suino no sistema "roller" de cultura e, apos periodo de adsorcdo viral, o
meio de manutengdo deve conter pancreatina.

Outro artificio que tem sido empregado para o cultivo de rotavirus do
grupo C € inocular inicialmente as amostras de fezes positivas para esses virus
em cultura primaria de rim de suino, a fim de aumentar o titulo viral e
promover uma primeira adaptagdo para, posteriormente, transferi-la para
células da linhagem MA104%,

Uma outra varidvel ja testada foi a utilizagdo de proteases em altas
concentragdes que, apesar de dificultar ou até mesmo inviabilizar a observacio
da evolugdo de um possivel efeito citopatico, permite a adaptagio a

multiplicagdo viral®"

. Nesses casos, para a caracterizagdo de tal multiplicagéo
utilizou-se a detecgdo do RNAds dos virus por eletroforese em gel de
poliacrilamida.

Para o cultivo de astrovirus foram utilizadas culturas primarias no
isolamento inicial, com posterior adaptagio em linhagens celulares
estabelecidas. Contudo, amostras humanas foram adaptadas somente em

culturas priméarias de mesma origem. Com a introdugfio da linhagem celular



CaCoy, que simula condigdes bastante proximas as do intestino humano’*>>*,
astrovirus puderam ser isolados diretamente do material fecal®.

Segundo Tahir et al.”' a utilizacdo de for¢a centrifuga pode facilitar o
cultivo de coronavirus em sistemas celulares. Para tal, os autores tém cultivado
as células em recipientes proprios que, no momento da infecgdo viral, sdo
submetidos a uma forga centrifuga relativa (FCR) de 700g por 1 hora. Apesar
de utilizar FCR diferente, os experimentos sdo muito semelhantes aqueles
desenvolvidos por Saif et al.** que usaram 1.200¢g por 1 hora para a adsorgdo
viral de rotavirus do grupo C.

Considerando os experimentos de adaptagdo viral, principalmente de
virus entéricos, com as respectivas varidveis apresentadas, buscou-se neste
trabatho, baseando-se em relatos da literatura, adaptar os picobirnavirus ao
cultivo em sistemas de culturas celulares.

Por ainda néo ter sido adaptado ao cultivo “in vitro” tora-se dificil a
obten¢do de outras técnicas para o seu diagndstico, sorologicas ou nio, hoje
facilmente adaptaveis a varios laboratérios. Uma vez estabelecidas, estas
técnicas podertam permitir uma maior clareza em seus estudos epidemiolégicos

definindo assim sua importdncia.
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2. Objetivos.

1-Detecgdo e selecdo de amostras fecais positivas para picobirnavirus (PBV),
de crigem murina e suina, através da eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA);

2-Utilizagdo de culturas celulares primarias de rim de ratos e camundongos
neonatos para a mfec¢do com amostras fecais positivas para PBV;

3-Utilizagfio de linhagens celulares estabelecidas (MA104, LLC-MK,, HT-29 e
CaCo,) para a infecgdio com amostras fecais positivas para PBV;
4-Caracterizagdo da multiplicag@o viral "in vivo", por observagio do efeito
citopatico (ECP);

5- Identificagdo da adaptagdo do picobirnavirus ao cultivo em sistemas
celulares por eletroforese em gel de poliacrilamida, microscopia eletronica

direta e imunofluorescéncia indireta.
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3. Material e Métodos.

3.1. Obtencdo das amostras e suspensdes fecais.

Amostras de fezes de origem suina foram coletadas em granjas da Tegiao
de Campinas, S.P., diretamente de animais de 7 a 60 dias de idade.

Amostras de origem murina foram obtidas de infecges experimentais em
ratos “specific patogens free” (SPF) ou gnotobidticos, da linhagem Wistar, os
quais foram mantidos em isoladores pressurizados e com ambiente controlado.
Esses animais foram fornecidos pelo Centro Multiinstitucional de Bioterismo-
CEMIB-UNICAMP.,

As amostras fecais foram sendo coletadas ao longo do trabalho.

Todas as amostras coletadas foram mantidas a 4°C e, logo em seguida,
diluidas a uma concentragdo de aproximadamente 10-20% em tampdo salina
fosfato (“PBS”) 0,01M pH 7,2 , homogeneizadas em agitador tipo Vortex e
centrifugadas a 1.200 g por 10 min. a 4°C'®. Os sobrenadantes foram entdo
coletados e mantidos a -20°C para serem testados quanto a presenca de PBV e,

uma vez positivos, serem utilizados como indculos em culturas celulares.

3.2.Detec¢do de amostras fecais positivas para PBV por

eletroforese em gel de poliacrilamida.

A detec¢do do PBV foi realizada através da técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida (EGPA), de acordo com as recomendacdes de Laemmli et

al.”®, com algumas adaptagdes *°.

3.2.1. Extracéo do 4cido nucléico viral.
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A 400 ul de suspensdo fecal foram acrescentados 40 pl de duodecil
sulfato de sodio (SDS) a 10% em agua destilada e a solugdo foi homogeneizada
e incubada a 37°C por 30 min.. Apds este tempo, adicionou-se 400 ul de uma
solugdo de fenol-cloroformio (v/v) e, apés agitagio em Vortex por 10 min., a
suspensdo foi centrifugada a 12.000 g (centrifuga eppendorf-5402) por 10 min.
a 4°C. Nesta etapa, a fase aquosa resultante foi coletada e 4 mesma foram
acrescentados 40 ul de NaCl a 20% em agua destilada e 1.000 pl de etanol.
Apoés homogeneizagdo os tubos foram incubados a -20°C por 18 horas,
centrifugados novamente a 12.000 g por 10 min. a 4°C e, desta vez, os
sobrenadantes foram eliminados totalmente. Utilizando-se uma cdmara com
“vacuo”, o precipitado foi seco por completo, sendo acrescido postertormente
de 20 ul de mistura dissociante (0,062M Tris/HCI, pH 6,8, 5M de uréia, 5% de
2-mercaptoetanol, 3% de SDS e 0,01% de azul de bromofenol). Os tubos foram
incubados a 56°C por 10 min. e o volume total foi aplicado no gel de

poliacrilamida para a corrida eletroforética.

3.2.2. Preparo e coloracio do gel de poliacrilamida.

Os extratos do RNA viral foram analisados em gel de poliacrilamida,
nas concentragdes de 3,5 e 7,0 % para os géis concentrador e separador,
respectivamente™,

Apos 18 horas de corrida eletroforética a uma corrente elétrica inicial de
10 mA, a temperatura ambiente, o gel foi corado pela técnica de impregnagio
pela prata, segundo o método de Sammons et al.**,

O gel retirado das placas apods a corrida eletroforética foi colocado em
solugdo fixadora (solugfo aquosa a 0,5% de acido acético e 10% de etanol),
permanecendo sob agitagdo constante por 1 hora. Apés esse periodo, o gel foi
transferido para uma solugfo aquosa de nitrato de prata a 0,11M e, apds 45

min., foi lavado por trés vezes rapidamente em 4gua destilada e entiio revelado

em solugdo aquosa de hidréxido de sodio a 0,15M, acrescido de formalina a
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0,2M. O gel foi mantido nessa solugdo por um periodo de 5 a 10 min., até o
aparecimento nitido das bandas de acido nucléico do controle positivo
(amostra de rotavirus simio, obtida em cultivo celular) e também do 4cido
nucléico do PBV. A revelagdo foi interrompida pela transferéncia do gel para

uma solugdo de acido acético a 5%.

3.3. Seleciio das ameostras fecais para inoculacfio nas culturas

celulares.

As amostras cujas bandas de RNAds estavam mais impregnadas pela
prata, sugerindo alta concentragdo de acido nucléico, foram selecionadas
independentemente de apresentarem um ou mais eletroferotipos. As mesmas
foram sendo utilizadas como indculo logo apds a sua selegdo, de forma que néo
foram utilizadas amostras fecais armazenadas por longos perfodos.

Foram selecionadas 25 amostras fecais positivas para PBV de origem
suina e outras 31 de ornigem murina. Cada amostra foi utilizada mais de uma
vez em diferentes experimentos de infecgdo, quer fossem em repetigdes, em
diferentes protocolos de infecgdio ou em sistemas celulares diferentes, como
poderd ser observado mais adiante.

Todas as suspensdes fecais foram filtradas através de membranas com
0,45um (Millipore), visando a eliminagdo total de fungos, bactérias e
protozoarios. Apés a filtragdo, as amostras foram distribuidas em aliquotas em
microtubos do tipo "eppendorf” em volumes de 1,0 ml por tubo e congeladas a

-20°C até o momento de uso.

3.4.0btencdo de culturas primarias de rim de ratos e

camundongos.

L



14

Ratos ¢ camundongos com no maximo oito dias de idade, obtidos no
CEMIB/UNICAMP, foram anestesiados com éter etilico e em seguida mortos
por decapitagdo. Apds antissepsia da superficie dos corpos com 4lcool a 70°GL,
0s mesmos foram introduzidos na capela de fluxo laminar, onde os rins foram
retirados e colocados em meio minimo essencial (MEM) 199, contendo 100
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 1,25 pg/mi de anfotericina
B. Em seguida, os rins foram friturados e colocados em frasco contendo
tripsina a 0,25%. Apés agitagdo de 5 a 10 min., a 37°C, foi desprezado o
primeiro sobrenadante e adicionado outro volume de tripsina, agitando-se nas
mesmas condi¢des, sendo agora coletado o sobrenadante. Este procedimento
fo1 repetido mais duas ou trés vezes. Os sobrenadantes foram imediatamente
filtrados em malha fina de gaze (5-6 camadas de gaze sobrepostas), em banho
de gelo, e aos mesmos foram adicionados 10% de soro fetal bovino (SFB) para
inattvar a atividade da tripsina. O filtrado foi centrifugado a 1.500 g por 15
min., o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspenso e homogeneizado
em meio de cultura MEM 199, suplementado com 10 % de SFB e acrescido
dos antibidticos nas mesmas concentragdes ja referidas. As células, foram
contadas em camara de Newbauer e a suspensdo foi ajustada para 200.000
células/ml®®. A suspensdo foi distribuida em garrafas para a realizagdo de
passagens sucesstvas, ou diretamente em placas de 24 concavidades para a

infeccdo com as amostras fecais positivas para PBV,

3.5. Preparo das culturas celulares de linhagem continua.

Foram utilizadas diferentes linhagens celulares estabelecidas, duas de
origem intestinal humana, HT-29 e a CaCo, (carcinoma de colo), uma de rim
fetal de macaco rhesus, a MA104, (gentilmente fornecidas pela Profa. Dra.

Maria Licia Racz, da Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP) e outra de rim
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de macaco, a LLC-MK; gentilmente fomecida por Rovilson Giliolli, do
CEMIB/UNICAMP.

As linhagens celulares foram mantidas em meio Eagle (MEM) acrescido
de 10% de soro fetal bovino e antibi6ticos (penicilina a 100 U/ml e
estreptomicina a 100 pg/ml) e também, quando dos ensaios de infecgdio em
placas, adicionou-se anfotericina B a 1,25 pg/ml.

Tanto as culturas primarias como as linhagens celulares estabelecidas
foram cultivadas em passagens sucessivas em garrafas plasticas ou de vidro
com posterior transferéncia para placas de 24 concavidades ou para tubos de
vidro (16X160mm) com rosca, ou ainda para laminas recobertas com teflon
para os testes de imunofluorescéncia. Cultivos em placas e laminas com teflon
foram mantidos em atmosfera de CO; de 5%.

As células foram sempre cultivadas em sistemas estaciondrios até a
confluéncia das monocamadas celulares. Para os ensaios de infecgiio, as células
permaneceram ou ndo em sistemas estacionarios, com alguns experimentos
realizados em sistema “roller” de cultura, como serd detalhado, caso a caso,

postertormente.

3.6.Proteases utilizadas, testes de citotoxicidade e testes de

centrifugacio.

De acordo com dados da literatura, optou-se pela utilizagdo das

218 o pancreatina®. A concentragdo maxima ndo citotoxica

proteases tripsina
das mesmas foi determinada a cada novo lote preparado. Para tal, as culturas
primarias e as linhagens estabelecidas foram expostas as concentracdes de
0,1/0,2/0,5/1,0/2,0/5,0/10,0 e 15,0 pg/ml da protease em questdo, em um
volume de meio de 1,0 ml/concavidade ou 2,0 ml/tubo, que foram mantidos a

37°C, no minimo por trés dias.
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Como podera ser observado nos protocolos de infeccdio, um dos lotes
das proteases pode ser utilizado na concentragio de 10 pg/ml ainda sem levar
ao aparecimento de efeito citotoxico (lote A). Entretanto, o lote B, permitiu no
maximo a utilizacio de apenas 1 pg/ml.

Além dos testes de citotoxicidade, foram realizados também testes para
defimr e resisténcia das células frente aos processos de centrifugacio
utilizando-se véarias FCRs diferentes, assim como tempos de rotagio também
diferentes, que seriam utilizados no periodo de adsorgio.

Seguindo as condigdes de experimentagdo e o equipamento utilizado
(Fanem-FR22), as células ndo resitiram a uma centrifuga¢do com FCR superior
a 150 g, o que impossibilitou a reprodugdo dos experimentos realizados por
Tahir et al.” e por Saif et al.*® que utilizaram de FCRs de 700 e 1.200 g,

respectivamente.

3.7. Infecciio das culturas primarias de rim de rato.

Para os ensaios de infecgdo nas células de cultura primaria de rim de rato
foram utilizadas como indculos 17 amostras de fezes, sendo todas de origem
murina, seguindo cinco protocolos diferentes:

Protocolo 1-Suspensdo fecal a 10%, sem utilizagio de qualquer enzima.
Protocolo 2-Suspensdo fecal a 10% com 10 pg/ml de tripsina, no momento da
adsorcéo € no meio de manutengio.

Protocolo 3-Suspensdo fecal a 10% com 10 pg/ml de pancreatina, no momento
da adsor¢do e no meio de manutengio.

Protecole 4-Suspensio fecal a 10% pré-tratada com 10 pg/ml de tripsina por 1
hora a 37°C, antes da adsorgdo, mantendo-se essa concentragiio da protease no

meio de manutengdo.
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Protocolo 5-Suspensio fecal a 10% pré-tratada com 10 pg/ml de pancreatina
por 1 hora a 37°C, antes da adsor¢do, mantendo-se essa concentragio da
protease no meio de manutencio.

Antes de receber os indculos, a monocamada celular foi lavada 3 vezes
com PBS ou salina de Hanks, ambos em pH 7,4, visando a eliminagdo de
células soltas ¢ do SFB.

Todos os ensaios foram realizados em placas de 24 concavidades, com
um volume de 250 ul de méculo.

A adsorgdo viral foi realizada de duas maneiras diferentes; durante 1hora
a 37°C sob agitagfio periédica, ou sob centrifugacio a uma forga centrifuga
relativa de 150g por 5 min., a aproximadamente 37°C. Os in6culos foram ou
ndo mantidos nas concavidades ap6s o periodo de adsorgdo, quando os volumes
das mesmas foram completados para 1,0 ml, mantendo a mesma concentragio
das proteases.

Todos os experimentos foram sempre realizados em replicatas (de 2 a 5),
e tiveram controles de células e de citotoxicidade das proteases.

As placas foram incubadas a 37°C a 5% de CO, e monitoradas
diariamente por no minimo trés dias. Seguindo os protocolos propostos, os

sobrenadantes das células foram ensaiados entre 3 e 9 passagens.

3.8. Infec¢do das culturas primdrias de rim de camundongo.

Com as culturas primarias de rim de camundongos foram testadas 7
amostras fecais positivas para PBV, sendo 5 de origem suina e 2 de origem
murina. Nenhuma das amostras utilizadas como indculo nas células de cultura
primaria de rim de rato foi utilizada nesses experimentos.

Os protocolos de infecgdo utilizados nesse sistema celular foram
semelhantes aqueles utilizados para as culturas de rim de rato, citados no item

3.7..
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Nesses sistema celular os indculos foram replicados até a quarta

passagem.

3.9. Infeccdo das células da linhagem LLC-MK,.

As células da linhagem LLC-MK; foram as primeiras a serem testadas
nos ensaios de infecgio celular. Foram realizados dois testes, com a utilizagfio
de seis amostras fecais positivas para PBV como inéculo, sendo 2 de origem
murina (F4 e F5) e 2 de origem suina (F1 ¢ F2) em uma primeira etapa, e duas
amostras fecais positivas para PBV de origem murina (F9 e F10) na segunda
efapa.

Na primeira etapa, as quatro amostras foram submetidas a ensaios
seguindo os mesmos protocolos de infecgdo citados para as células de culturas
primarias, exceto que todas as infec¢des foram realizadas em garrafas de vidro
de 10 mli, portanto, sem o periodo de centrifugagio na adsorcgdo viral.

Essas amostras foram também utilizadas como inéculos nessa linhagem
celular para os testes de imunofluorescéncia indireta, descritos posteriormente.

Em uma segunda etapa, foram testadas outras duas amostras positivas
para PBV de onigem murina (F9 e F10), seguindo protocolos de infeccio
diferentes:

Protocolo 6- As duas amostras fecais foram diluidas em Eagle-MEM a 1/5 e
1/20, partindo das suspensdes fecais a 10%.

Protocole 7-As suspensdes fecais a 10% foram ultra-centrifugadas (Beckman-
L8-80M) a 100.000 g/3horas, em tubos de 10 ml, e os precipitados foram
ressuspensos em volumes de 1,0 ml cada, e também diluidos a 1/5 e 1/20 em
Eagle-MEM.

Foi utilizado apenas o pré-tratamento com a protease tripsina ¢ em uma
concentragio final (apds adsorgdo) de 1pg/ml, concentracdo determinada como
a méaxima que ainda ndo causava efeito citotoxico nas células (lote B).

A etapa de adsorgdo foi realizada sob centrifugagdo a 150 g por 30 min.
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Foram realizadas entre 5 e 6 passagens destes indculos.

3.10. Infec¢iio das células da linhagem MA104.

Na linhagem celular MA104 foram testadas, numa primeira etapa, 3
amostras, sendo uma de origem murina (F4) e duas de origem suina (F21 e
F23), todas seguindo os trés protocolos de infeccdo descritos abaixo:

Protocolo 8- As suspensdes fecais positivas para PBV a 10%, livres de fungos,
bacténas e protozoarios, foram diluidas a 1/5, a fim de diminuir possivel
citotoxicidade do material, e associadas a 1 pg/ml de tripsina (lote B). Quando
as monocamadas apresentavam confluéncia, as células foram lavadas
exaustivamente com PBS pH 7,4 e/ou salina de Hanks, imediatamente antes da
infecgdo. As amostras fecais foram inoculadas em um volume de 200 ul, com
adsorgdo viral realizada em “roller”, por 60 min., a 37°C. Apos esta etapa, o
ino6culo foi mantido e o volume de meio de cada tubo foi completado para 2,0
ml, com a mesma concentragio de txipsiha (1 pg/ml).

Protocolo 9-As suspensdes fecais positivas para PBV a 10%, livres de fungos e
bactérias, foram diluidas a 1/5 e adicionadas de 5 pg/ml de tripsina (lote B).
Quando as monocamadas apresentavam-se confluentes, as células foram
lavadas exaustivamente com PBS pH 7,4 imediatamente antes da infeccfio. As
amostras foram inoculadas em 200 pl por tubo, com a adsor¢do viral realizada
em sistema “roller” por 60 min. a 37°C. Apds a adsor¢do viral, o indculo foi
mantido e os volumes dos tubos foram completados para 2,0 ml, mantendo-se a
concentragio de tripsina em 5,0 pg/ml.

Protocole 10-As infecgbes foram realizadas seguindo os mesmos dados dos
protocolos anteriores, exceto pela substitnigio da protease tripsina pelo soro
tetal bovino (SFB) numa concentragio de 2%, tanto no perfodo da adsorcio

viral, quanto no meio de manutengdo.
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Independentemente do protocolo utilizado, todos os experimentos foram
realizados em triplicata ou quadruplicata, mantendo-se sempre triplicatas de
controles de células com a protease nas concentragdes de 1 e 5 ug/ml,
objetivando controlar a toxicidade da enzima sobre as células.

Foram realizadas entre 3 e 7 passagens nesse sistema celular.

A amostra F21 foi utilizada ainda em outro experimento, onde a sexta
passagem em MA104 foi inoculada novamente seguindo o protocels 8, em
trinta tubos com a mesma célula, mantida em sistema “roller”. Apés o
aparecimento de efeito citopético, os tubos foram congelados e descongelados
trés vezes, € 0s sobrenadantes foram ultracentrifugados (Beckman-L8-80M) em
colchdo de sacarose a 45%, a 100.000 g /4horas. Os precipitados dos tubos
foram coletados juntos em um volume de 500 pl, e 100 pl foram utilizados para
andlise em EGPA.

Essa mesma linhagem celular foi ainda inoculada com outras 18 amostras
fecais positivas para PBV, sendo 10 amostras murinas e 8 suinas. Nesses
experimentos, os inoculos foram testados apenas até a segunda passagem,
utilizando-se o sistema “roller”, por um periodo de 60 min. para a adsorcdo

viral, em associagdo a 1pug/ml de tripsina (pretocolo 8).

3.11. Infecgdio das células da linhagem HT-29.

As células dessa linhagem foram também utilizadas nos ensaios de
infecgdo em trés etapas, com protocolos diferentes.

Em uma primeira etapa, foram utilizados 8 inéculos, sendo 6 de origem
suina e 2 de origem murina. Essas amostras fecais foram as mesmas utilizadas
nas culturas primdrias de rim de camundongo, & exce¢do de uma amostra de

origem suina (F8),
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Os protocolos de infeccdo utilizados nessa etapa foram idénticos aqueles
dos ensaios de infeccdo nas culturas primarias de rim de rato e rim de
camundongo (protocolos 1 a 5).

Numa segunda fase foram empregadas apenas duas amostras fecais
positivas para PBV como indculos sendo ambas de origem murina e
denominadas de F9 e F10, ou seja, as mesmas amostras inoculadas na segunda
ctapa dos ensaios de infecgdo realizados na linhagem LLC-MK..

Assim como as amostras fecais, os protocolos de infeccfo também foram
0S mesmos, ou seja, os de nameros 6 e 7. Em outras palavras utilizou-se apenas
a protease tripsina e o periodo de adsorgdo viral foi realizado a 150 ¢/30min.,
37°C. As duas amostras fecais foram testadas na forma de suspensdes fecais a
10% diluidas a 1/5 e 1/20, ou apds ultra-centrifugagdo, para posteriormente
serem diluidas nas mesmas proporgdes.

Numa tercemra etapa dos ensaios com essa linhagem celular, foram
utilizadas 14 amostras fecais positivas para PBV, todas de origem suina. Para
esses experimentos, os protocolos de infecgdo foram os seguintes:

Protocolo 11-As suspensdes fecais a 10% foram utilizadas sem associagfio a
qualquer enzima,

Protocolo 12-As suspensdes fecais a 10% foram adicionadas com 1 pg/ml de
tripsina, tanto para a adsor¢do como para manutengdo;

Protocolo 13-As suspenstes fecais a 10% foram adicionadas de 1 pg/ml de
pancreatina, tanto na adsor¢do quanto para manutengio.

Em todos esses ensaios as suspensdes fecais a 10% foram diluidas a 1/10
e tiveram seus periodos de adsorgdo realizados através de centrifugagdo a 150
g/30min., 37°C. Os indculos foram mantidos e os volumes completados para
1,0 ml.

Nesse sistema celular foram realizadas no maximo sete passagens.

3.12. Infec¢do das células da linhagem CaCo,.
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Os experimentos de infecgdo em CaCo, foram realizados distintamente,
portanto serdo relatados separadamente.

Inicialmente, cinco amostras fecais de origem suina foram submetidas a
ensaios de acordo com os mesmos protocolos de infecgdo da terceira etapa de
infec¢do da linhagem HT-29, ou seja, seguindo os protocolos 11 a 13.

O segundo grupo de experimentos foi semelhante aos ensaios de
infecgdo realizados com as células de linhagem MA 104, ou seja, os protocolos
de infecgdo utilizados foram os mesmos (8 a 18), sendo testadas duas amostras
de origem murina (F4 e F24) e duas de origem suina (F21 e F23).

Em um terceiro estagio, assim como nos ensaios com MA104, foram
testadas 18 amostras, somente em primeira e segunda passagens. Destas 18
amostras, 10 eram de origem munna e 8 de origem suina, visando aumentar a
amostragem de inoculos testados e, possivelmente, o nimero de amostras
positivas para PBV em sobrenadantes de primeira passagem. Todas as amostras
foram inoculadas em associagdo 4 tripsina na concentragdo de 1 pg/mi,
portanto, seguindo apenas o protocelo 8 de infecgio, para a adsorgdo e para o
meto de manutencdo. Todos os experimentos foram realizados em sistema
“roller”, obedecendo o mesmo tempo de adsor¢dio, mesmo volume de amostra

e volume final de meio nos tubos.

3.13.Monitoramento das infeccoes e coleta dos

sobrenadantes de cultura.

Todos os experimentos de infec¢do foram observados diariamente ao
microscépio dptico, por trés dias no minimo. Contudo, ao sinal de alteragdo
celular que pudesse ser caracterizado como efeito citopatico, as células foram
congeladas e descongeladas trés vezes. Apds centrifugacdo rapida para a

eliminagdo de “debris” celulares, parte do sobrenadante celular de cada amostra
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foi utilizado como indculo para as préximas passagens e parte para a extragio

de acidos nucl€icos para analise por eletroforese em gel de poliacrilamida.

3.14. Imunofluorescéncia indireta’'?°,

Para a realizagdo dessa técnica foram utilizados soros anti-PBV obtidos
com imuniza¢des em coelthos, realizadas anteriormente em nosso laboratorio,
com antigenos (particulas virais) purificados a partir de material fecal, seguindo
protocolos de imunizagdio j& padronizados’', descritos a seguir:

Esquema de imunizacio:

Primeire dia- sangria dos animais para obtengdo de soro pré-imune;
inoculagdo por via intradérmica de aproximadamente 50 pg de proteinas virais,
diluidas em 1 volume de adjuvante de Freund completo ¢ dois volumes de
Tween 80 (0,1%);

Décimo quarto dia- Os animais foram novamente inoculados com
aproximadamente 50 pg de proteinas virais, em 1 volume de adjuvante de
Freund incompleto.

Vigésimo primeiro dia- sangria branca.

Trés linhagens celulares foram utilizadas nos testes de
mmunofluorescéncia indireta:

I-Linhagem LLC-MK,: nesta linhagem foram inoculadas quatro amostras
fecais, sendo duas de origem suina (F1 e F2) e duas de origem murina, (F4 ¢
F5) sempre em primeira passagem;

2-Células da linhagem HT-29: foram inoculadas com apenas uma amostra
fecal de origem murina, a amostra F9, que foi inoculada em quarta
passagem, com sobrenadante celular de infecgdes realizadas em placas de 24

concavidades e,
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3-Linhagem MA104: também foi testada com apenas uma amostra fecal de
origem suina, a F21, em sexta passagem, com sobrenadante celular obtido de
infecgdes realizadas em tubos em sistema “roller”.

As cclulas foram ressuspensas ap6s tripsinizagdo para uma
concentragdo de aproximadamente 250.000 células/ml e foram adicionados
50l por concavidade das ldminas com teflon.

As laminas foram mantidas a 37°C, a 5% de CO,, até a confluéncia da
monocamada celular. Em seguida, o meio de cultura foi retirado e as células
foram expostas as amostras fecais positivas para PBV, num volume de 25 ul,
associadas a concentrago de tripsina a que a amostra fecal vinha sendo exposta
nas infecgdes em placas ou tubos.

O periodo de adsorgdo foi realizado em sistema estacionério, por lhora a
37°C a 5% de CO,, quando os inéculos foram retirados e os meios de cultura
foram completados para 50 pl/concavidade, mantendo-se a mesma
concentracdo final de tripsina.

Em média, as infecgdes foram mantidas por 48 horas, ou até o
aparecimento de efeito citopatico, quando os ensaios foram interrompidos ¢ as
celulas fixadas em acetona gelada por 10 min. Apds secagem em temperatura
ambiente, as células foram expostas aos antissoros anti-PBV, em diluicdes
seriadas a partir de 1/5, seguindo a diluigdo em fator 2 até 1/160, por 20 min. a
37°C, e as laminas foram lavadas com PBS 0,01M pH 7,2, por duas vezes.
Apos as lavagens as células foram expostas ao antissoro anti-IgG de coetho,
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (Sigma-F-0382), por 20 min. a
37°C. Apbs duas lavagens sucessivas, como descrito anteriormente em PBS, as
laminas foram montadas com glicerina tamponada e laminula ¢ puderam ser

lidas em microscopia Optica sob luz ultravioleta.

3.15. Microscopia eletronica direta.
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Os sobrenadantes das culturas foram congelados a -20°C e enviados ao
servigo de Microscopia Eletrénica do Instituto Adolfo Lutz, S.P., onde foram
analisados pela Dra. Hatune Tanaka.

A técnica de microscopia eletronica direta (MED) utilizada foi o método
de gota reversa .

Grades de cobre de 300 mesh recobertas com pelicula de “formvar” e
carvio foram colocadas sobre as gotas de sobrenadantes celulares infectados,
dispostas em um “parafilm” em porta “tip”. Os orificios do porta “tip” serviram
para individualizar cada reagdo quando recoberta pelo “parafilm” e
pressionados por tubos de ensaio.

Apds adsorgdo da suspensio por 30 min., a grade sensibilizada foi
transferida para outro orificio que continha a gota de corante eletrénico
(fosfotungstato de sodio a 2%, pH6,4) permanecendo por 2 min. para a
coloragdo.

Apos retirada da grade, secou-se 0 excesso do corante com papel filtro e
a amostra assim preparada foi levada para ser analisada em um microscépio
eletronico de transmissdo (Philips EM 400T), operando a 80 KV.

Devido a dificuldade de acesso ao equipamento, poucas amostras
puderam ser avaliadas por essa técnica.

As amostras analisadas foram:

- cinco suspensdes fecais de origem murina que foram utilizadas como
moculos;

- sobrenadantes das cinco primeiras passagens de uma amostra de
origem murina, a F4, que foi inoculada adicionada de tripsina, em HT-29
(protocolo 2).

- uma amostra suina (F21), por desenvolver e reproduzir, por passagens
sucessivas, um efeito citopatico caracteristico de replicagdo viral. Esta amostra,
vinha sendo inoculada em células da linhagem MA104, em associagdo a 1

pg/ml de tripsina. Foi analisada apenas a sua quinta passagem (protocolo 8).
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4. Resultados.

4.1. Selecdo de amostras fecais positivas para PBYV.

Foram selecionadas 31 amostras fecais de origem murina e 25 suinas
positivas para PBV, cujas bandas de 4cidos nucléicos foram mais intensamente
impregnadas pela prata, sugerindo alta concentragdo viral. Amostras cujos
eletroferdtipos apresentaram uma certa variagiio de peso molecular também
foram escolhidas (Figura 1).

Apesar da aparente alta concentracdo de acido nucléico viral nas
amostras fecais, suspensdes de cinco amostras foram analisadas por MED e em
nenhuma delas foi possivel visualizar particulas virais sugestivas de PBV.

Todas as amostras selecionadas foram utilizadas em experimentos de
infecg¢do dentro de um prazo de no méximo 15 dias apoOs a coleta, de maneira a
tentar diminuir a possivel perda da infectividade das particulas devido ao
armazenamento prolongado. Inclusive, uma das amostras, a F24, foi
selecionada por ter infectado ratos sob experimentagdo em nosso laboratorio, e

logo em seguida estava sendo inoculada em sistemas celulares.

4.2. Testes de infec¢iio em cultura primaria de rim de rato.

Foram testadas 17 (denmominadas FA a FR) amostras fecais nesse
sistema celular, sendo todas de origem murina, seguindo os protocolos 1-5, ou
seja, os inoculos foram ensaiados em diferentes protocolos de infecgiio. Os

resultados séo apresentados na tabela 1.



27

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida de RNAds de picobirnavirus
de origem suina, de rotavirus SA-11 (grupo A) e outros rotavirus (grupo néo-
A).

A- Padrio de rotavirus do grupo A;

G-Amostra fecal F15;

J-Amostra fecal F16;

K-Amostra fecal F17,

R-Amostra fecal F18.

H-Amostra fecal positiva para rotavirus do grupo nfio-A.

(As canaletas correspondentes as letras G,J.K ¢ R equivalem as amostras

selecionadas para serem ufilizadas como indculos).
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Apos 48-72 horas, mesmo sem o aparecimento de alteragdes celulares,
as células foram congeladas e descongeladas trés vezes e os sobrenadantes
submetidos ao teste de EGPA.

Foram obtidos 4 resultados positivos de deteccdio do RNAds de PBV em
sobrenadantes celulares, todos em primeira passagem. Os resultados sdo
apresentados na figura 2.

Os 4 resultados positivos, apesar de terem ocorrido em experimentos de
infecgdio diferentes, foram obtidos a partir de uma tinica amostra fecal, de
origem murina, denominada por nés de FI. Os experimentos que obtiveram
resultados positivos seguiram os seguintes protocolos de infeccio:

a- Em duas oportunidades a amostra FI foi inoculada apos pré-tratamento com
a protease pancreatina numa concentragdo de 10 pg/ml por um periodo de 30
min. a 37°C (protecelo 5). Apds o tratamento enzimatico foi realizada a
inoculagdo nas células de cultura primaria de rim de rato, com um periodo de
adsorgdio de 60 min., com agitacdo periddica. Ao final da adsor¢do, o meio de

cultura foi completado, mantendo-se a concentragéo final de pancreatina.

Tabela 1. Resultados dos experimentos de infecgiio em células de cultura primdria de rim de rato, com
amostras de fezes murinas positivas para PBV, relacionando o niimero maéximo de passagens
realizadas, o desenvolvimento de efeito citopdtico (ECP) e o resultado em eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA),

Amostras N? méximo de pass.' ECP EGPA
FA-~FF 6 neg. neg.
FG, FHeFJ 3 neg. neg.
F1 3 morte celular positivo’
FL - ¥R 9 neg, feg,

1- O namero maximo de passagens realizadas citado acima ¢ referente aos ensaios seguindo 0s
cinco protocolos de infeccio propostos (1-5).

2- O resultado do efeito citopdtico foi considerado como positivo quando as alteragBes
cetulares ocorreram de forma reprodutivel nas sucessivas passagens, ndo sendo considerados
portanto casos esporadicos de alteragles morfolgicas celulares.

3- A amostra FI foi positiva para PBV em sobrenadanies de 4 experimentos, na primeira

passagem, associada ou ndo ds proteases tripsing ¢ pancreating.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida de RNAds de picobirnavirus
de sobrenadantes de primeira passagem de culturas primarias de rim de rato,
apos inoculagdo com amostra murina F1, com diferentes proteases.
A
B

Padrdo de rotavirus do grupo A;

[}

Amostra inoculada com pancreatina;

?

Amostra inoculada com tripsina, ¢

¢

Amostra inoculada sem proteases.
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O experimento foi mantido por apenas 24 horas, quando houve morte
celular intensa. Com o teste interrompido, as cultaras foram congeladas e
descongeladas por 3 vezes, quando os sobrenadantes celulares foram coletados
para analise em EGPA.

b- O mesmo in6culo foi também positivo em sobrenadante de primeira
passagem, quando foi utilizado o protocolo de infecgio com a tripsina em uma
concentragdo de 10 pg/mi (protoecelo 2), com tempo e modo de adsorgio viral
idénticos ao anterior. Passadas 24 horas da infecgdo, com a ocorréncia de morte
celular, repetiram-se os procedimentos realizados com a amostra anterior.

¢- A quarta deteccio do RNAds do PBV em sobrenadante de primeira
passagem com a amostra FI ocorreu quando foi inoculada sem qualquer enzima
(protecolo 1). Da mesma forma, apds 24 horas da infecgdo, o experimento foi
interrompido, também em funcdo de morte celular, procedendo-se da mesma
matieira.

Esta amostra FI foi inoculada até a terceira passagem seguindo esses
protocolos de infecgdio, sendo que em nenhuma outra passagem o acido
nucleico do PBV foi detectado.

Ent todas as outras amostras testadas nesse sistema celular, das quais
algumas foram inoculadas até a sexta passagem e outras até a nona passagem, 0
resultado em EGPA foi negativo (Tabela 1).

Nenhuma alteragdo celular, além da completa destrui¢do da monocamada
ocorrida com as amostras positivas em primeira passagem pode ser observada
de forma que pudesse caracterizar um efeito citopatico e/ou sugerisse

replicagdo viral.

4.3.Testes de infeccdo em cultura primdria de rim de

camundongo.
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Nesse sistema celular foram utilizadas 7 amostras fecais positivas para
PBV (F1-F7) como indculos, sendo 5 de origem suina e 2 de origem murina
(F4 e F5). Os resultados sdo apresentados na tabela 2.

As infecgdes foram até a quarta passagem com todas as amostras
utilizadas, seguindo os protocolos de infecgdo de niimeros 1 a 5,

Apesar dos protocolos de infecgiio serem semelhantes aos utilizados
para as culturas primérias de rim de rato, em nenhum sobrenadante de primeira
ou de passagens posteriores, foi detectado o acido nucléico caracteristico do
PBV.

Tabela 2. Resultados dos experimentos de infeccdio em células de cultura primdria de rim de
camundongo, com amostras de fezes positivas para PBV. relacionando o nimero méaximo de passagens
realizadas, o desenvolvimento de efeito citopdtico (ECP) ¢ o resultado em eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA).

Amostras N® max. de pass.” ECP EGPA

Fl-F7 4 neg. neg,

1- As amostras fecais F4 ¢ F3 sfio de origem murina, as outras sdo de origem suina.
2- O nitmero maximo de passagens realizadas citado acima é referente aos ensaios seguindo os

cinco protocolos de infecgiio propostos.

Nas observagdes diarias ao microscépio Optico, ndo foi detectada
nenhuma alteragdo celular que pudesse sugerir um efeito citopatico decorrente

de replicacio viral.

4.4. Testes de infeccdio com a linhagem celular LLC-MK,.

Nessa linhagem celular foram testados, numa primeira etapa, quatro
inéculos diferentes, sendo dois de origem suina (F1 e F2) ¢ dois de origem
murina (F4 e F5). Todos os ensaios de infecgdo foram realizados em garrafas e

nao em placas, logo o periodo de adsorgdo viral foi realizado sob agitagdo
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periddica e ndo sob centrifugagdio como em outros protocolos ja descritos. Os
resultados sdo apresentados na tabela 3.

Todas as amostras foram inoculadas até a sexta passagem, seguindo os
protocolos de 1 a 5.

Uma das amostras fecais de origem murina, a F4, teve seu sobrenadante
de primeira passagem positivo para PBV, em eletroforese em gel de
poliacrilamida (resultado ndo demonstrado). Essa amostra foi positiva quando
foi inoculada apés pré-tratamento com 10 pg/ml de tripsina (protocolo 4),
tendo um periodo de adsor¢do de 90 min., sob agitagdo periddica, apds os
quais, o mdculo foi mantido na garrafa e 0 meio de cultura foi completado,
mantendo-se a concentragdo enzimatica.

Nos ensatos de infecg@o realizados com a amostra F4 nio foi detectada
qualquer alteragdo celular que pudesse ser caracterizada como efeito citopatico,

nem mesmo na primeira passagent.

Tabela 3. Resultados dos experimentos de infecgdo em células da linhagem LLC-MK,, com amostras
fecais positivas para PBV, relacionando o niimero maximo de passagens realizadas. o desenvolvimento

de efeito citopidtico (ECP) e o resuitado em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).

Amostras N° mdx. de pass.’ ECP EGPA

Fl 6 positivo positivo p/
rotavirus®

F2 o neg, neg.

F4 6 neg. positivo p/ PBV*

F5 6 neg. neg.

FoeFl0 5 neg. neg.

1- O mimero mdximo de passagens realizadas citados acima sio referentes aos ensaios
seguindo todos os pratocolos de infecgdo propostos.

2- O resultado do efeito citopdtico foi considerado como positivo quando as alteracfes
celulares ocorreram de forma reprodutiva nas sucessivas passagens, ndo sendo
considerados, portanio, casos esporddicos de alteragbes morfoldgicas.

3- Essa amostra apresentou ECP loge nas primeiras passagens. contudo apenas no
sobrenadante de quinta passagem foi detectado o RNAds caracteristico de rotavirus do
grupo A.

4- A amostra F4 teve seu sobrenadante de primeira passagem positivo para PBV por EGPA.
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Por outro lado, uma das amostras fecais de origem suina (F1) levou a
uma alteragdo celular logo nas primeiras passagens, contudo sem a detecgdo do
‘acido nucléico do PBV, podendo significar uma baixa concentragdo desses
virus ou a replicagéio de um outro virus qualquer.

Com o desenvolvimento sucessivo de ECP, e a ndo deteccdo do acido
nucléico, optou-se por realizar a técnica de imunofluorescéncia indireta para
todas as amostras fecais que vinham sendo utilizadas como indculo nessa
linhagem celular (F1, F2, F4 e FS). Entretanto, nenhuma das amostras reagiu
com antissoro anti-PBV, levando a resultados negativos.

Posteriormente, em passagens sucessivas, pode-se detectar o RNAds
caracteristico dos rotavirus do grupo A

Numa segunda etapa dos ensaios de infeccio com essa linhagem celular,
foram testadas duas amostras fecais de origem murina, F9 e F10. Utilizou-se de
forga centrifuga para a realizagéio do periodo de adsorgdio viral, seguindo os
protocolos 6 ¢ 7.

Apesar da baixa forga centrifuga relativa aplicada ao sistema (150g), as
celulas de LLC-MK, apresentaram, apds algumas horas de ensaio, alteragdes
morfologicas decorrentes da centrifugacio, com morte celular apés 24 a 48
horas em média.

Em func¢do do comportamento das células dessa linhagem frente a
centnifugagdo, ou seja, a monocamada celular ndo se manteve integra, os
experimentos voltaram a ser realizados em garrafas.

Nio fot possivel observar qualquer alteragido celular que pudesse sugerir
uma replicag@o viral nas passagens subsequentes. Também nio foi detectado o
acido nucléico viral do PBV por eletroforese em gel de poliacrilamida nos

sobrenadantes celulares.

4.5.Experimentos de infec¢io com a linhagem celular HT-29,
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Numa primeira etapa dos experimentos de infecgdo com essa linhagem,
utilizando os in6culos de seis amostras fecais de origem suina (F1, F2,F3, F6-
F8) e as duas de origem murina (F4 e F5), os mesmos foram inoculados até a
sétima passagem, seguindo os protocolos 1 a 5 (Tabela 4).

Dentre os oito indculos testados, dois tiveram sobrenadantes celulares
positivos para PBV por EGPA, sendo uma amostra de origem suina
denominada de F2 (Figura 3) ¢ outra de origem murina denominada F4
(Figura 4), sendo essa ultima, a mesma amostra que foi positiva quando
inoculada em células da linhagem LLC-MK,,

A amostra F2 foi positiva quando inoculada seguindo o protocolo 2 de
infecgdo, com tripsina numa concentragdo de 10 pg/ml, realizado em placas de

24 concavidades. A adsorglio viral foi realizada durante 60 min., com agitagdo

Tabela 4. Resultados dos experimentos de infecgdo em células da linhagem HT-29, com amostras de
fezes positivas para PBYV, adicionadas ou nio de pancreatina e tripsina, relacionando o niimero maximo
de passagens realizadas, o desenvolvimento de efeito citopatico (ECP) ¢ o resultado em eletroforese em
gel de poliacrilamida (EGPA),

Amoslras Pass. Pré-trat.  Pass, Pré-irat.  Associado 2 Associado & Sem EGPA
Trpsina Pancreatina tripsing pancreatina proteases ECP!
F1 7 7 7 7 7 neg. neg.
F2 7 7 7 7 7 positivo  positivo
p/ PBYV?
F3 7 7 7 7 7 neg. neg.
F4 7 ¥ 7 7 7 positive  positivo
p/ PBV?
F3-FG 7 7 7 7 7 neg. neg.
F9 7 7 7 7 7 positivo neg.
Fio 7 7 7 7 7 HE neg.
FI F2,F8, - 3 6 5 neg. neg.
Fl3=F14
F15-F18 - 5 5 neg. neg,
F1% - - - 3 nag. neg.
F20 - F23 - - 3 3 3 neg. neg,

I- O resultado do efeito citopdtico foi considerado como positivo quando as alteracdes
cefulares ocorreram de forma reprodutiva nas sucessivas passagens, nio sendo considerados
portanto casos esporadicos de alteragfes morfologicas.

2- A amostra F2, teve seu sobrenadante de primeira passagem positivo para PBV por EGPA,
quando inoculada com tripsina.

3- A amostra F4 foi  positiva para PBV em EGPA em duas oportunidades, quando foi

inoculada com tripsina e com pancreatina.
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida de RNAds de picobirnavirus
de sobrenadantes de primeira passagem da linhagem HT-29, apés inoculagédo
com amostras de fezes positivas para PBV.
A~ Padriio de rotavirus do grtipo A.
B- Duas bandas de RNAds sugestivas de PBV onde o indculo de origem
suina fot utilizado com tripsina a 10ug/ml.
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periodica e, ap6s a mesma, os indculos foram mantidos completando-se os
volumes do meio e mantendo-se a concentragio final da enzima.

Apos 48 horas de infecgdo, foi observado um arredondamento celular,
quando entdo a infecgdo foi interrompida, as células congeladas e
descongeladas por trés vezes para realizar a coleta das amostras para a analise
em EGPA (resultados ndo demonstrados).

A amostra murina F4 ja tinha sido positiva para PBV por EGPA em
sobrenadante de primeira passagem quando inoculada em LLC-MK,, e agora
em HT-29 foi detectada em sobrenadante de primeira passagem em duas
oportunidades diferentes. A primeira delas ocorreu quando a amostra foi
inoculada com tripsina em uma concentragdo de 10 pg/ml, com 60 min. de
adsor¢do, mantendo-se o inéculo (pretecelo 2). Apds aproximadamente 48
horas da infecgdo houve uma alteragdo celular que levava ao arredondamento,
quando o experimento foi interrompido para a coleta das amostras (Figura 4).

Em um segundo experimento, a amostra F4 foi inoculada com
pancreatina em concentragio também de 10 pg/ml (protocelo 3), sendo que
apds 48 horas de infecgdo também se detectou uma alteragiio celular com
arredondamento, quando o experimento foi interrompido e procedeu-se de
maneira semelhante as anteriores (resultado nfo demonstrado).

De maneira geral, nas seis passagens posteriores da amostra F4, as
alterages celulares foram mantidas, entretanto com resultados negativos por
EGPA. Os sobrenadantes das cinco primeiras passagens foram analisados por
MED e foram todos negativos para particulas virais.

Em nenhum dos experimentos com as outras seis amostras fecais
positivas para PBV utilizadas como indculos que também foram até a sétima
passagem, seguindo os varios protocolos de infecgfio, pode-se detectar o
RNAds dos PBV, ou qualquer alteragfo celular que pudesse ser sugestiva de
replicagio viral.

Na segunda etapa dos experimentos de infecco com as células da
linhagem HT-29 foram utilizadas apenas duas amostras fecais positivas para

PBV como inoculos, sendo ambas de origem murina (F9 e F10). As amostras
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida de RNAds de picobimavirus
de sobrenadante de primeira passagem da hinhagem celular HT-29, apés
moculagio com amostra de fezes positiva para PBV, onde o méculo de ongem
murina foi utilizado com tripsina a 10 pg/ml.

A- Padrdo de rotavirus do grupo A;

B- Duas bandas de RNAds sugestivas de PBV.
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foram moculadas com tripsina, com o periodo de adsorcio viral sendo
realizado sob centrifugacdo. As amostras fecais foram associadas a tripsina
ap6s terem sido diluidas a 1/5 e 1/20, e também quando ultracentrifugadas,
visando a concentragdo viral.

As inoculagdes foram feitas até a sétima passagem e, entretanto, em
nenhum dos experimentos pode-se detectar por EGPA o RNAds caracteristico
dos PBV.

Foram observadas algumas alteragdes celulares caracterizadas por
anmento de granulacéio citoplasmatica e arredondamento celular com a amostra
F9 nas sucessivas passagens com diluicdio 1/5 (resultados ndo demonstrados).
Ja na diluigdo 1/20 as alteragdes foram mais ténues. Em funcio do provavel
ECP e da ndo detecgfio do acido nucleico viral, optou-se pela realizacdo dos

testes de imunofluorescéneia indireta, que foram todos negativos.

Na terceira etapa de experimentos com as células dessa linhagem foram
utilizadas 14 amostras fecais positivas para PBV, sendo todas de origem suina.

Todos os experimentos de infecgdo foram realizados em placas de 24
concavidades. Foram utilizadas inoculagdes com tripsina e pancreatina, na
concentracgdo de 1 ug/ml.

Quatro dessas amostras foram inoculadas até a terceira passagem,
seguindo os trés protocolos de infec¢fio propostos; as demais foram inoculadas
até, no minimo a quinta passagem, e algumas até a sexta passagem.,

Em nenhum dos sobrenadantes celulares dos experimentos realizados
com essas amostras pode ser detectado o acido nucléico caracteristico dos PBV
por EGPA. Também em nenhum dos experimentos ocorreu qualquer alteragéo

celular que pudesse ser caracterizada como ECP.

4.6.Experimentos de infeccio com a linhagem MA104.
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Com o objetivo de utilizar-se a protease tripsina em concentragdes
sublimiares ou ndo aquela que induzisse efeito citdxico, foram realizados testes
com essa linhagem celular, ¢ também com a CaCo, como poderd ser
observado mais adiante, frente as varias concentracdes da enzima, como
descrito no item 3.6 de material e métodos.

Ao microscopio 6ptico foi observado um comportamento muito
semelhante a exposigdo a tripsina por parte das duas linhagens celulares. Com 1
pg/ml, ndo houve qualquer alteragio celular e, a partir de 2 ug/ml puderam ser
observadas algumas células arredondadas e soltando-se da monocamada
celular. Ocorren uma destruigdo parcial da monocamada celular com a
utilizagdo da concentragio de 5 pg/ml. Concentragdes superiores a essa
levaram a destruigdo total da monocamada antes de 48 horas. Portanto, optou-
se por trabalhar com as concentrages de 1 e de 5 pg/ml de tripsina, tanto para
a adsorgdo viral quanto para a manutengdo das células em experimentacio.

Na tabela 5 podem ser observados todos os resultados dos experimentos
de infec¢do realizados com células da linhagem MA104.

Seguindo os pardmetros citados acima, trés amostras foram testadas na
linhagem MA104. A amostra de origem murina F4 foi ensaiada por sete
passagens seguidas. Cada experimento foi mantido em média por trés
dias, apos os quais os tubos foram congelados e descongelados por trés vezes,
para entdo os sobrenadantes serem utilizados como indculos para passagens
posteriores. Uma aliquota foi reservada para, apds clarificagfo e retirada dos
debris celulares, realizar-se a extragdio de acidos nucléicos virais por fenol-
cloroférmio.

Em nenhuma das sete passagens realizadas com essas amostras, nas trés
variaveis de infec¢do propostas, foi possivel observar qualquer alteracdo
celular, além do arredondamento celular causado quando da concentragio de
tripsina a 5 pg/mi. Também em nenhum dos sobrenadantes celulares pode ser
detectado, por EGPA, o 4cido nucléico caracteristico dos picobirnavirus.

A segunda amostra testada na linhagem MA104 foi a F21, de origem

suina, também j& utilizada anteriormente. Essa amostra, em particular,
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desenvolveu um ECP (dados nfio demonstrados) com alteragdo da granulacio
citoplasmatica e da morfologia celular, com posterior morte e destruicdo total
da monocamada celular.

Esse indculo comegou a induzir esse ECP a partir da terceira passagem,
quando associado a 1 pg/ml de tripsina. Ndo foi possivel observar efeito
citopatico semelhante pela propria citotoxicidade da enzima, em culturas com
5 ug/ml da mesma protease.

Como as amostras foram inoculadas sete vezes consecutivas nas células,
pode-se observar o aumento de intensidade do ECP, principalmente quando o
inoculo foi adicionado de 1 pg/ml de tripsina, tendo seu ECP méaximo

aparentemente ocorrendo entre as passagens de numero seis e sete, nas

Tabela 5. Resultados dos experimentos de infecgiio em células da linhagem MA104.com amostras de
fezes positivas para PBV, relacionando o niimero mdximo de passagens realizadas para cada protocolo
de infeccdo, o aparecimento de efeito citopdtico' (ECP) o resultado da eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) e da microscopia cletronica direta® (MED).

Nimero e

Passagens com

Amestras tughml tripsina.  Sug/ml tripsina. 2% SFB ECe EGPA MED
F4 7 7 7 neg. neg -
F2i 7 7 7 positivo neg, posiiivoz
13 7 7 7 neg. neg, -
F25.F4z 1 - - neg. neg,

1. O resultado do efeito citopitico foi considerado como positive quando as alieragdes
celulares ocorreram de maneira reprodutivel nas sucessivas passagens, ndo sendo

considerados, portanto, casos esporadicos de alteragdes morfologicas.

2. A dnica amostra analisada por microscopia eletrdnica direta foi o sobrenadante de quinta
passagem da amostra fecal F21. que foi positiva para particulas virais com didmetro
semelhantes a0 do PBV em sobrenadante de quinta passagem quando inoculada seguindo

o protocoio 8.

quais houve destruigfio mais violenta e de forma mais rapida da monocamada

celular.
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Entretanto, com a adi¢do de SFB a 2%, a partir da quinta passagem,
pode ser observado um ECP muito parecido, porém menos intenso e sem uma
aparente evolugdo que pudesse sugerir um aumento de titulo viral como
ocorreu com a adicdo de tripsina a 1 pg/ml.

Essa amostra, seguindo apenas a variavel com 1 pg/ml de tripsina, foi
inoculada até a décima passagem. Porém, a partir da oitava passagem ndo mais
se utilizou o sistema “roller” de cultura para as infecgdes, que passaram entdo a
serem feitas em garrafas de 10,0 ml e em fase estacionaria, visando aumentar o
volume da suspensdo de virus proveniente do sobrenadante celular. Contudo o
ECP foi regredindo e interromperam-se entdo os experimentos na décima
passagem.

Outro experimento realizado objetivando aumentar o volume da
suspensdo viral, foi a inoculagio da sexta passagem desse indculo em
aproximadamente 30 tubos, onde, apds o aparecimento do ECP, a infeccio foi
interrompida e os sobrenadantes foram ultracentrifugados em colchdo de
sacarose. O precipitado foi ressuspenso em um volume 100 vezes menor (50ml
para 500ul). Do volume final foram utilizados 100ul para analise em EGPA.

Apesar de todas as evidéncias sugerirem a multiplicacdo viral, em
nenhum dos sobrenadantes de todos esses experimentos, inclusive do material
concentrado por ultracentrifugacdo, foi possivel detectar o RNAds
caracteristico dos PBV.

O sobrenadante de quinta passagem foi clarificado e enviado para
analise em microscopia eletrénica direta, no Instituto Adolfo Lutz, S.P.. Foram
detectadas particulas virais de dois tamanhos diferentes, uma com
aproximadamente 21nm e outras ao redor de 31 nm de didmetro, essas tltimas
sugestivas de particulas de picobimavirus (figuras 5 e 6). Os sobrenadantes
celulares das passagens anteriores ¢ posteriores & quinta ndo puderam ser
analisados por microcopia eletronica direta, assim como os sobrenadantes dos
experimentos de infec¢do com adicdo de SFB.

A amostra fecal F21 foi ainda utilizada para infecgdo em sexta passagem

para a realizacdo de testes de imunofluorescéncia indireta. Contudo, apesar de
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Figura 5. Fotomicrografia eletrénica de sobrenadante de quinta passagem da
amostra fecal F21, inoculada em MA104, revelando particula sugestiva de PBV
com didmetro aproximado de 30 nm, esférica ¢ sem definigdo de estrutura de
superficie. Aumento: 210.000 X. Barra = 100nm.
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Figura 6. Fotomicrografia eletronica de sobrenadante de quinta passagem da
amostra fecal F21, inoculada em MA104, revelando particula viral com

didmetro aproximado de 21 nm. Aumento 210.000 X. Barra = 100 nm.
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todos os seus resultados positivos em MED, e apesar do desenvolvimento de
ECP, seus resultados em IFI foram negativos.

Com a terceira amostra utilizada (F23) para os ensaios de infecgdo nas
celulas da linhagem MA104, e que foi inoculada até a sétima passagem
seguindo as trés vaniaveis, em nenhum dos experimentos pode ser observada
qualquer alteragdo celular que pudesse ser caracterizada como efeito citopatico.
Igualmente, em nenhum dos sobrenadantes celulares analisados por EGPA, foi
possivel detectar o RNAdSs caracteristico dos PBV.

Com os experimentos de infecgdo realizados nas duas linhagens
celulares com as 10 amostras murinas e 8 suinas, nenhuma alteragio celular foi
detecada que pudesse ser caracterizada como efeito citopético €, ap6s corrida

eletroforética, todos os sobrenadantes celulares foram negativos para PBV,

4.7.Experimentos de infec¢fio com a linhagem CaCo,.

Nos primeiros experimentos realizados com essa linhagem foram
testadas cinco amostras fecais positivas para PBV de origem suina (F16-F20),
sendo as amostras ensaladas até a segunda passagem.

Nesses experimentos de infec¢io realizados, nio foi detectado o RNAds
dos PBV em nenhum sobrenadante celular, assim como nenhuma alteracio
celular de forma progressiva, nas passagens sucessivas, que pudessem
caracterizar efeito citopatico.

Em um segundo periodo de infecgdes nessa linhagem celular, quando
foram testadas as duas amostras fecais de origem murina (F4 ¢ F24), e as duas
de origem suina (F21 e F23), todas chegaram a ser ensaiadas por sete
passagens (Tabela 6).

Como ja relatado em material ¢ métodos, os protocolos (8 a 10)
utilizados para os ensaios de infecgdo nas células da linhagem celular CaCo,
sdo fundamentalmente iguais aos utilizados para as células da linhagem

MA104.
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Em nenhum dos experimentos realizados com as quatro amostras foi
possivel detectar qualquer alterago celular que pudesse ser caracterizada como
um efeito citopatico e, em nenhum dos sobrenadantes celulares pode-se
detectar, através de EGPA, o acido nucléico caracteristico dos PBV.

Também com a amostra fecal F24, que foi incluida em funcfio de ter
infectado experimentalmente ratos em nosso laboratério, contendo portanto
particulas virais infectivas, ndo foi observada qualquer alteragdo celular que
pudesse ser interpretada como efeito citopatico, nem nos sobrenadantes
celulares houve a detecgdo, através de EGPA, de 4cidos mucléicos que
sugerissem 0 RNAds tipico dos PBV.,

Com os experimentos de infecgdo realizados nas duas linhagens
celulares com as 10 amostras murinas e 8 suinas, nenhuma alteracéo celular foi
detectada que pudesse ser caracterizada como efeito citopatico e, apos corrida
eleroforética, uma das amostras fecais de origem murina, a F31, teve seu
sobrenadante de primeira passagem positivo para PBV por EGPA (protocolo
8), ainda que de maneira muito sutil, 0 que impossibilitou o registro do
resultado através de fotografia. |

Essa amostra foi ainda ensaiada até a terceira passagem seguindo as
mesmas condigdes de experimentagdo e os sobrenadantes de segunda e terceira

passagens foram negativos por EGPA para o RNAds caracteristico dos PBV.
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TABELA 6. Resultados dos experimentos de infeccfio em células da linhagern CaCo,, telacionando as
amostras fecais utilizadas como indculo, adicionadas ou nio de pancreating e tripsina,o nimero
méximo de passagens realizadas para cada protocolo de infecgfio, o aparecimento de efeito citopatico'

(ECP) e o resultado em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).

Amostras Passagens Passagens Passagens Passagens Passagens ECP EGPA
s/ proteases  o/lpg/mi s/ lug/ml o/Sugfmi o 2% SFB
tripsina pancraaiing tripsina

F16-F20 P 2 2 feg. neg.
F4 7 7 7 neg, neg.
F21 2 2 2 neg. neg,
F23 7 7 7 neg, neg.
F24 4 4 4 neg. neg.
FI5-F30 1 neg. neg,
F31 3 neg. ;msitivo2
F32-F42 1 neg, nag.

1. O resultado do efeito citopdtico foi considerado como positivo quande as alteragGes
celulares ocorreram de forma reprodutivel nas passagens sucessivas, ndo sendo

considerados, portanto, casos esporadicos de alleragbes morfologicas.

2. A amostra F31 teve apenas o sobrenadante de primeira passagem positiva para PBV por
EGPA, quando inoculada seguindo o protocolo 8.

Para finalizar, serdo apresentados de forma suscinta, os resultados mais
expressivos, que podem ser visualizados na tabela 7.

Quatro amostras fecais quando inoculadas nos sistemas celulares
tiveram os sobrenadantes de primeira passagem positivos para PBV por EGPA:
a amostra murina FI, seguindo os protocolos 1, 2 ¢ em duas oportunidades
seguindo o protocolo 8, todos em cultura priméria de rim de rato.

A amostra suina F2, seguindo o protocolo 2, em HT-29.

A amostra murina F4, seguindo o protocolo 4 em LLC-MK,, e em
outros dois experimentos seguindo os protocolos 2 e 3 em HT-29.

A amostra F31, também de origem murina, seguindo o protocolo 8, em
CaCos.

Logo, 3 ( FI, F4 e F31) das 31 amostras fecais de origem murina

testadas, foram positivas para PBV em sobrenadantes de primeira passagem, e
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em 8 ensaios diferentes, enquanto das 25 amostras suinas testadas, apenas wma
(F2) foi positiva, e em apenas um experimento.

Com relagdo a presenga de proteases nas inoculagdes, os indculos FI, F2,
F4 e F31 tiveram seus sobrenadantes de primeira passagem positivos para PBV
por EGPA quando adicionados de tripsina, enquanto os indculos FI e F4,
também tiveram resultados positivos, quando adicionados de pancreatina.
Apenas o moculo FI, teve resultado positivo em sobrenadante de primeira
passagem, quando inoculado sem a adigdo de qualquer protease.

Entretanto apenas as amostras FI e F4 foram positivas apés pré-

tratamento com proteases.

Tabela 7. Lista das amostras que tiveram resultados posilivos para picobirnavirus (PBV) em
sobrenadantes de primeira passagem, relacionando os sistemas celulares. os protocolos em que as
mesmas foram inoculadas € que resultaram em resultados positivos e negativos por eletroforese em gel

de poliacrilamida (EGPA), e em microscopia eletrénica direta (MED).

Sistema celular Amostra Protocolo  positivo Protocole  negativo Protocole positive
para PBV por EGPA para PBV por EGPA por MED
Cubtura primaria de rim ¥1 - murina 1,2 ¢35 Je 4 Nio analisado
de rato
LLC-MEK, F4 - myrina 4 1,2,3 e 3 Nio analisado
F2 - suina 1,234 ¢ 5 Nio analisado
HT-29 Fa4 — murina 2e¢d 1.4 e3 Negativo
F2 - suina 2 1,3,4 ¢35 Nio analisado
CaCo- F4 - murina 8.9 ¢ 10 Nio analisado
F3} - murina 8 Sel0 Nio analisado
MALG4 F4 — munina 8,9 ¢ 10 Nio analisado
F21 - suina 8.9 2 10 Positivo para

padiculas ¢/ 21 ¢31lnm
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5. Discusséo.

Considerando que os picobirnavirus foram descobertos e relatados pela
primeira vez em 1988 e, em seguida, varios pesquisadores, tanto brasileiros
como de outros paises, o detectaram em fezes de varios hospedeirosl’25‘40'42‘5 b 2,
seria de se esperar que os estudos sobre suas caracteristicas estruturais, bem
como de replicagdo tivessem sido melhor elucidados, assim como, estivessem
disponiveis varias técnicas para o seu diagnostico.

Contudo, em fungdo de haver uma tnica fonte de virus conhecida até o
momento, que sdo as fezes dos animais onde os virus sdo liberados, e esse tipo
de matenial ser de constituigdo muito complexa, aliado ao fato de,
caracteristicamente, os PBV serem eliminados nas fezes em baixas
concentragdes, tem sido de extrema dificuldade estuda-los.

Logo nos primeiros relatos foram identificados seus dois segmentos
gendmicos como sendo constituidos por RNAds e os seus respectivos pesos
moleculares”* "' O tamanho, a morfologia das particulas virais, ¢ suas

densidades em gradientes de cloreto de césio, foram também definidos®®**.

9.1:4,27.43

Estudos relativos a seus hospedeiros, sejam humanos ou outros

animais>">

também tém sido descritos com certa frequéncia. Entretanto, seu
papel como agente associado a alguma patogenia ainda permanece indefinido,
sendo que varios pesquisadores t€m tentado associa-los a quadros de
gastroenterites. Porém, como esses virus tém sido identificados tanto em
amostras fecais normais como diarréicas, ainda ndo ha uma conclusio sobre
seu verdadeiro papel nesses quadros clinicos”***%

Na tentativa de elucidar algumas das suas caracteristicas, € pensando na
dificuldade de obtengdo de virus em animais de vida livre, Gatti®®, desenvolveu
um modelo animal para a replica¢do desses virus. A autora baseou-se nos dados
de Pereira et al.”* que haviam detectado, através de EGPA, o PBV em fezes de
ratos de vida livre, para infectar experimentalmente ratos gnotobidticos com
suspensdes fecais positivas para PBV, livres de fungos, bactérias e de

protozoarios, ortundas também de ratos. Apesar da liberagdo viral nas fezes, em
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nenhum momento foram detectadas fezes diarréicas nos animais sob
experimentagio.

A partir destes experimentos foi obtido um modelo experimental para a
produgdo de virus, contudo mantinha-se o fato de contar com 0s mesmos
apenas em fezes. Mesmo nesses animais onde foram observadas, através de
EGPA, altas impregnagdes das bandas de acido nucléico viral, sugestivas de
altas concentragdes de particulas virais, quando tais suspensdes fecais foram
analisadas por MED, novamente foi constatado que a concentra¢do de

, _ _ o
particulas era muito baixa®**

, mesmo apds purificagdo em gradientes de
CsC1 ou apds concentragido em colchio de sacarose.

Ja pensando nessas dificuldades Pereira et al.”*, assim como Gatti* (com.
pessoal), tentaram adaptar esses virus em sistemas de culturas celulares,
visando obter altos titulos virais e simplificar o processo de purificacdo das
particulas virais. Para isso, esses autores utilizaram tanto culturas primarias,
como algumas linhagens estabelecidas de célula de origem animal, bem como a
utilizagdo da protease tripsina, na tentativa de promover a ativagdo viral. Ja
nesses experimentos os autores conseguiram identificar o RNAds caracteristico
dos PBV em sobrenadantes de primeira passagem, porém, sem a detec¢do dos
mesmos em passagens subsequentes,

Segundo Pereira et al.>” a detecgio do RNAds de PBV em sobrenadante
de cultura celular de primeira passagem para algumas das amostras testadas, e a
ndo detecgdo de outras, sempre retirando os indculos apos a adsorgdo, é
sugestivo de replicagdo viral provavelmente do tipo abortiva, e possivelmente
com formacdo de particulas virais defectivas, no primeiro ciclo, interrompendo
assim a replicagiio dos mesmos. Ainda seria possivel que essas células ndo
fossem permissivas a todas as etapas da multiplicagdo viral.

Apesar da bem sucedida multiplicagdo desses virus em modelos animais®®

¢ da sua provével replicagfo, ainda que somente em primeira passagem em

* Gatti, M.S.V. Lab. Virologia, Instituto de Biologia- UNICAMP.
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sistemas celulares’, sugerindo a origem animal dos PBV, muitos trabalhos tém
aventado a possibilidade desses virus ndo estarem infectando os hospedeiros
nos quais tém sido identificados, mas sim microrganismos simbiontes do trato

intestinal dos animais'?>%-2+2>2627

. Os autores tém sugerido que esses virus,
cujo acido nucléico é constituido por RNAds, sejam possiveis bacteriéfagos,
micovirus, virus de protozoarios ou, até mesmo, aventa-se a hipétese de serem
virus de plantas que estariam sendo ingeridos juntamente com os alimentos e
eliminados nas fezes, sem que sejam replicados nas células intestinais™”".
Alguns trabalhos que surgiram na literatura, logo apds a descoberta desses
virus, contrapdem fortemente as argumentacdes anteriores, que, além das ja
relatadas na mtrodugdo, seriam: 1- A deteccfio das bandas de RNAds altamente
impregnadas pela prata nos géis de poliacrilamida e apresentando-se de forma
equimolar’’, o que ndo ¢ caracteristica dos virus de fungos e de protozoarios
uma vez que os segmentos gendmicos sdo encapsidados separadamente™ 4>,
2- No caso desses virus terem sido ingeridos juntamente com a alimentagdo,
muito provavelmente ndo seriam detectados por EGPA em fungdo de suas
baixas concentragdes nas fezeszﬁ; 3- Os amimais adultos, tanto ratos como
suinos, sdo almmentados a base de ragdo normalmente industrializada, o que
dificulta ainda mais as possibilidades dos PBV estarem sendo ingeridos com a
alimentacdo, e ndo sendo, portanto, virus de plantas; 4- Um outro fator é a
detecgdo, na luz intestinal, de complexos PBV-anti-PBV, provando que esses

2244 :
™, 0 que € normalmente

virus induzem a formagdo de coproanticorpos
caracteristico dos virus que se replicam nas células do epitélio intestinal, apesar
de ja terem sido relatados na literatura coproanticorpos anti-bacteriofagos™.

De qualquer maneira, os picobirnavirus permanecerdo sendo considerados
como possivets virus de origem ndo-amimal até que sejam definitivamente
estabelecidas suas caracteristicas. Para se concluir pela real origem animal,
seria fundamental sua replicagdo em sistemas celulares adequados. Dai o
objetivo principal desse trabalho.

Para atingir esse objetivo, langou-se mio de alguns artificios que foram

utilizados com sucesso em periodos anteriores para a adaptagiio ao cultivo em
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sistemas celulares de outros virus entéricos, como sera considerado caso a caso
adiante.

As proteases foram utilizadas tanto adicionadas as amostras fecais no
momento da adsor¢iio, como em pré-tratamento dos indculos, 30 minutos antes
da adsorgdo. E interessante relatar que os sobrenadantes das amostras fecais FI
e F4 foram positivos para PBV, em primeira passagem, apos pré-tratamento
enzimatico (FI com pancreatina e F4 com tripsina), seguindo os protocolos 3
(em duas oportunidades) e 4, respectivamente, totalizando 3 detecgdes. Todas
as outras deteccdes se deram quando as proteases foram adicionadas no
momento da adsorcio, sugerindo que se houve alguma interacdo mais efetiva
entre as particulas virais e as proteases, ndo foi de fundamental importancia que
esse contato ocorresse previamente a adsorgdo.

Com relagdo ao periodo de adsorcdo viral, o mesmo foi realizado
seguindo trés protocolos diferentes: a agitagdo periddica, a centrifugacio e o
sistema “roller” de cultura. Contudo, ¢ importante ressaltar que em nenhum dos
sistemas celulares foram utilizados os trés protocolos de adsorcdo, de maneira
que € impossivel fazer comparagdes quanto a eficiéncia de um ou de outro.

As quatro detecgdes de PBV, em s‘obrenadantes de primeira passagem de
cultura primaria de rim de rato, assim como aquela em sobrenadante de LLC-
MK, e as trés detecgdes em HT-29 ocorreram quando a adsorgdo foi realizada
sob agitagdo periddica. O unico resultado positivo associado ao periodo de
adsorcdo em “sistema roller” se deu na linhagem CaCo;.

Como ja relatado, nfo foi possivel realizar comparagdes entre os trés
métodos de adsorcfo. Contudo, os dois primeiros métodos foram utilizados
simultaneamente em grande parte dos experimentos nas culturas primarias, e
nas linhagens LLC-MK; e HT-29, onde ocorren a maioria dos resultados
positivos. Em outras palavras, pode-se considerar que nesses ¢asos, a utilizagdo
de agitagdo periddica foi mais efetiva que o processo de centrifugacdo, ao
contrario do observado por Thair et al.”’ para coronavirus. Esses resultados

pedem ser devidos a diferenca de forga centrifuga relativa aplicadas em nossos
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experimentos (150g), e pelos outros pesquisadores’’ (700g), em funcdo da
resisténcia das células ao processo de centrifugagio, como ja colocado.

E importante ressaltar ainda que no tUmico sobrenadante celular de
primeira passagem positivo para PBV testado por MED, nenhuma particula
viral foi detectada que pudesse ser sugestiva de PBV.

Apesar de em nenhum sobrenadante das diversas passagens realizadas
com a amostra fecal de origem suina (F21) ter sido positivo por EGPA para
PBV, quando analisada por MED foi positiva para dois tamanhos de particulas
virais diferentes, uma menor, com aproximadamente 21 nm, e outra com
aproximadamente 31 nm, essas ultimas sugestivas de PBV.

Com todos os resultados positivos em sobrenadanes de primeiras
passagens obtidos, confirmaram-se os dados anteriormente relatados por
Pereira et al.”* e por Gatti* (com. pessoal).

Apesar de terem sido utilizados protocolos de infeccdo que ha algum
tempo tém sido empregados para a replicagio de vérios virus entéricos™'® e
sendo alguns deles considerados como de dificil cultivo, como os rotavirus do

80.81

3,75 (T . ~ : :
grupo C™*7, os coronavirus” e os astrovirus®®®, nio foi possivel obter a

adaptacéo dos PBV a replicagfo nos sistemas celulares utilizados, apesar da sua
replicagdio na primeira passagem.

Teoricamente, tentou-se estabelecer analogias sob o ponto de vista dos
sistemas celulares que seriam permissivos aos virus que se replicam mnos

5% assim como sobre as proteases utilizadas nas

.o . . . . 43
amostras virais de maneira a torna-las infectivas® *°.

intestinos dos animais

Na impossibilidade da adaptagdo dos PBV, alguns aspectos devem ser
discutidos, e o primeiro deles € o grau de infectividade das amostras fecais
utilizadas como indculo, ou seja, o estado de conservagio dessas amostras, ou 0
grau de integridade das particulas virais.

No transcorrer dos experimentos foram utilizadas, sempre que possivel,

amostras recém coletadas e imediatamente congeladas a -20°C, procedimentos

* Gatti, M.S.V. Lab. Virologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.
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esses que deveriam manter estavel a infectividade das particulas. Isso foi
comprovado em uma ocasido quando a amostra utilizada como indculo em
sistemas celulares foi simultaneamente utilizada em infecgdes experimentais
bem suscedidas em ratos, onde ocorreu replicagdio viral e sua eliminagdo nas
tezes dos mesmos.

Mesmo considerando a integridade das particulas, nfio se pode desprezar
um aspecto muito importante que ¢ o microambiente intestinal dos animais em
que as infecgdes experimentais foram realizadas. Néo se sabe quais os
microconstituintes do bolo fecal, as mais variadas enzimas, fatores soliveis,
até mesmo moléculas de imunoglobulinas’™, poderiam estar atuando de maneira
efetiva para promover a ativagdo viral, ou favorecer a adsor¢io. Como néo se
sabe quais c€lulas sdo infectadas por esses virus, os mesmos podem tanto se
beneficiar da presenca de proteases na luz intestinal para promover sua
ativagdo, como no caso dos rotavirus, ou mesmo se beneficiar da presenga de
imunoglobulinas para invadir determinadas células, a exemplo do que acontece
com os poliovirus’.

Quando se pensa em interagdo virus-célula, os receptores celulares
especificos para esses virus e os anti-receptores virais tém que ser
considerados.

A relagdo virus-hospedeiro deve ser obedecida, para que a multiplicagio
viral ocorra,

A hgagdo virus-célula € a etapa inicial dos processos de multiplicaciio
viral, ou seja, a adsorgdo. Para muitos virus, esta associagdo sé é definitiva
mediante a clivagem e/ou alteragdo estrutural, ou conformacional, do
componente viral envolvido no processo, ou mesmo do receptor celular'>'*'*,
Para muitos virus sdo conhecidos os pontos de clivagem enzimatica de algumas
moléculas da superficie das particulas, que favorecem uma disposi¢iio espacial
dos receptores para que os mesmos possam realizar a adsor¢do viral'*'®'8,

Uma vez tendo ocorrido a adsorgdo , a proxima etapa da multiplicagiio

viral, ou seja, a penetragdo do virus na célula serd possivel.
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Nestes experimentos, foram utilizadas duas proteases: a tripsina ¢ a
pancreatina, que tém sido empregadas com sucesso para a replicagio de outros
virus entéricos. Como ja relatado, se forem consideradas as detecgdes em
sobrenadantes de primeiras passagens como sendo resultados de replicacio do
acido nucléico viral, podemos sugerir que a tripsina foi mais eficiente em
promover uma adaptagdo viral que a pancreatina, (foram 5 detecgdes com
tripsina e 3 com pancreatina), o que também foi descrito por Estes et al.'® para
os rotavirus.

Segundo Saif et al® um tratamento mais enérgico com proteases em altas
concentragBes poderia ser mais eficiente na ativagdo viral. Este fato foi
observado para os rotavirus do grupo C. Em nossos experimentos, com altas
concentragdes de proteases, os resultados nas sucessivas passagens foram
sistematicamente negativos, ndo sendo detectado, em nenhum sobrenadante
celular, o acido nucléico caracteristico dos PBV. Em funciio das altas
concentragdes enzimaticas ndo foi possivel observar o desenvolvimento de
ECP.

Por outro lado, ndo pode ser desconsiderado o fato de que um indculo
também teve seu sobrenadante de primeira passagem positivo para PBV sem
associagdo as proteases citadas. Isso pode sugerir que a ativagdio proteolitica
ndo seja essencial para a adsorgfio desses virus. Contudo ha a possibilidade de
que nessa amostra fecal ainda poderia haver enzimas proteoliticas naturais do
hospederro em concentragdes suficientes para promover tal ativagio, ao menos
em primeira passagem. Essa hipotese é coerente uma vez que uma Unica
amostra (FI) foi positiva sem a utilizacdo de proteases.

Além de considerar os anti-receptores virais, deve ser analisado também o
receptor celular.  As células das linhagem HT-29°*"° e CaCo,** sio
originarias de adenocarcinoma do colon humano. Se os PBV ja foram
identificados em fezes tanto de criangas como de adultos, e se 0 PBV é um
virus de origem animal, a possibilidade de que esses virus sejam replicados no
intestino € alta. Era de se esperar entdo que essas células apresentassem

receptores celulares para o PBV. Sem deixar de considerar que a niio interagio
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do PBV com estas células de origem humana possa ser em decorréncia da ndo
relagdo virus/hospedeiro (uma vez que amostras positivas para PBV
provenientes de material fecal humano nfio foram testadas), outros fatores
podem ter contribuide. Um deles seria o fato dessas células ndo exporem de
maneira efetiva os seus receptores. Neste caso, uma das maneiras para fazer
com que as células apresentem de maneira mais eficiente os seus receptores,
seria adicionar 4cidos graxos’ aos meios de culturas de modo a alterar a
fluidez das membranas celulares, aumentando assim as chances de contato anti-
receptor viral-receptor celular,

Segundo Saif et al.* e Tahir et al.”

, um tratamento mecénico poderia
favorecer o contato entre anti-receptores virais e receptores celulares. Esses
autores utilizaram de forga centrifuga durante o periodo de adsorg¢do, com
1.200 g e 700 g, para a adaptagdo de rotavirus do grupo C e coronavirus,
respectivamente. Esse tratamento aumenta a energia cinética do sistema,
favorecendo assim o contato virus-célula, ainda que o mesmo continue sendo
aleatério. Em nossos experimentos trabalhamos com até 150g de forca
centrifuga relativa. Dessa maneira, nenhum resultado positivo foi obtido, ou
seja, a adsorgdo dos picobirnavirus nas células nio foi estimulada.

Uma outra variavel aplicada nos experimentos de infecgdo, e que tem
influéncia direta sobre a adsorgfo viral, foi a manutengdo ou ndo dos inéculos
apos esse periodo. Como todos os resultados positivos em sobrenadantes de
primeiras passagens foram obtidos quando os inéculos foram mantidos, surge
uma questdo: Qual a possibilidade dos RNAds detectados em sobrenadantes de
primeiras passagens serem apenas restos de indculo e ndo produto de replicagdo
viral?

Contra essa possibilidade, ha todos os experimentos onde amostras sé
foram positivas quando inoculadas seguindo alguns protocolos, mas em outros
ndo (Tabela 7). Se realmente os 4cidos nucléicos detectados fossem apenas
restos de indéculos, a0 menos as amostras que foram positivas deveriam ter

apresentado resultados semelhantes quando inoculadas seguindo todos os

protocolos propostos, o que ndo foi observado.
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Ainda deve ser considerado que uma mesma amostra teve seu
sobrenadante de primeira passagem positivo em mais de um sistema celular,
porém n#o em todos os quais a mesma foi testada (Tabela 7). Um exemplo foi
a amostra fecal murina F4, que foi inoculada nos sistemas celulares de cultura
primaria de rim de camundongo, LLC-MK,, HT-29, MA104 e CaCo,, € teve os
sobrenadantes de primeiras passagens positivos apenas quando ensaiado em
celulas LLC-MK; e HT-29. Deve ser considerado ainda que foram positivas
quando inoculadas seguindo apenas dois dos cinco protocolos de infeccio
realizados.

Logo, esses resultados reforcam a idéia de que houve, em primeira
passagem, replicagdo do 4cido nucléico viral e, portanto, que as bandas de
RNAds detectadas sdo produto de sintese durante a infecgdo, assim como
sugerido por Pereira et al.”’.

Aceitando portanto a condigdo de replicagiio do acido nucléico viral em
primeira passagem, devem ser considerados dois aspectos: 1- A baixa eficiéncia
de infec¢do, visto que foram testadas mais de 50 amostras fecais positivas para
PBV, seguindo varios protocolos de infecgdo; 2- qual foi o mecanismo de
restricdo que impediu a adaptagdo viral ao cultivo nesses sistemas celulares,
uma vez que ndo houve detecgdes de PBV em sobrenadantes de passagens
posteriores a primeira?

Sobre a questdo da baixa eficiéncia de infeccdo, pode ser alegado que
realmente os sistemas celulares sdo pouco permissivos a esses virus.
Entretanto, se houve pelo menos adsorgdo, as células apresentam receptores
especificos para os mesmos

Como ja relatado anteriormente, hd sempre uma baixa concentragio de
particulas virais nesse material. Esse fato é confirmado pela dificuldade em
detectar particulas virais de PBV em MED. Logo, o niimero de particulas virais
seria muito pequeno ¢ ndo permitiria uma boa relagdo de virus X namero de
receptores celulares que favorecesse o processo de multiplicagio. Também,

essa infectividade poderia estar dependente de outros fatores tais como a
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presenga de determinados ions que viriam a favorecer processos adequados
para a penetracdo viral.

Além disso, ha de se considerar a forma de conservacdo das amostras
fecais a servirem como indculos, ou seja, -20°C. No entanto, a amostra F4,
positiva em LLC-MK, e HT-29 foi testada nessas linhagens celulares com
intervalo de aproximadamente seis meses, mostrando, pelo menos em parte, a
manuten¢io de sua capacidade de adsorver-se as células em teste.

Por outro lado, a amostra F24 foi negativa em sobrenadante de CaCo,, e
havia sido inoculada dias antes em ratos gnotobidticos, onde foi possivel
detectar o 4cido nucléico viral em suas fezes.

Com essas consideragdes, pode-se concluir que os mecanismos de
susceptibilidade e/ou restrigio’ 4 multiplicacio do PBV em sistemas celulares
“In vitro” sdo muito mais complexos e envolvem outros fatores além dos
receptores apresentados pelos varios sistemas celulares, origem das amostras
fecais positivas para PBV, presenga ou pré-tratamento por proteases, periodo e
modo de realizagdo da adsorgdo viral. Isto obriga-nos a procurar um sistema
celular permissivo, que seja de origem até exdtica para possibilitar estudos que
auxiliem nos esclarecimentos dessas questdes.

Considerando apenas os resultados positivos para os RNAds virais em
EGPA, dos sobrenadantes de primeiras passagens como sendo decorrentes de
replicagdo viral, sugere-se, que as fases iniciais do ciclo de replicagdo foram
realizadas, ou seja, a adsor¢do, a penetragdo, assim como o desnudamento
ainda que parcial, como ¢é caracteristico dos virus de RNAds'%. Por outro lado,
voltando 2 questdo da baixa eficiéneia nas infecgdes, o mecanismo de
penetragdo pode ndo ter sido eficiente, se forem lembrados os fatores que
podem interferir.

Poderia existir a necessidade da presenga de um co-receptor celular para
que ocorresse a penetragdo viral, asstm como ja descrito para o virus da
imunodeficiéncia humana®'.

A penetragdo do PBV seria ou ndo dependente da formacio de vesiculas

com enzimas lisossomais que favorecessem o desnudamento total ou parcial
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das particulas virais'®. A penetragdo do PBV poderia ser temperatura ou pH
dependente. Ou, como os poliovirus, seria dependente de munoglobulinas para
penetrar nas células M do epitélio intestinal™®

Essas considerages sdo coerentes com os dados obtidos por Bass et al.*,
para rotavirus do grupo A. Apos analise dos mecanismos de restrigdo impostos
por linhagens pouco susceptiveis a esses virus, perceberam que quando
particulas virais, infectivas ou n#o, sio transfectadas em células, e apds um
unico ciclo de replicagdo viral, a multiplica¢do se deu de maneira tio eficiente
nas células permissivas quanto nas pouco permissivas. Com esses resultados,
os autores determinaram que oS mecanismos de restricio celular 2
multiplicagdio dos rotavirus estdo associados ao processo de penetracio viral.

De qualquer maneira, quando pensamos nos mecanismos de restricio
celular 4 replicagdio dos picobimavirus, temos que considerar separadamente os
resultados onde houve detec¢des do RNAds viral, ainda que apenas em
sobrenadante de primeira passagem, sugerindo portanto a replicacdo desses
acidos nucleicos, como ja colocado. Numa outra situagio estio as amostras que
foram sistematicamente negativas, que poderiam ser consideradas como néo
habeis, a0 menos quando comparadas com as acima referidas, sobre as
primeiras etapas do ciclo de replicagdo viral até a replicacdo dos acidos
nucléicos.

O mecanismo de restrigdo poderia estar ligado as Gltimas fases do ciclo de
replicagdo, ou seja, montagem, maturagdo ou mesmo liberagiio das particulas®,
0 que seria coerente com a ndo detecgdo de particulas virais nos sobrenadantes
celulares observados ao MED. No entanto, apos finalizagdo dos experimentos,
sistematicamente as células foram congeladas e descongeladas trés vezes para
liberagdo de possiveis particulas internalisadas ou de suas proteinas.

Ha uma outra possibilidade para explicar a nfo adaptagéo dos PBV 4
multiplicagdo em sistemas celulares, além dos possiveis mecanismos de
restri¢do impostos pelas células.

Alguns virus dependem de virus “helper” para realizar alguma etapa do

seu ciclo de multiplicagéio, através de enzimas que os virus dependentes nio
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sao capazes de sintetisar ou o fazem de maneira deficiente. Até mesmo
dependem do “helper” para sintetisar proteinas de capsideo como ¢é o caso da
dependéncia do acido nucléico satélite, ou virus-satélite da hepatite D, em
relagdo ao virus da hepatite B>, Logo, 0s mesmos nio podem ser isolados
separadamente nem do hospedeiro, nem em culturas celulares, estando sempre
na presenga do “helper”®'>"72,

E possivel que os PBV dependam de outros virus. Alids, Gallimore et
al.”” relataram a presenga de dois tamanhos diferentes de particulas virais em
purificado de amostras fecais positivas para PBV. As particulas menores teriam
aproximadamente 26nm e as maiores aproximadamente 30nm.

Em estudos de purificagdo de PBV de material fecal de origem suina, que
estdo sendo realizados em nosso laboratério, Haga, L.R.* (com. pessoal)
detecton por MED particulas virais com dois didmetros diferentes,
semelhantemente ao relatado por Gallimore et al.”>. E importante considerar
que, em ambos o0s experimentos relatados acima, as particulas virais foram
detectadas em fragdes de purificagdo que foram positivas para o RNAds
caracteristico de PBV por EGPA. .

Em nossos experimentos de infecgdo com células da linhagem MA104,
uma amostra de origem suina, denominada F21, foi analisada por MED, por ter
desenvolvido em sucessivas passagens alteragdes celulares que poderiam ser
decorrentes de replicagdo viral. Embora os sobrenadantes das dez passagens
realizadas tenham sido sistematicamente negativos para PBV por EGPA, no
sobrenadante de quinta passagem foram detectadas particulas virais com dois
tamanhos diferentes: as menores com aproximadamente 21 nm e as maiores
com aproxiamdamente 31 nm, sendo essas Gltimas sugestivas de PBV.

Em fungo da detecgdo ter ocorrido em sobrenadante de quinta passagem,
sugere-se que ambos os virus tenham se replicado nas passagens anteriores,
uma vez que restos de indculo dificilmente estariam em concentragdes

detectaveis por MED em sobrenadante de quinta passagem. Poder-se-ia

* Haga, L.R. Lab. Virologia, Instituto de Biologia- UNICAMP,
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argumentar que a ndo deteccdo do acido nucléico relativo ao PBV nesse
sobrenadante seria mwma questdo apenas de concentragdo. Porém, em outro
experimento, partindo de um volume relativamente grande de sobrenadante de
sexta passagem, apds ultracentrifugacdo e analise por EGPA, o resultado foi
igualmente negativo. Como os sobrenadantes das passagens posteriores nio
foram analisados por MED, ¢ impossivel dizer se a replicagio dos dois virus
com tamanho de particulas diferentes foi realmente concomitante.

Virios autores relataram as baixas concentragdes em que os PBV?*® 3o
encontrados nas amostras fecais. Entretanto, ao contrario do observado em
nossos sobrenadantes celulares dos experimentos com amostra fecal F21, o
acido nucléico tem sido detectado por outros pesquisadores com muito maior
facilidade que as particulas virais.

Apesar das semelhangas de tamanho de particulas assim como de

2.4 ~ . r -
2AZBM ndo é possivel afirmar que as particulas observadas ao

morfologia
MED sejam de picobirnavirus, podendo ser um outro virus qualquer, mesmo
porque a amostra fecal ¢ de origem suina e coletada no campo, portanto, sujeita
a outros virus contaminantes.

Com todas essas questdes expostas, e apesar das muitas tentativas de
buscar adaptar o PBV ao cultivo em sistemas celulares, seguindo diferentes
protocolos de infec¢do desde o inicio do projeto, visando adicionar varidveis
que de alguma maneira auxiliassem na replicagdo viral, ndo foi possivel
concluir por isso. Resta-nos assim assumir esses resultados como definitivos e
concluir que o PBV, pelo menos seguindo os protocolos realizados por nés, ndo
foi adaptado a multiplicagdo nos sistemas celulares utilizados neste trabalho.

Através da experiéncia acumulada durante a execucfio desse trabalho,
podem ser sugeridas diretrizes para estudos posteriores com esses virus: 1-
Utilizar outros sistemas celulares; 2- Trabalhar com um painel de amostras
fecais relativamente grande, objetivando selecionar amostras que tenham
resultados positivos em primeiras passagens, mas acima de tudo que esses

resultados sejam reprodutiveis; 3- Para amostras murinas, utilizar os sistemas

celulares que pareceram mais susceptiveis, a cultura priméria de rim de rato e a
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linhagem intestinal humana HT-29, enquanto que essa tltima linhagem foi a
inica permissiva a amostra de origem suina; 4- Utilizar de associagles a outras
enzimas como a neuraminidase ¢ a elastase'®: 5- Utilizar-se de marcadores
radioisotopicos '***% em primeira passagem, para elucidar a questio da
origem do PBV; 6- Buscar suplementar os meios de manutencdo com
moléculas que poderdo favorecer a replicagiio viral’’, e 7- Tentar transfectar os
picobirnavirus nas células através de lipossomos catidnicos, determinando se o
mecanismo de restrigdo celular estaria relacionado com o processo de adsorgdo

ou penetragdo viral®,
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6. Conclusies.

1- Seguindo os protocolos de infecg@o propostos, ndo foi possivel adaptar os
PBYV a multiplicagdo nos sistemas celulares utilizados:;

2- Em 9 experimentos foi detectado por EGPA o RNAds caracteristico do PBYV
em sobrenadantes de primeira passagem;

3-Em nenhum sobrenadante celular de passagem posterior 4 primeira foi
detectado 0 RNAds dos PBV;

4-Os sistemas celulares que se mostraram mais susceptiveis foram a cultura
priméria de rim de rato e a linhagem celular HT-29;

5-As amostras fecais de origem murina apresentaram um maior niimero de
resultados positivos que as suinas;

6-A presenga das proteases néo é de fundamental importincia para a adsorcio
dos PBV, nas condigdes de cultivo utilizadas nesse trabatho;

7-As detecgdes do RNAds caracteristico do PBV em primeira passagem sdo
decorrentes de replicaciio. Assim, esses resultados dizem a favor da teoria da
origem animal do PBV;

8-Uma amostra apresentou em MED particulas virais com 3 1nm de didmetro
com morfologia caracteristica de PBV. Como nio houve detecgdo
concomitante de seu RNAds, ndo é possivel afirmar que essas particulas
sejam de PBV.
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